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Einleitung

1. Einleitung

Clostridien sind Gram-positive, Endosporen-bilden@&akterien der Familie
Clostridiaceae, die durch ihren obligat anaeroben Energiestoffsethund ihre
fehlende dissimilatorische Sulfatreduktion gekeitreet sind. Mit der Etablierung
der Sequenzanalyse basierend auf der ribosomaleA RRNA) konnten die
Mikroorganismen dieser heterogenen Gruppe nach ogbyletischen Aspekten
klassifiziert werden, wodurch die Komplexitat delo€ridien verdeutlicht wurde
(Stackebrandt and Hippe, 2001). Die Sporulationevsr den Mitgliedern dieser
Gruppe eine Resistenz gegeniber verschiedensteneltemfliissen (Strahlung,
Hitze, Trockenheit, Sauerstoff) und folglich die $lichkeit einer ubiquitaren
Lebensweise. Zu ihren naturlichen Habitaten z&hlenschiedene Boden und
Sedimente sowie der humane Verdauungstrakt undvdedauungstrakt hoherer
Tiere. Clostridien verfligen Uber ein weites Sulisprektrum und eine grol3e
Stoffwechselvielfalt. Aufgrund dieser Fahigkeit wen sie in Abhangigkeit der
N&hrstoffanspriiche in saccharolytische und/odetephgtische Clostridien sowie
Spezialisten klassifiziert (Hippe, 1992). Die Sekne von Proteasen ermoéglicht den
proteolytische Clostridien die Verwertung der 206tpmogen Aminosauren (Buckel,
Martins et al. 2005). Zu den proteolytischen Clostridien gehdeenge pathogene
Vertreter, die hochwirksame Toxine produzieren. Derderb von Lebensmitteln
(Clostridium perfringens) und die Erkrankungen an Tetan@astridium tetani) und
Gasbrand Clostridium septicum) sind nur einige schwerwiegende Folgen.
Demgegeniber sind die saccharolytischen Clostridiersehen. Sie fermentieren
eine Vielzahl verschiedener Kohlenhydrate zu ogaren Sauren, Losungsmitteln,
Kohlendioxid und Wasserstoff. Dieses Potenzial maath die Biotechnologie zur
Produktion von Biotreibstoffen zu Nutze (Jones, DO®verlov, Berezinaet al.
2006; Chiao and Sun 2007). Einer dieser bioteclyisdh relevanten Organismen ist
Clostridium acetobutylicum ATCC 824.
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1.1 Clostridium acetobutylicum ATCC 824 und seine biotechnologische

Relevanz

Erste Erkenntnisse Uber die Produktion der sohgarten Losungsmittel Aceton und
Butanol reichen bis in die Mitte des 19. bzw. b&nfang des 20. Jahrhunderts
zurick (Pasteur, 186l1a; Pasteur, 1861b; Pasteus?; 1&chardinger, 1904;
Schardinger, 1905). Chaim Weizmann gelang es imeJad15 einen Aceton- und
Butanol-produzierenden Stamm (Stamm BY) zu isatief@abriel, 1928), dessen
Namensanderung nach einigen Jahren dlostridium acetobutylicum folgte.
Wahrend des 1. Weltkrieges richtete sich das Iasereauf die Produktion von
Aceton, welches fir die Herstellung des Sprengssofordit bendétigt wurde. Erst
zwischen den Kriegen und mit Beginn der FlieRbaodpktion stieg das Interesse
der Butanol-Produktion. Ausgehend von Butanol wuBldylacetat als Loésungs-
mittel fir die Lackierung von Autos erzeugt. Diernfentative Herstellung der
Lésungsmittel Aceton und Butanol fur die Produktion Cordit und Autolacken
wurde wahrend der 50er Jahre durch kostenginstigedél-basierende Prozesse
verdrangt (Jones and Woods 1986). Mit der aufkontieerOl-Krise im Jahre 1973
verdeutlichte sich die Limitierung des Erdols undisdInteresse an der
biotechnologischen Produktion unter Verwendung wsneuerbaren Ressourcen
resultierte in einem Aufschwung der Forschung (Bii998) (Mitchell 1998). Um
die biotechnologische Produktion von Aceton und aBot gegenuber den
petrochemischen Verfahren konkurrenzfahiger zuaffest, war die biochemische
Charakterisierung der verantwortlichen Enzyme ure Identifizierung der an der
Solventogenese beteiligten Gene und Operon-Sterktuerforderlich (Walter,
Bennettet al. 1992; Durre, Fischest al. 1995). Fur eine Verbesserung seitens der
ABE- (Aceton, Butanol, Ethanol) Fermentation wurdech Alternativen zur
Destillation gesucht (Ezeji, Qures#tial. 2004, Ezeji, Karcheet al. 2005) und die
Entwicklung genetisch-veréanderter Stamme mit emsdHProduktausbeute und
Lésungsmitteltoleranz vorangetrieben (Tomas, Weléerl. 2003; Borden and
Papoutsakis 2007). Heute steht die biotechnologigthbduktion von Biokraftstoffen
in Zusammenhang mit der Verminderung der TreibhassgDirre 2007; Durre
2008). Neben der Verwendung von Butanol als Bibsteiffe (Noack, 2009; Lee,
2008) konnen zwei weitere Produkte v@nacetobutylicum fir industrielle Zwecke

genutzt werden. Acetoin (Andersch, 1982; Bunday9)ind Buttersdure sind als
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Geschmacks- und Aromastoffe in der Lebensmittefteldgie von Bedeutung
(Watson, 2002).

Bereits im Jahre 2001 wurde das komplette GenomGuaacetobutylicum ATCC
824 sequenziert (N6lling, Bretoet al. 2001). Neben dem Chromsom mit einer
GrolRe von 3,9 Mbp konnte {D. acetobutylicum das Megaplasmid pSOL1 (192 kbp)
identifiziert werden. Dieses Plasmid ist Tragerlefiean der Solventogenese
beteiligter Gene (Cornillot, Nair et al. 1997), dessen Verlust die
Lésungsmittelproduktion und die Fahigkeit zur Spation negativ beeinflusst
(Alsaker and Papoutsakis 2005). Der Organismudigetiber einen sehr niedrigen
G + C Gehalt von 31 % und 4022 offene Leserahr@emcetobutylicum zeichnet
sich besonders durch sein vielfaltiges Substratspekund der daraus resultierenden
Stoffwechselvielfalt aus. Dies schlie3t zum eines \derwertungen verschiedener
Kohlenhydrate (Glukose, Laktose, Maltose, Sacclear@ellobiose) als auch die
Hydrolyse von Gelatine ein. Die Genomsequenz @rnracetobutylicum erlaubte
verschiedene Mdoglichkeiten der Erforschung diesega@smus. Die Untersuchung
des Transkriptoms in Abhangigkeit der Wachstumspmasermoglichte
beispielsweise die Expression aller Gene wahremdAd&lo- und Solventogenese
aufzuklaren (Alsaker and Papoutsakis 2005; Grimndienssest al. 2011). Folglich
stellt C. acetobutylicum eines der best-untersuchtesten Clostridien darréD2007;
Gheshlaghi, Schareet al. 2009). Der Energiestoffwechsel basiert auf einer
Substratketten-Phosphorylierung durch die Fermiemtn von Kohlenhydraten. Der
biphasische Gaéarungsstoffwechsel unterteilt sich die Acidogenese und die
Solventogenese. Die Acidogenese ist durch eine hafaehstumsrate und die
Produktion von Acetat, Butyrat, Kohlendioxid und ¥8arstoff gekennzeichnet
(Jones and Woods 1986). Die enorme Saureprodukdguitiert in einem Absinken
des pH-Wertes und fiihrt ausgeldst durch im Detallekannte Faktoren zu einem
shift in die Solventogenese. Zu den Faktoren kénntesplesweise der Uberschuss
an Glukose bei gleichzeitigem Mangel an Phosphdt3ohwefel, das Butyrat- bzw.
Butyryl-Phosphat im Medium und das ADP/ATP bzw. NARADH-Verhaltnis in
der Zelle zahlen. Fir die Initiation ddsifts kbnnte nicht nur einer dieser Faktoren
ausschlaggebend sein (Bahl, 1982; Bahl and Gotisct284; Gottschal and Morris,
1981; Hiusemann and Papoutsakis, 1986; Jewell, 1986aciano and Kashket,
1986) (Holt, Stephendt al. 1984; Grupe and Gottschalk 1992; Paredes, Alsaker
al. 2005; Zhao, Toma®t al. 2005), vielmehr scheint die Kombination dieser
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Faktoren die Losungsmittelproduktion zu stimulief@®urre, Fischeret al. 1995)
(Ullmann, 1996). Da die akkumulierenden Saurersbiendem pH-Wert durch ihre
entkoppelnde Wirkung toxisch sind, werden die gkitédn S&uren in einer
Transitionsphase reassimiliert und mit dem verlgiin Substrat wahrend der
Solventogenese in die priméren Losungsmittel AgeButanol sowie Ethanol und
Acetoin fermentiert (Dirre, 2005) (Harris, Welkaral. 2002). Mit Stagnation des
bakteriellen Wachstums und bedingt durch den ttescEffekt der Butanol-
Konzentration (Durre, Bohringest al. 2002) wird die Sporulation des Organismus
eingeleitet. Durch die Lésungsmittel-Produktion gew der Organismus Zeit, die
Sporenbildung zu initiieren und somit das Uberleblen Zelle zu sichern (Diirre,
Bohringeret al. 2002).

In der Abbildung 1.1 ist der fermentative Metabwliss von C. acetobutylicum
graphisch zusammengefasst. Der Zucker-Transportlien Zelle wird durch 13
putative Phosphotransferase-Systeme (PTS) gewstktlgiTangney and Mitchell
2007). Die Konvertierung von Glukose zu Pyruvablgtf anschlieRend Uber den
EMP-Weg und die Energiegewinnung basiert auf derbsB8atketten-
Phosphorylierung (s. Abbildung 1.1).
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Abbildung 1.1: Schematische Darstellung des fermeativen Metabolismus von
C. acetobutylicum. 1. L-Laktat-Dehydrogenase?. Pyruvat-Ferredoxin-Oxidoreduktas@; Pyruvat-
Formiat-Lyase;4. Pyruvat-Decarboxylases. Thiolase; 6. 3-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydrogenase;
7. Crotonase8. Butyryl-CoA-Dehydrogenasé. Elektronen-ubertragende Flavoproteine (EtfA/EtB);
10. Phosphotransacetylasé]l. Acetat-Kinase;12. Phosphotransbutyrylase;13. Butyrat-Kinase;
14. CoA-Transferase A/B15. Hydrogenase (HydA)16. Alkohol-Aldehyd-Dehydrogenase (AdhE1,
AdhE2); 17. Acetaldehyd-Dehydrogenase, Alkohol-Aldehyd-Dehygdnmase (AdhEl, AdhE2);
18. Alkohol-Aldehyd-Dehydrogenase (AdhE1l, AdhE2). Butanol-Dehydrogenase (BdhA, BdhB);
20. Acetoacetat-Decarboxylase (Adc). Erlauterung imtTe

In C. acetobutylicum konnten drei Enzyme fir die oxidative Verwerturan \Pyruvat
identifiziert werden. Die Spaltung von Pyruvat zaefyl-CoA und CQ durch die
Sauerstoff-sensitive Pyruvat-Ferredoxin-Oxidoreda&tstellt den Hauptabbau-Weg
fur Pyruvat dar (Meinecke, Bertramt al. 1989). Die wahrend dieser Reaktion
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entstanden Elektronen werden auf ein Ferredoxinrtidmen, dessen niedriges
Redoxpotential die Reduktion der Protonen fir digduhg von molekularem
Wasserstoff durch die &ensitive [FeFe]-Hydrogenase (HydA) ermdglichtng®o
and Woods 1986). Mit der Produktion von Wasserstaifd folglich die
Regeneration der reduzierten Elektronentrager rmPeoon reduziertem Ferredoxin
gewahrleistet und eine fortlaufende Acidogenese det Bildung von ATP
ermoglicht. Ein zuséatzliches Acetyl-CoA konnte dudie Umsetzung von Pyruvat
zu Formiat mit Hilfe der Pyruvat-Formiat Lyase gees werdenC. acetobutylicum
ist der einzige solventogene Organismus unter désti@@lien, der Uber eine
Pyruvat-Decarboxylase verfugt. Unter Abspaltung v6®, wird Pyruvat zu
Acetaldehyd konvertiert und im weiteren Verlauf cur die Acetaldehyd-
Dehydrogenase und/oder die Alkohol-Aldehyd-Dehyeérase (AdhE1l, AdhE2) zu
Ethanol reduziert. Pyruvat kann dartber hinauslgefaer Aktivitat der L-Laktat-
Dehydrogenase zu Laktat reduziert werden. Das nrdiarprodukt Acetyl-CoA
stellt den Knotenpunkt des Metabolismus dar. InAt@dogenese wird Acetyl-CoA
durch die Phosphotransacetylase und die Acetats€iza Acetat umgesetzt, wobei
ATP generiert wird. Des Weiteren konnen zwei Molekéicetyl-CoA mit Hilfe der
Thiolase zu Acetoactyl-CoA umgesetzt werden. Iréolgehrerer Reaktionsschritte
wird Acetoactyl-CoA zunachst zu 3-Hydroxybutyryl-€ound anschlieBend zu
Crotonyl-CoA reduziert. Mit Hilfe des Butyryl-CoA&hydrogenase-EtfA/B-
Komplex wird die NADH-abhangige Reduktion von CrogbCoA zu Butyryl-CoA
katalysiert und die Energie konnte fur die NADH-abbige Reduktion des
Ferredoxins genutzt werden (Herrmann, Jayardaali 2008; Li, Hinderbergest al.
2008; Seedorf, Fricket al. 2008; Kopke, Heldt al. 2010). Unter Produktion von
ATP wird Butyryl-CoA fir die Synthese von Butyragrwendet. Butyrat in hohen
Konzentrationen scheint die Synthese der CoA-Teaasé (CtfA/B) und dadurch
die Reabsorption der produzierten Sauren zu inderzie(Durre 2008). Die
Metaboliten Acetyl- und Butyryl-CoA werden in derolentogenese unter
Verbrauch der Reduktionsaquivalente zu Ethanol &udanol reduziert, sowie
infolge einer Decarboxylierung des Acetoacetat®\eeton umgesetzt. Die Synthese
reduzierter Endprodukte dient zum einen dazu, éhéssige Reduktionsaquivalente
(NADH + H") zu entfernen und zum anderen Zeit fiir die Sptinrazu gewinnen.
Eine steigende Butanol-Konzentration von Uber Z#ddxisch fur den Organismus
(Durre, Bohringeret al. 2002). Die Fluiditat der Cytoplama-Membran nimmt
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(Ingram 1976; Vollherbst-Schneck, Sarelsal. 1984; Baer, Blasche& al. 1987,
Baer, Bryantet al. 1989) und Transportproteine (Ounine, Petitdemasgé 1985)
(Bowles, 1985; Moreira, 1981) sowie ATPasen (Teama@ and Kashket, 1986)
werden irreversibel geschadigt. Die Initiation @&porulation ist eine Reaktion der
Zelle auf veranderte Umwelteinflisse und Wachstwdsigungen zu reagieren und
das Uberleben zu sichern. Der Sporulationsregul®o0A wird infolge einer
Phosphorylierung aktiviert und induziert eine kakdzartige Phosphorylierung
Sporulations-bezogener Sigma-Faktoren (Jones, €seed. 2008). Der Zellzyklus

endet mit der Keimung der Sporen zu vegetativeteZel

1.2  Hydrogenasen irC. acetobutylicum

Mit der Produktion von Aceton und Butanol und dehMutzung als Biotreibstoffe
stieg die biotechnologische Relevanz v@n acetobutylicum. Die Limitierung
fossiler Brennstoffe weckte zudem das Interesseekntdren Wasserstoff als
alternative Energiequelle zu verwenden (Benemar86)19Noike, Mizuno 2000).
Sein hoher Energiegehalt (122dg<) und seine saubere Verbrennung unterstreichen
das enorme Potenzial, Wasserstoff fur eine umweeitidliche Energiewirtschaft zu
nutzen (Mizuno, 2000) (Kyazze, Martinez-Pegtzal. 2006). Im Hinblick auf die
Reduzierung der Treibhausgase und einer positimendiebilanz stieg das Interesse,
Wasserstoff aus erneuerbaren Ressourcen zu gewibaeber hinaus resultierte
dieses Interesse in einem Aufschwung der Forschzung biotechnologischen
Produktion (Hussy, Hawkeat al. 2003) (van Ginkel, 2005). Fir die industrielle
Nutzung wurden fermentative Bakterien (EnterobadterClostridien) hinsichtlich
ihrer biotechnologischen Relevanz zur Wasserstagti&ktion untersucht. Ihre hohe
Produktionsrate an Wasserstoff, verglichen mit @lgen (Laurinavichene,
Kosourovet al. 2008) und Cyanobakterien (Lindblad, 2002), urmé iR&higkeit als
Destruenten organischen Substanzen abzubauen udlelpainen nuatzlichen
Energietrager zu generieren (Lay, 1999; NielserQ12QLee, Wuet al. 2004),
untermauern ihre biotechnologische Bedeutung. Hyelmasen katalysieren die
reversible Reduktion von Protonen zu molekularens$@estoff. Infolge dieser
Reduktion koénnen Uberschissige Reduktionsaquivaleoxidiert und deren
biochemische Ubertragermolekiile regeneriert weraesgurch eine Homdostasis
aufrechterhalten wird (Gray and Gest 1965). Die $¥estoff-Oxidation ermdglicht
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hingegen dem Organismus molekularen WasserstoErasgiequelle zu verwenden
(Bowien and Schlegel 1981). Hydrogenasen werdegpesthend der elementaren
Bestandteile ihres katalytischen Zentrums in Grapklassifiziert. Die [NiFe]- und
[FeFe]-Hydrogenasen sind durch einen [Ni-Fe]-Kompleder durch einen
dinuklearen Eisenkomplex im aktiven Zentrum gekemncimet (Vignais, Billouckt

al. 2001). Wahrend ihre aktiven Zentren durch ihmaedallische Struktur und die
Koordination der Eisenatome mit den CO- und CN-hdgn vergleichbar sind
(Nicolet, Lemon et al. 2000), unterscheiden sich beide Hydrogenase-&tass
hinsichtlich ihrer katalytischen Aktivitat deutlichvoneinander. Die [FeFe]-
Hydrogenasen zeigen verglichen mit den [NiFe]-Hg&rmasen eine deutlich hdhere
Aktivitat in der Wasserstoff-Produktion wie auch dem Wasserstoff-Verbrauch
(Frey 2002). Ein weiterer Unterschied beider Enziasdéen wird durch die
Empfindlichkeit gegenltber Luftsauerstoff verdedilic Wahrend [NiFe]-
Hydrogenasen zum Teil Sauerstoff tolerant sind deéiglich reversibel inhibiert
werden (Schneider, Cammaek al. 1979), tritt infolge eines Sauerstoff-Kontakts
eine irreversible Schadigung der [FeFe]-Hydrogemaad (Erbes, Kingt al. 1979).
Die Inaktivierung des Enzyms ist durch die Oxidatter Eisen-Schwefel-Zentren
begrindet (Imlay 2006). Fur den Mechanismus destibleen-, Protonen und
Wasserstoff-Transports vom aktiven Zentrum zu déktEbnen-Akzeptoren oder
der Proteinoberflache konnten keine Unterschiedeischen den Dbeiden
Hydrogenase-Klassen festgestellt werden (Montet,avamet al. 1997; Peters,
Lanzilottaet al. 1998; Nicolet, Pirast al. 1999).

Unter dem Gesichtspunkt, dass im Zuge dieser Argsschliellich eine [FeFe]-
Hydrogenase naher untersucht wurde, beschrankerdscweiteren Erlauterungen
auf diese Enzymklasse. Die Charakterisierung deotefrstruktur und des
katalytischen Zentrums beruhen auf vorhergehendetersuchungen der [FeFe]-
Hydrogenasen vorlC. pasteurianum (Cpl) und Desulfovibrio desulfuricans (DdH)
(Peters, Lanzilottat al. 1998; Nicolet, Pirast al. 1999). [FeFe]-Hydrogenasen sind
zumeist als Monomere beschrieben, wobei auch nmiltRroteinstrukturen in
Erscheinung treteresulfovibrio (Voordouw and Brenner 1985; Nicolet, Pisasl.
1999) undTrichomonas vaginalis (Payne, Chapmast al. 1993). Mit Hilfe von
Sequenzvergleichen konnten zwei funktionelle Domader [FeFe]-Hydrogenasen
identifiziert werden (Adams 1990). Die C-terminald-Doméne ist Sitz des

katalytischen Zentrums (H-Kluster) und tragt zudeme Vielzahl konservierter
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Aminosauren (Vignais, Billoudt al. 2001). Im Kontrast dazu ist die N-terminale
Ferredoxin-&hnliche Doméane (F-Domane) zu sehen.eBikalt mehrere [4Fe4S]-
oder [2Fe2S] Kluster, die den Elektronentranspowisehen den externen
Elektronen-Donoren bzw. —Akzeptoren und dem katalen Zentrum vermittelt
(Peters, Lanzilottat al. 1998; Nicolet, Piragt al. 1999). Die [2Fe2S]- [4Fe4S]-
Kluster sind tber ein Cystein miteinander verbunded so in das Protein integriert
(Peters 1999). Im katalytischen Zentrum der [Fefglrogenasen sind beide Eisen-
Atome des H-Kluster mit jeweils einem CO- und CNrmden assoziiert. Wahrend
des oxidativen Zustandes sind sie indes durch eerbitickendes CO-Molekdl
miteinander verknipft. Des Weiteren werden die &ei&isen-Atome durch einen
organischen Liganden koordiniert (Dithiopropan o@athiomethylamin) (Nicolet,
de Laceyet al. 2001). Vorhergehende Studien postulierten, dassAltivitat der
Hydrogenasen in Abhangigkeit zur Expression von rdgdnase-Maturations-
proteinen steht. Maturtationsproteine sind firBiesynthese einzelner katalytischer
Metallokluster verantwortlich und werden zusamment rder Hydrogenase
co-exprimiert (Lutz, Jacolat al. 1991; Drapal and Bock 1998; Blokesch, Pasahos
al. 2002; Blokesch, Albrachet al. 2004; Posewitz, Kinget al. 2004) In

C. acetobutylicum konnten drei Gene von MaturationsproteiniypE, hypF, hybG)
einer [FeFe]-Hydrogenase identifiziert werden (KiRpsewitzet al. 2006). Die
Ferredoxin-abhangige [FeFe]-Hydrogenase HydA isdié Produktion von 2,0 mol
H./mol Glukose verantwortlich (Warner and Lolkema 200nd verfugt zusatzlich
zu anderen Hydrogenasen Uber drei [4Fe4S] und2&eS] Eisen-Schwefel-Kluster
(Peters, Lanzilottaet al. 1998). Diese Eisen-Schwefel-Kluster sind in den
Elektronen-Transfer zwischen dem aktiven Zentrumd udem Ferredoxin
eingebunden und bedingen die Reduktion der ProtdReters, Lanzilotteet al.
1998). Die [FeFe]-Hydrogenase HydA ist zudem am bauf der Protonen-
motorischen-Kraft und der Alkalisierung des Zelknen beteiligt. Im Zuge der
Lésungsmittel-Produktion ist die Aktivitat der 6B grol3en Hydrogenase jedoch
deutlich herabreguliert (Gorwa, Crowt al. 1996). Neben HydA (CA_C0028)
konnte inC. acetobutylicum eine weitere [FeFe]-Hydrogenase (HydB CA_ C3230)
identifiziert werden. Untersuchungen zeigten jedodhss HydB eine flnf-fach
niedrigere Aktivitat im Vergleich zu HydA aufweidtolglich ist HydA primar far
die H-Produktion inC. acetobutylicum verantwortlich (King, Posewitet al. 2006).
Neben den [FeFe]-Hydrogenasen (CA_C0028, CA C3Xg0nte eine [NiFe]-
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Hydrogenase mit ihren Maturationsproteinen (CA_ROCA P0143) nachgewiesen
werden (NOlling, Bretonet al. 2001). Sie sind auf dem Megaplasmid pSOL1

lokalisiert und vermutlich fur den4WVerbrauch der Zelle verantwortlich.

Die Ldsungsmittelproduktion irC. acetobutylicum konnte in Abhangigkeit zum
NADH-Gehalt der Zelle stehen. Mit der Regeneratiater reduzierten
Elektronentrager wird die Produktion von Wassefstahd den reduzierten
Lésungsmitteln  Ethanol und Butanol angetrieben. héogehende Studien
postulierten inC. acetobutylicum eine NADH-Ferredoxin-Oxidoreduktase Aktivitat
(Blusson, Petitdemanga al. 1981; Vasconcelos, Girbat al. 1994). Das Enzym,
dessen Gen bislang noch nicht identifiziert werdkonnte, konnte die
thermodynamisch  unginstige  Reduktion des Ferredoximlurch das
Reduktionsaquivalent NADH katalysieren. Dartberahi kann in einer reversiblen
Reaktion der NADH-Gehalt infolge der Reduktion vbIAD™ durch reduziertes
Ferredoxin gesteigert und dadurch die Losungsmitteuktion beeinflusst werden.
In diesem Fall spricht man von einer Ferredoxin-NAZeduktase Aktivitat
(Jungermann, Thauest al. 1973; Petitdemange, Cherrier al. 1977; Gonzalez-
Pajuelo, Meynial-Sallest al. 2006). Der NADH-Gehalt und daraus resultierend die
Lésungsmittelproduktion kdnnten zudem durch dieokidierenden Hydrogenasen
beeinflusst werden. So zeigte Nakayamtaal. mit der Repression einer »H
oxidierenden Hydrogenase (HupCBA), dass demukd Aceton Gehalt in der Zelle
stieg, wenngleich die Butanol-Konzentration, betliryrch den verminderten
NADH-Gehalt, abnahm (Nakayama, Kosadtaal. 2008). Mit der Produktion von
Wasserstoff nimmt die Ferredoxin-abhangige [FeFgltdgenase HydA
(CA_CO0028) eine zentrale Rolle in der Regeneratien Reduktionsaquivalente in
Form von reduziertem Ferredoxin und folglich in ddRegulation des
Elektronenflusses ein. Die Wasserstoff-Produktitehts dabei in Korrelation zur
Butanol-Synthese (Kim, Bellowset al. 1984). Fir die Optimierung der
Lésungsmittelproduktion kénnte daher die Inaktiviey derin vivo Hydrogenase
Aktivitat eine geeignete Methode sein. Vorhergeleeddtersuchungen zeigten, dass
unter Eisen-limitierenden Bedingungen die Aktivid&r Eisen-Schwefel abhangigen
Hydrogenase sank und daraus resultierend das BwAaeton Verhaltnis 11:1 stieg
(Junelles, 1988, Klein, 2009). Daruber hinaus kendie Hydrogenase Aktivitat

infolge einer Kohlenmonoxid Begasung reversiblebidrt und als Folge dessen, der
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Butanol Gehalt gesteigert werden (Kim, Bellostsl. 1984; Datta and Zeikus 1985).
Jedoch handelt es sich bei diesen Formen der Eizgktivierungen um
unspezifische Schadigungen, die weniger zielgertadin Enzym betreffen, sondern
vielmehr eine Reihe von Enzymen in ihrer AktivitAhibieren. Um den direkten
Einfluss der H-produzierenden [FeFe]-Hydrogenase HydA auf die
Lésungsmittelproduktion zu untersuchen, ist diekiiwvgéerung des Enzyms auf
genetischer Ebene erforderlich. Bisherige Versuctie, Ferredoxin-abhangige

[FeFe]-Hydrogenase HydA (CA_C0028) zu deletiereaen nicht erfolgreich.

1.3 Inaktivierung und Modifikation der Enzym-Aktivi tat

Erste Versuche der Ubertragung von Fremd-DNA btsieauf der Protoplasten-
Transformation und dem konjugativen Transfer (Lnd 8laschek 1984; Williams,
Young et al. 1990). Die geringe Transformationseffizienz Ir&de jedoch die
Notwendigkeiten nach alternativen Methoden zu saicBeacetobutylicum ist durch
eine hohe Anzahl Zellwand-assoziierter DNAsen (amd Blaschek 1984) und die
Anwesenheit artspezifischer Restriktions-Modifikais-(R-M) Systeme
gekennzeichnet. Die geringe Transformationseffzidkonnte folglich auf die
Restriktion transformierter DNA durch die Aktivitatcytoplasmatischer
Restriktionsendonukleasen zuritickzufihren sein (Méstain, Welkeret al. 1992;
Purdy, O'Keeffe et al. 2002). Mit der Identifizierung der Typ Il
Restriktionsendonuklease Cac8241 konnte das Raetrg«Modifikations-(R-M)
System inC. acetobutylicum charakterisiert und eine Grundlage fur die Entiving
effizienter Elektroporationen geschaffen werden riiestein, Welkeet al. 1992).
Die Restriktionsendonulease erkennt und schneigezifssche Sequenzmotive
(5-GCNGC-3' bzw. 5-GGCC-3") und verhindert infdigssen die Replikation
circularer genetischer Elemente (Mermelstein, Welke al. 1992). Mit der
Etablierung desn vivo Methylierungs-Verfahren durch die MethyltransferdsS3TI
desB. subtilis Phagen®3T (Noyer-Weidner, Jentsatt al. 1985) wird der interne
Cytosinrest der Sequenzmotive 5-GCNGC-3' bzw. GBE-3' methyliert und
demzufolge eine Restriktion der Fremd-DNA verhindg¢Mermelstein and
Papoutsakis 1993). Voraussetzung furidieivo Methylierung ist die Verwendung
eines E. coli Stammes K. coli ER2275), dessen kodierendes Gen fur die

Methylcytosin-spezifische Endonuklease Mcr delétisr und die Anwesenheit des
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Vektors pAN1 mit dem kodierenden Gen der Methykfarase®3Tl. Mit der
Identifizierung der Typ Il Restriktionsendonukle&3ac824I und der Etablierung der
in vivo Methylierung wurde die Grundlage fur die molekblatogische Forschung
in C. acetobutylicum geschaffen. Diese Methode ermoglicht die Genangru
genetisch-veranderter Stamme, die Charakterisieeumzelner Enzyme und daraus
resultierend die Verzweigung von Stoffwechselwegen.

Mit der Genomsequenzierung v@h acetobutylicum rtickte der industriell relevante
Organismus mehr und mehr in den Fokus des Intexyedé@lling, Bretonet al.
2001). Fur die Untersuchung der Funktion einzel@@nprodukte finden die
gerichtete und ungerichtete Mutagenese sowie douRerung der Genexpression
durch die Antisense-RNA Technologie Anwendung. Veadr sich die Forschung
anfangs auf die Uberexpression homologer Gene figr @ptimierung der
Losemittelproduktion konzentrierte (Mermelstein, IWée et al. 1992; Nair and
Papoutsakis 1994; Walter, Mermelsteinal. 1994; Boynton, Bennetdt al. 1996;
Boynton, Bennetet al. 1996), ruckte die Reduzierung der Enzym-Produkaoh
genetischer Ebene als essentielle Methode mesbolic engineering in den
Hintergrund. In vereinzelten Studien konnte jedeahe Geninaktivierung infolge
der Integration eines nicht-replikativen Vektorsfolgreich angewandt werden
(Green and Bennett 1996; Green, Boyntanal. 1996). Die Nachteile dieses
Verfahrens sind der Verbleib eines Selektionsmarkien Genom, die daraus
resultierende Interferenz des Antibiotikums mithfatgenden genetischen Analysen
und die beschrankte Verfugbarkeit von Antibiotikasi&tenzgenen. Folglich sind
Mehrfach-Deletionen im Genom von der Anzahl verfirgh Selektionsmarker
abhangig. Unter diesen Gesichtspunkten riicktenrnalige Methoden zur
Inaktivierung von Genen in den Vordergrund.

Die Antisense-RNA Technologie stellt eine altervati flexible und effiziente
Methode flur die Reduzierung der Genexpression @addith der Enzym-Produktion
dar. Die Verminderung der Genexpression auf Bases dntisense-RNA
Technologie konnte in vorhergehenden Studien edal eingesetzt werden
(Coleman, Greent al. 1984; Pestka, Daughertyal. 1984; Kernodle, Voladet al.
1997). Desaiet al. demonstrierten als Erste die Effektivitat der idanse-RNA
Technologie inC. acetobutylicum (Desai and Papoutsakis 1999). Die Wirkungsweise

der Technologie zur Reduzierung der Enzym-Prodokigi dabei vielfaltig. Die
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Transkription der Antisense-RNA zieht, aufgrund de€omplementaritat, eine
Bindung derselbigen an die mRNA nach sich. Als Eottpssen wird die RNA-
Translation durch die erschwerte Interaktion deBoBdmen mit der Ribosomen-
Bindestelle (RBS) verhindert. Des Weiteren kannologg der RNA-RNA-
Hybridisierung eine veranderte Struktur der mRNAvbegerufen werden, so dass
RNasen diese schneller degradieren und daraustieesntl die Translation
unterbinden (Wagner and Simons 1994). Im Hinblickf aDeletionen in
polycistronischen Transkriptionseinheiten oder ligertionelle Inaktivierung von
Genen, in deren Folge starke polare Effekte aubb@marte Gene hervorgerufen
werden, ist die Antisense-RNA Technologie eine lgite Methode, die
Genexpression gezielt zu reduzieren, ohne dabeesgaolare Effekte auf andere
Gene auszulésen (Perret, Maardiaal. 2004). Daruber hinaus kbnnen Gene, deren
Deletionen sich letal auf den Organismus ausubémsidmtlich ihrer Rolle im
Zentralstoffwechsel untersucht werden.

Fur die Mutationen einzelner Gene werden gerichidr ungerichtete Mutagenese-
Systeme verwendet (Harwood and Cutting, 1990). Bésspiel der ungerichteten
Mutagenese sei die Transposonmutagenese genaese Bifiziente Methode wird
erfolgreich fur die genetische Analyse von Mikrcamgmen eingesetzt. Die
Transposons inserieren zumeist zufallig XTnTnYLB-1) oder mit einer starken
Sequenz-Preferenz (919) in das Genom der Mikroorganismen. Die enorme
Variabilitdt der Insertion und die Fahigkeit ohresbmmte Faktoren des Bakteriums
die Transposition durchzufuhren, unterstreichen dastential des mariner
Transposons (TnYLB-1) fur die Erzeugung zuféllijdutationen in einer Vielzahl
von Bakterien (Rubin, Akerlegt al. 1999; Pelicic, Morellest al. 2000; Wong and
Mekalanos 2000; Guo and Mekalanos 2001; Sassetyr] & al. 2001; Lamichhane,
Zignol et al. 2003; Youderian, Burket al. 2003; Bourhy, Louvekt al. 2005; Le
Breton, Mohapatrat al. 2006; Cartman and Minton 2010). An beiden Enden v
inverted repeats umgeben, inseriert dasariner Transposon mit Hilfe desut and
paste Mechanismus in die ,, TA*-Dinukleotid-Zielsequenz@rampe, Churchilkt al.
1996; Lampe, Grantt al. 1998). Diese Art der Insertion stellt besonddis f
Bakterien mit einem niedrigen G + C Gehalt einemreren Vorteil dar. Die
entstanden Zufallsmutanten mit resultierendem Pigan&oénnen anschliel3end

untersucht werden.
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Fur eine einfache und hocheffiziente Geninaktivigruwird die gerichtete
Mutagenese unter Verwendung positiver Selektionkemaringesetzt. Mit der
insertionellen Mutagenese via ClosTron (Heap, Rugion et al. 2007) und der
Insertion von Antibiotika-Resistenzgenen lber fiardnd homologe Bereiche seien
zwei verschiedene Methoden zur zielgerichteten @tivierung genannt. Jedoch
ist deren Verwendung mit einigen im oberen Abschaitfgefiihrten Nachteilen
verbunden. Unter diesen Gesichtspunkten werdenbidiitia-Resistenzgene unter
Verwendung von Gegenselektionsmarkern aus dem Gisomen entfernt (Reyrat,
Pelicicet al. 1998). Der Vorteil dieser markerfreien Deleletisysteme liegt in der
Erzeugung multipler Mutationen ohne die Inserti@mn \Antibiotikaresistenzgenen.
Fur die genetische Manipulation von Prokaryonteehtsteine Vielzahl von
Gegenselektionsmarkern zur Verfugung. Einer di€sgenselektionsmarker fur die
Etablierung von markerfreien Deletionen beruht daeh kodierenden Genen der
Phosphoribosyltransferasen (PRTasen) (Spring, tkatt al. 1994; Fukagawa,
Haywardet al. 1999; Peck, DasSarneaal. 2000; Fabret, Ehrlickt al. 2002; Bitan-
Banin, Ortenbergt al. 2003; Pritchett, Zhangt al. 2004; Kristich, Mania%t al.
2005). Mit Hilfe der PRTasen werden freie PurineerodPyrimidine in ihre
korrespondierenden Nukleotid-Monophosphate regerieartber hinaus kénnen
PRTasen Basenanaloga umsetzen, in deren Folgechexi®dlukleotidanaloga
entstehen. Mutationen in den Genen von PRTasenbimien diesen Effekt und
schaffen die Grundlage einer Gegenselektions-$imt®asupp-Deletionssystem
sei als Beispiel einer auf PRTasen basierenden rGefgktions-Strategie genannt
(s. Abbildung 1.2 A+B).
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Abbildung 1.2: Katalytische Wirkung der Uracil-Phosphoribosyltransferase (UPRTase).
A: Umwandlung des Uracils in sein korrespondieremdesophosphat (UMP)B: Umwandlung des
toxischen Pyrimidinanalogon 5-Fluorouracil in séiorrespondierendes Monophosphat (5-Fluoro-
UMP). Nach Arne Fabritius, Masterarbeit (2010).

Die Uracil-Phosphoribosyltransferaag) katalysiert die Umwandlung des Uracils
in sein korrespondierendes Monophosphat (UMP), wadduder Zelle die
Verwendung von exogenem Uracil erméglicht wird (Nawd, 1983; Nygaard,
1993). Dariiber hinaus kann die UPRTase das Pymamdlogon 5-Fluorouracil
(5-FU) umsetzen und es in sein korrespondierendasophosphat 5-Fluoro-UMP
umwandeln. Infolge der Biosynthesen von Desoxynliteotiden wird aus
5-Fluoro-UMP 5-Fluoro-dUMP, ein wirksamer Inhibitdier Thymidylat Synthase
(Neuhard, 1983). Dieses inhibiert die DNA-Replikati wodurch die Zelle stirbt.
Fur die Verwendung von 5-Fluorouracil (5-FU) alsg@eselektionsmarker ist jedoch
zunadchst eine Inaktivierung dasgpp Gens erforderlich. Die Gegenselektions-
Strategie, basierend auf dem toxischen Effekt dé&J5wurde erfolgreich fur die
Etablierung markerfreier DeletionssystemeBinsubtilis und Enterococcus faecalis
eingesetzt (Fabret, Ehrligh al. 2002; Kristich, Maniast al. 2005).

Eine weitere Form der gerichteten Mutagenese zuwelgung markerfreier
Deletionen basiert auf der Temperatursensitivigsg &eplikationsursprunges oriR
pE194° (Arnaud, Chastanetet al. 2004). Die Temperatursensitivitit des
Replikationsursprunges geht dabei auf eine muttesten des Vektors pE194 zurtick
(Villafane, Bechhofeet al. 1987). Als Folge dessen wird eine stabile Repbkedes
Vektors nur bei Temperaturen unterhalb von 37°Cé&jeleistet. Temperaturen von
37°C und 42°C unterbinden unterdessen eine st&af@ikation des Vektors. Mit
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Hilfe dieses Deletionssystems wird die Erzeugundtipler Mutationen ohne die

vorherige Modifikation des Ausgangsstammes gewgele

1.4 Ziele der Arbeit

Das Ziel dieser Arbeit war es, mit Hilfe der Antise-RNA Technologie
Auswirkungen einer Reduktion der Hydrogenase HydAenlje auf
Translationsebene auf die SolventogeneseCinacetobutylicum ATCC 824 zu
untersuchen. Dabei galt es, die Auswirkung eineluzesrten Genexpression der
Hydrogenase HydA anhand von quantitativen AnalydenHydrogenase-Aktivitat,
der H-Produktion und des Fermentationsverhaltens zu tedmi Die aus
physiologischer Sicht gewonnenen Erkenntnisseesoilin weiteren Verlauf dieser
Arbeit auf transkriptioneller Ebene durch DNA-Miaroays verifiziert werden.

Des Weiteren galt es, erste Erkenntnisse in Bemfiglia Etablierung markerfreier

Deletionssysteme in Form dapp-Deletionssystems und der Temperatursensitivitat

des Replikationsursprunges oriR pE£@4C. acetobutylicum zu gewinnen.
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2. Material und Methoden

2.1  Organismen und Plasmide

Im Zuge dieser Arbeit wurden folgende Stamme urdlde verwendet. Sie sind in

den Tabellen 2.1 und 2.2 aufgelistet.

Eine Ubetigitle Darstellung der

verwendeten Oligonukleotide, Enzyme, Chemikalied Geréte ist den Tabellen im

Anhang zu entnehmen (s. Tabelle 7.1-7.5).

Tab. 2.1: Verwendete Organismen

Stamm

Geno- / Phanotyp

Herkunft / Referenz

Clostridium acetobutylicum
ATCC 824

Clostridium acetobutylicum
pDK1

Clostridium acetobutylicum
pDK2

Clostridium acetobutylicum
pDK3

Clostridium acetobutylicum
pSOSzero

Bacillus licheniformis MW3

Wildtyp

C. acetobutylicum ATCC
824 mit dem Plasmid
pDK1

C. acetobutylicum ATCC
824 mit dem Plasmid
pDK2

C. acetobutylicum ATCC
824 mit dem Plasmid
pDK3

C. acetobutylicum ATCC
824 mit dem Plasmid

pSOSzero

AhsdR1, AhsdR2

-17 -
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Escherichia coli DH5a F, supE44,lacZAM15, (Hanahan 1983)
AlacU169,hsdR17,recAl,
endAl, gyrA96, thi-1,
relAl, &

E. coli S17-1 recA, pro, hsdR, (Priefer, Simoret al.
RP4-2-Tc::Mu-Km::Tn7  1985)

E. coli TOP10 F, mcrA, 980lacZAM15,  Invitrogen
A(mrr-hsdRMS-mcrBC),
AlacX74, recAl,
araD139,A(ara-leu)7697,

galU, galK, rpsL, (StrR),
endAl, nupG

E. coli ER2275 trp-31, his-1, tonA2, Prof. Dr. E. T.
rpsL104, supE44, xyl-7, Papoutsakis;

mtl-2, metB1, eld Evanston, USA

A(lac)U169, endAl,
recAl,

R(zbgZ10:TH0)Tc,
A(mer-hsd-mrr)114::1510
[F', proAB, IanqZAM15

27dt:mini T10 (Km)]

E. coli HB101 F mcrB mrr hsdS20 (Boyer and
(rs mg’) recAl3leuB6 Roulland-Dussoix
ara-14proA2 lacYl galK2 1969)
xyl-5 mtl-1 rpsL20 (Snf)
oglnv44 )\
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Tab. 2.2: Verwendete Plasmide

Plasmid GrolRe (kb) Eigenschaft Herkunft / Referenz
R .
pAN1 7,0 Cm , ¢3tl, p15A oriR (Mermelstein and
Papoutsakis 1993)

pCH1 4,328 AmP, Enft Claudia Held

pCR4 Topo 3,957 Anih Enf® Invitrogen

pDK1 6,636 AmP, Enf}, 94 % des Diese Arbeit
hydA-Gens in
Antisense-Orientierung

pDK2 6,036 AmP, Enf}, 60 % des Diese Arbeit
hydA-Gens in
Antisense-Orientierung

pDK3 5,516 AmP, Enf}, 30 % des Diese Arbeit
hydA-Gens in
Antisense-Orientierung

pDK4 6,146 AmP, Enf}, adc, Diese Arbeit
evoglow-Ppl-Cl

pDK5 6,108 AmP, Enf}, adc, Diese Arbeit
evoglow-Bs2-Cl

pDK6 7,814 AmP, Ery?, Promotor des Diese Arbeit
adc-Gensevoglow-Pp1-Cl

pDK8 9,476 AmP, Enf, pre, ohne oriR Diese Arbeit
pE194°
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pDK9 11,445 Amp, Enf, pre, ohne oriR Diese Arbeit
pE194° mariner Himar1

Transposases{-Promotor),

TnYLB-1
pDK11 7,967 pMADK-Derivat mit dem Diese Arbeit,
Uracil- Arne Fabritius

Phosphoribosyltransferase-

Gen (pp)

pDK12a 9,512 pDK11 mit Fusion zur Diese Arbeit,
Deletion der Endonuklease Arne Fabritius
Cac824l

pDK12b 9,512 pDK11 mit Fusion zur Diese Arbeit,

Deletion der Endonuklease Arne Fabritius
Cac824l in umgekehrter

Orientierung

pDK13 9,467 pDK11 mit Fusion zur Diese Arbeit
Deletion des Pyruvat-

Decarboxylase-Gengdc)

pDK14 9,568 pDK11 mit Fusion zur Diese Arbeit
Deletion des Pyruvat-

Formiat-Lyase-Gen9fIB)

pDK15 8,246 pJIR750-Derivat mit Diese Arbeit
Fusion zur Deletion des
Uracil-Phosphoribosyl-
transferase-Gensifp)
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pDK16

pDK17

pGlow-Bs2-Cl

pGlow-Ppl1-Cl

pJIR750

pPKVM1

pPMAD

PMADK

pMADK upp

5,885

7,086

3,094

3,127

6,568

10,351

9,666

7,193

8,868

pCH1-Derivat mit Fusion Diese Arbeit
zur Deletion des Uracil-

Phosphoribosyltransferase-

Gens (pp)

pDK16 mit Rekombinase ADiese Arbeit

CA_C1815

Amp Fluoreszenz-
Reporterprotein aus

Bacillus subtilis

Antf Fluoreszenz-
Reporterprotein aus

Pseudomonas putida

Evocatal GmbH
(Dusseldorf,
Deutschland)

Evocatal GmbH
(Dusseldorf,
Deutschland)

Cf lacZ Reporter-Gen,
Shuttle-Vektor

(Bannam and Rood
1993)

Amp, Enf, pre Michael Rachinger,
2010

Amp, Enft (Arnaud, Chastanet
al. 2004)

Amg, Enf, pMAD Diese Arbeit

ohne die 3-Galaktosidase

pMADK-Derivat mit Diese Arbeit

Fusion zur Deletion des
Uracil-Phosphoribosyl-

transferase-Gensigp)
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PMADKuppll 8,872 pMADK-Derivat mit Diese Arbeit
Fusion zur Deletion des
Uracil-Phosphoribosyl-
transferase-Gensigp) in

umgekehrter Orientierung

PMADK upp 7,993 pMADK-Derivat mit Diese Arbeit
oriR pE194ts Fusion zur Deletion des
Uracil-Phosphoribosyl-
transferase-Gensiffp),
ohne oriR pE192

pMarA 8,253 Amp, Enf, Karl', mariner  (Le Breton,
Himarl Transposase mit Mohapatraet al.
o"-Promotor, TnYLB-1  2006)

pMarC 6,875 AmP, Enf, Karf, (Le Breton,
TnYLB-1 Mohapatreet al.
2006)
pMarCKarf 6,137 pMarC-Derivat ohne Diese Arbeit

Kanamycin-Resistenzgen

pRK2013 48 ColE1 Replicon, K&n (Figurski and
Tn 903 Helinski 1979)
pSOS95 6,995 Anih Enf, sol-Operon  (Desai and

Papoutsakis 1999)

pSOSzero 4,696 ANPENS, ohne das Diese Arbeit
sol-Operon
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2.2 Nahrmedien und ihre fakultativen Zusatze

Puffer, Losungen und Medien wurden mit deion. Wiassgesetzt und 20 min im
Autoklav bei 121°C und 2 bar autoklaviert. Thernbdk Substanzen und
Kohlenstoffquellen wurden gelost und anschliel3end terilfsltriert
(Spritzenvorsatzfilter, 0,22m, Sartorius, Goéttingen). Alle Angaben bezieherh sic
auf Wasser, aul3er wenn andere Losungsmittel angegahd. Den Grundmedien
wurden zur Verfestigung bei Herstellung von Plattedien 1,5 % (w/v) Agar vor

dem Autoklavieren zugesetzt.
2.2.1 Komplexmedien
Die folgenden Medien wurden zur Anzucht und Ku#ining entsprechender
Bakterien verwendet. Eine Zugabe von Antibiotikéolgte bei der Verwendung

verschiedener Plasmide.

LB (Luria-Bertani)-Medium (Sambrook et al., 2001)

Trypton 10 g
Hefeextrakt 5 g
NacCl 10 g
H.O ad 1000 mi
LSLB-Medium

Trypton 10 g
Hefeextrakt 5 g
NacCl 5 g
H.O ad 1000 mi

RCA-Reinforced Clostridial Agar
RCA 51 g
H.O ad 1000 mi
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2X YTG-Medium (Oultram et al., 1988; mod.)

Glukose x HO 5 g
Trypton 16 g
Hefeextrakt 10 g
NacCl 5 g
H.O ad 1000 ml
2.2.2 Definierte Medien

Fur den DNA-Transfer via Elektroporation f@lostridium acetobutylicum ATCC
824, sowie fur die Transkriptionsanalysen und dmalfse der Kulturiberstande war

es von Vorteil ein definiertes Medium zu verwenden.

CG-Medium

KH,PO, 0,75 g
KoHPO, 0,75 g
(NH4)2SO 2 g
MgSO, x 7 H,O 0,71 g
MnSO x H,O 0,010 g
NacCl 1 g
Hefeextrakt 5 g
H.O ad 800 ml

Nachdem der pH-Wert auf 6,9 eingestellt wurde, lgtéo das Autoklavieren des
Mediums in einer Anaerobenflasche. Nach luftdichteWerschlielen der
Anarobenflasche und anschlieRendem Begasen unteveXdung von Stickstoff,
konnten folgende thermoinstabile Substanzen demuvedugesetzt werden.

Glukose 50 g
H.O ad 100 mi
Asparagin 2 g
FeSQ x 7 H,O 0,010 g
H.O ad 100 mi
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2.2.3 Medienzusatze

Die in Tabelle 2.3 aufgefuihrten Medienzuséatze wardis 1000-fach konzentrierte
Stammldsungen angesetzt. Alle Lésungen wurdenlfdteert, aliquotiert und bei
-20°C aufbewahrt. Nach Abkihlung der Medien aufsé®C erfolgte die Zugabe in
entsprechenden Endkonzentrationen.

Tab. 2.3: Verwendete Medienzusatze

Medienzusatz Stammldsung Arbeitslosung
E. cali C. acetobutylicum

Ampicillin 100 mg/ml in HO 100 pg/ml -
Chloramphenicol 35 mg/ml in EtOH 35 pg/ml -

(96 % (vIv))
Thiamphenicol 20 mg/ml in EtOH - 20 pg/ml

(96 % (v/v))
Tetracyclin 20 mg/ml in EtOH 20 pg/ml 20 pg/ml

(70 % (viv))
Kanamycin 50 mg/ml in O 50 pg/ml -
Clarithromycin 5 mg/ml in EtOH - 5 pg/ml

(96 % (v/v))
5-Fluorouracil 200 mg/ml in DMSO - 200 pg/ml
Polymyxin B 40 mg/ml in KO 40 pg/ml -
Thymidin 50 mM in HO - 50 uM
Lysozym 100 mg/mlin KD 100 pg/ml 100 pg/ml
Proteinase K 40 mg/ml inJ@ 40 pg/ml 40 pg/ml
2.3 Zellanzucht, Stammbhaltung und Reinheitskontrdé
2.3.1 Zellanzucht vonClostridium acetobutylicum ATCC 824 aus der

Stammkultur

Zur Analyse der Kulturiiberstande sowie flr spaferanskriptionsanalysen wurde
C. acetobutylicum aus der Stammkultur angeimpft. Dabei erwies ds ais Vorteil,
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die Sporensuspension zunachst auf CG-Festmedium@attieren und bei 37°C im
Anaeroben-Topf tUber Nacht zu inkubieren. Am dagénden Tag wurde eine
Einzel-Kolonie zum Beimpfen einer Anaerobenflascigefullt mit 50 ml CG-
Medium, verwendet. Die Inkubation dieser Vorkulenfolgte bei 37°C und 180
U/min auf dem Rotationsschuttler. Sie diente im teren Verlauf als
Ausgangskultur fir das Beimpfen einer mit 200 ml -Bé&dium gefullten

Hauptkultur.

2.3.2 Zellanzucht in Flussigkulturen

Fur die Zellanzucht vorC. acetobutylicum in Flissigkultur wurde zumeist CG-
Medium verwendet. Nach dem Autoklavieren der thestalgilen Komponenten,
erfolgte die Zugabe der zuvor sterilfiltrierten udgen von Glukose, Asparagin und
FeSQ x 7 H,0 bei einer Temperatur von ca. 50°C. Die Anaerdbsohe wurde mit
einem Butyl-Stopfen verschlossen und unter mehédiacchwenken mit Stickstoff
Uberschichtet. Um ein Absetzen der Zellflocken andéh der Kulturflasche zu
vermeiden, erfolgte die Inkubation der Flussigkwdtubei 37°C und 180 U/min auf
dem Rotationsschiuittler.

2.3.3 Bestimmung der minimalen Hemmkonzentration in
C. acetobutylicum

Die  minimale Hemmkonzentration, kurz MHK, ist die leikste
Wirkstoffkonzentration einer Substanz, die ein RBakinwachstum verhindert. Fur
die Uberpriifung der MHK einzelner Antibiotika a@f acetobutylicum wurden 6 ml
CG-Medium mit individuell festgelegten Konzentraigm der Substanz unter
Verwendung von Hungate-Rohrchen vorbereitet. Egtdolein gleichmalliges
Beimpfen aller Testréhrchen mit 200 pl einer Votkulaus der logarithmischen
Wachstumsphase. Als Kontrolle diente ein unbehaesleCGM-Ro6hrchen. Die
Inkubation der Hungate-Rdhrchen erfolgte fur mehréage bei 37°C auf dem
Rotationsschiittler. In gleicher Weise wurde die MalK CGM-Platten bestimmt.
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2.34 Zellanzucht vonEscherichia coli

Soweit keine anderen Angaben vorliegen, wuEdeoli in LB-Medium bei 37°C und
unter Schutteln in Reagenzglasern oder Schikanekofimgezogen. Mit Hilfe der
Schikanekolben konnte eine optimale Bellftung desnges erzielt werden. Bei
einem Kulturvolumen bis zu 10 ml erfolgte das Befiempmit einer Einzelkolonie,
wohingegen bei gréReren Kulturvolumina mit einerrRidtur gearbeitet wurde.
Hierfur diente 1 % Volumen der Hauptkultur ausgeheon einer Vorkultur zu dem
Beimpfen derselbigen. Die Zellanzucht véncoli auf Festmedium erfolgte bei 37°C

im Brutraum.

2.3.5 Stammbhaltung

Fir eine Lagerung bis zu 4 Wochen wurden haufigibgie Stamme vok. coli auf
Agarplatten angezogen und bei 4°C aufbewahrt. Uma giustrocknung der Platten
zu vermeiden, wurden diese mit Parafilm verschiosgar Gewahrleistung einer
Langzeitlagerung wurden Stammkulturen mit Glyceangelegt. Dafiur wurden
850 ul einer Vorkultur mit 350 pl 87 %igem Glyagerversetzt und bei -70°C
gelagert. Fur die Herstellung einer Stammkultur @racetobutylicum wurde die
Sporenbildung des Organismus ausgenutzt. Hierfurrdevu 200 pl einer
logarithmischen Kultur auf CGM-Platten mit gegeb#faéls Antibiotika ausplattiert
und im Anaeroben-Topf bei 37°C fir eine Woche inkub Im weiteren Verlauf
wurden die Zellen mit Hilfe eines Drigalski-Spatelsxd 5 ml CG-Medium
abgeschwemmt, in 2 ml Schraubdeckelréhrchen Gberfiial bei -70°C gelagert.

2.3.6 Reinheitskontrolle
Eine Reinheitsiberprifung der Kulturen erfolgte ctiumikroskopische Kontrolle
(Zellform), Vereinzelungsausstriche auf Komplexiten (Koloniemorphologie)

unter Selektionsdruck in Form von Antibiotika. Diaeii hinaus wurde die 16S rRNA
mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) koHiert.
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2.4 Standardtechniken fiur das Arbeiten mit DNA

2.4.1 Vorbehandlung von Geraten und Losungen

Alle hitzebestandigen Losungen und Gerate wurdemnaktivierung von Nukleasen
fur 20 min bei 121°C und 2 bar autoklaviert. Nieltoklavierbare Gerate wurden
mit 70 % (v/v) Ethanol behandelt und anschlie3eftdstarilem HO bidest. gespdlt.

Bei thermolabilen Lésungen erfolgte eine Sterifilion (Spritzenvorsatzfilter

0,22 um, Sartorius, Gottingen). Im Folgenden ist eineli&tiing der verwendeten
Lésungen und Puffer gezeigt.

Calciumchlorid-Lésung
CaCb 100 mM

Na-EDTA-L6sung (pH 8,0)
Na-EDTA 500 mM
pH-Wert mit NaOH einstellen

Perchlorat-Losung
NaClO, 5 M

Phosphatpuffer (pH 7,5)
NaoHPO, 50 mM

pH-Wert mit 50 mM KHPQ, einstellen

SDS-L6sung
Natriumdodecylsulfat 10% (w/v)

STE-Puffer (pH 8,0)

Saccharose 6,7 % (w/v)
Tris 50 mM
EDTA 1 mM
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20x TAE-Puffer (DNA-Gelelektrophorese)

Tris 96,9 g
Essigsaure (100 %) 22,8 mi
EDTA 3,8 g
H.O ad 1000 ml

TE-Puffer (pH 8,0)
Tris 10 mM
EDTA 1 mM

Tris-Puffer (pH 8,0)
Tris 1 M
pH-Wert mit HCI einstellen

2.4.2 Praparation und Nachweis von DNA

24.2.1 Isolierung chromosomaler DNA au£C. acetobutylicum (Bertram
and Durre, 1989; mod.)

Fur die Isolierung chromosomaler DNA wurde das dReleiner 10 ml
Ubernachtkultur in 1 ml STE-Puffer aufgenommen tedl 13.000 U/min, -4°C fiir
5 min gewaschen. Nach Verwerfen des Uberstandefyerfdie Resuspension des
Pellets in 550 pul STE-Puffer. Die Zellen wurderrdiudie Zugabe von 120 ul
Lysozym (40 mg/ml) und einer Inkubation von 30 rbai 37°C aufgeschlossen. Der
Inkubationsansatz wurde im Anschluss mit 84 ul 1f@evh SDS, 72 ul 0,5 M Na-
EDTA (pH 8) und 6 pl 1 M Tris-HCI (pH 8) versetzndigut vermischt. Nach einer
10 minttigen Inkubation der RNAase A (10 mg/ml) H€)0°C wurden 15 pl
derselbigen dem Ansatz zugeflgt. Es folgte einebakon auf Eis fir 10 min. Nach
Abschluss dieser Inkubation wurde dem Ansatz 3(Pydteinase K (2,5 mg/ml)
hinzugefiigt. Die Proteolyse erfolgte fir 3 Stuntéen37°C. Nach der Zugabe von
180 ul 5 M Na-Perchlorat wurde der Ansatz gut veomi, fir 5 min bei
10.000 U/min zentrifugiert und anschlieRend eindrlo@form/Isoamylalkohol
Extraktion unterzogen. Dabei wurde der DNA-haltigemdsung 1 Vol.

Chloroform/lsoamylalkohol hinzugefiigt und der Amsagevortext. Nach einer
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Zentrifugation von 5 min bei 9.000 U/min konnte dieere DNA-haltige Phase in
ein neues Reaktionsgefal’ Uberfihrt werden. Zustamitigen Reinigung der DNA
wurde die Chloroform/Isoamylalkohol Extraktion eaweites- oder sogar drittes Mal
wiederholt, bevor sich eine Isopropanol-Féllung chihsss. Hierbei wurde die

DNA-haltige Losung mit 0,7 Vol. Isopropanol vemetund nach mehrmaligem
Schwenken bei 9.000 U/min fur 30 min pelletiert. ¥€hloss sich ein Waschschritt
der DNA mit 1 ml kaltem 70 %igem Ethanol (v/v) @ie Zentrifugation erfolgte bei

9.000 U/min fur 10 min. Im weiteren Verlauf wurderdJberstand verworfen, das
DNA-Pellet bei 37°C im Thermoblock getrocknet undsehlieend in 100 pl

sterilem HO bei 4°C gel6st. Eine Langzeitlagerung der DNAlgte bei -20°C.

2.4.2.2 Isolierung genomischer DNA mit Hilfe des Naster Pure DNA
Purification Kits" (Fa. Epicentre, Madison, U.S.A)

FUr eine schnellere Aufreinigung der genomischenAD&us C. acetobutylicum
wurde das ,Master Pure DNA Purification Kit" (FapiBentre, Madison, U.S.A)
verwendet. Hierbei wurde zunéachst 1 ml einer Ubelrtialtur bei 11.000 U/min fiir
1 min zentrifugiert, das Pellet in 150 pl TE-Puffesuspendiert und anschlieRend
mit 30 pl Lysozym (20 mg/ml) versetzt. Der Ansatarde gut vermischt und 30 min
bei 37°C inkubiert, bevor die Zugabe von 180 ulx,2I & C Lysis Solution®,
versetzt mit 1 pl Proteinase K, erfolgte. An eirtertiin Inkubation bei 65°C mit
gelegentlichem Vortexen des Ansatzes, schlossesigh Inkubation auf Eis an. Um
eine Degradation der RNA zu gewahrleisten, wurde densatz 1 pul RNAse A
hinzugefiigt, gut vermischt und anschliel3end beC3at 30 min inkubiert. Es folgte
die Zugabe von 210 pl ,MPC Protein Precipitationagnt“ und mehrfaches
vortexen. Der Ansatz wurde im weiteren Verlauf fli® min bei 4°C und
11.000 U/min zentrifugiert. AnschlieRend konnte déserstand in ein weiteres
Reaktionsgefal3 tUberflhrt und einer IsopropanolRgllunterzogen werden. Dabei
wurden 500 ul Isopropanol dem Ansatz hinzugefugteumehrfachem Invertieren
gut vermischt und im darauffolgenden fir 10 min B&C und 11.000 U/min
zentrifugiert. Die pelletierte DNA konnte nun mi@® pl 70 %igem Ethanol (v/v)
gewaschen werden. Hierzu erfolgte eine Zentrifagatvon 2 min bei 4°C und
11.000 U/min. Die Trocknung der DNA erfolgte bei°@7im Thermoblock, bevor
sie in 50 pl sterilem O geldst wurde.
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2.4.2.3 Aufreinigung der Plasmid-DNA uUber Alkali/SDS-Lyse

Die Plasmidisolierung wurde mittels alkalischer ¢&ysund anschlieRender
chromatographischer Aufreinigung durchgefiihrt. Dataerde ausgehend von 4 ml
einer UN-Kultur eine Isolierung unter Verwendungs d@IAprep® Spin Miniprep
Kits* der Firma QIAGEN nach Anleitung des Herstedlelurchgefihrt.

24.2.4 Isolierung der Plasmid-DNA au€. acetobutylicum

Fur die Isolierung der Plasmid-DNA aGsacetobutylicum wurde eine modifizierte
alkalische Lyse unter Verwendung des ,QIAprep® Sidimiprep Kits* der Firma
Qiagen nach Anleitung des Herstellers durchgefiNeith der Zentrifugation von 4
ml einer UN-Kultur erfolgte die Resuspension delieein 250 pl P1-Puffer. Dem
Ansatz wurde gleiches Volumen P2-Puffer zugefligt @amschlielend mit der
doppelten Menge N3-Puffer (700 pl) versetzt. Fiireedptimale Lyse der Zellen
wurde der Ansatz durch mehrfaches Invertieren guatischt und im Folgenden fur
10 min bei 11.000 U/min zentrifugiert. Um eine Fraantierung der DNA zu
vermeiden und die Scherkrafte zu minimieren eregsich als Vorteil, die selektive
Bindung der Plasmid-DNA an die Séaule bei geringdetationsgeschwindigkeit
durchzufiihren. Hierbei wurde das Lysat 1 min b&DQ.U/min zentrifugiert. Nach
einer weiteren Behandlung der Saule mit 500 plPRBer und einer anschliel3enden
Zentrifugation fur 1 min bei 5000 U/min, erfolgt@asiWaschen der Membran mit
750 ul PE-Puffer unter gleichen Zentrifugationshgdngen. Fir die Trocknung der
Membran und die Elution der Plasmid-DNA von der I8&uurde die Rotations-
geschwindigkeit auf 10.000 U/min erhoht. Die PlasiNA konnte in 30 pl
sterilem HO aufgenommen werden. Mit Hilfe dieser Methode wyglas Plasmide
aus C.acetobutylicum schnell zu isolieren und anschlief3end lGiber ResFoamation

in E. coli DH50. zu bestatigen.
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2.4.2.5 Aufreinigung von DNA-Fragmenten

Fur die Optimierung von Klonierungen und Sequenzigen ist es erforderlich
Nukleotide, Puffer und Enzymreste aus PCR-Ansamzeentfernen. Hierflr wurde
das ,QlAquick® PCR Purification Kit“ der Firma QIAEN verwendet. Die
Aufreinigung erfolgte nach Anleitung des Herstedler

2.4.2.6 Agarose-Gelelektrophorese

Fur die Grof3enbestimmung und die praparative Aurfitueag von DNA-Fragmenten
wurde eine Gelelektrophorese mit unterschiedlichzkmtriertem Agaroseverhéltnis
in Abh&angigkeit der Fragmentgro3e durchgefiihre Bgarose (0,8 %ig-1,5 %igQ)
wurde in 1x TAE-Puffer, welcher auch als Laufpuffdiente, angesetzt, in
vorgefertigte Gelapparaturen gegossen und mit eiG@tkamm versetzt. Nach
Abkiihlung der Agarose erfolgten die Uberschichtumitiels des Laufpuffers und
das Entfernen des Gelkammes. Die Proben wurdenlf6itVol. Loading Dye
versetzt, gut durchmischt und in die Taschen dds @ipettiert. Dabei diente der
Loading Dye sowohl der Beschwerung der Probe als auch der Erankg der
Lauffront. Bei einer konstant gehaltenen Spannwmg30-120 V fir etwa 35-45 min
erfolgte die Auftrennung der DNA-Fragmente entspeed ihrer Gro3e, da deren
Laufgeschwindigkeit umgekehrt proportional zu ihrglolekularmasse ist. Mit
Beendigung des Laufes erfolgte eine 10 minitigeblidy der DNA in einem
Ethidiumbromid-Bad (10Qul Ethidiumbromidlésung, 10 mg/ml ad 100 mb®).
Nach Entfarbung im Wasserbad konnte die DNA mit feHilder Gel-
Dokumentationsanlage unter UV-Licht (254 nm) aufgt der Einlagerung des
Ethidiumbromids fotografisch dokumentiert werdenir Feine Grol3en- und
Mengenabschétzung diente ein mitgefluhrter StandardMarke GeneRuler™ 1 kb
DNA Ladder (Fermentas, St. Leon-Rot). Somit konnkgagmentgrol3e zwischen

0,25-10 kbp visualisiert werden.
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2.4.2.7 Isolierung der DNA-Fragmente aus Agaroselgn

Mit Hilfe des ,QIAquick Gel Extraction Kits* der Fina QIAGEN war es mdglich,
DNA-Fragmente fur Klonierungen und Sequenzierungers Agarosegelen zu
isolieren. Nach der elektrophoretischen Auftrenndeg zu isolierenden Fragments
unter Zuhilfenahme des Agarose-Gels konnte die geehite DNA-Bande mit einem
Skalpell unter UV-Licht (254 nm) aus dem Gel exteath in ein Eppendorf-
Reaktionsgefald Uberfihrt und gewogen werden. Dietsing des Fragments wurde

nach den Angaben des Herstellers durchgefuhrt.

2.4.2.8 Konzentrationsbestimmung von Nukleinséduren

Mit Hilfe des NanoDrof§ ND 1000 Spektrophotometers der Firma Peglab it ei
genaue Konzentrationsangabe von Nukleinsduren amgNach der Kalibrierung
des Gerates auf die verwendete Elutionslésung imdlderfihrung von 1 pl der
Probe in eine winzige Aussparung der Apparaturyaiet das Spektrophotometer
das Licht, ausgehend von einer Xenon Lampe, naclefedie Probe passierte. Des
Weiteren konnte die Reinheit der DNA anhand des oAtigonsverhaltnisses
bestimmt werden. Eine DNA gilt bei einem Absorpteerhaltnis von
OD2go : OD2go = 1,8 als rein (Sambroak al., 1989), wobei Proteinverunreinigungen

anhand einer starkeren Absorption bei 280 nm zererdn sind.

2.4.2.9 Sequenzierung von Nukleinsauren

Zur Verifizierung einzelner PCR-Fragmente und Motadereignisse wurden die
Nukleinsduren sequenziert. Die Sequenzierung eeolgach dem Prinzip der
Kettenabbruchmethode von Sanger (Sanger, Nicétieah. 1992) mit Fluoreszenz-
markierten Didesoxynukleotiden. Die Sequenzierieakih wurden von der Firma
Eurofins MWG Operon durchgefihrt.
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2.4.3 Klonierungen von DNA-Fragmenten

Im Zuge dieser Arbeit wurden verschiedene Klonigaiechniken angewandt.
Neben der Ligation infolge eines Restriktionsvesdatellte die Hybridisierung von

PCR-Amplifikaten eine weitere Alternative da.

2.4.3.1 Restriktion und Dephosphorylierung

Unter Verwendung von Restriktionsendonukleasen wlied doppelstrdngige DNA
an spezifischen Basensequenzen geschnitten, wodeirarseits glatte Enden,
sogenanntélunt ends, oder andererseits Uberhdngende Ende, sogershithyeends,
entstehen. Die Restriktionen mit Endonukleasendemrin dem vom Hersteller
empfohlenen Puffer und der Temperatur durchgefibie Enzymmenge und
Inkubationsdauer richteten sich nach der eingesetZDNA-Menge und dem
Reaktionsvolumen. Eine Inaktivierung der Restriksiendonukleasen erfolgte fur
15 min bei 65°C auf dem Thermoblock.

Die Dephosphorylierung des 5-Endes von DNA-Fragtaenvurde mit Hilfe der
Calf Intestine Alkaline Phosphatase (CIAP) untendaiz des vom Hersteller
mitgelieferten Puffers durchgefuhrt. Es ist einetivele, die eine Religation nach
dem Restriktionsverdau des DNA-Vektors vermeideineB® Ansatz mit einer
DNA-Endkonzentration von ca. 3-10 pf/wurde 1 pul CIAP (1000 Unitsil)
zugesetzt. Die Inkubation erfolgte fur 30 min b&FG, wobei anschliel3end erneut
1 ul CIAP dem Ansatz beigefugt wurde. Es folgte eirgtare Inkubation bei 37°C
fur 30 min. AnschlieBend wurde das Enzym mit Hilles ,QIAquick PCR
Purification Kit* aus dem Ansatz entfernt. Im Fahgien konnte die aufgereinigte

DNA fur eine Ligation eingesetzt werden.

2.4.3.2 Ligation

Infolge einer Restriktion von DNA-Fragmenten und kiegen mit gleichen
Restriktionsendonukleasen entstehen komplementade,Ewelche im Zuge der
Ligation miteinander verknipft werden. Hierbei wemd5’-Phosphatgruppen und
3’-Hydroxylgruppen unter Entstehung von Phosphddrbsicken miteinander
verbunden. Das daflir notwendige Enzym, die T4-DNgake (Fermentas), wurde
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im Reaktionsansatz in dem vom Hersteller empfoldpeffer bei 16°C tber Nacht
in einem Thermocycler inkubiert. Dabei lag das IrEINA-Fragment im 3-5-fachen
molarem Uberschuss gegeniiber dem Vektorfragment Bioe Inaktivierung der

T4-DNA-Ligase wurde am darauffolgen Tag fur 15 @i 65°C durchgefuhrt.

2.4.3.3 ,TOPO-TA"“-Klonierung

Die ,TOPO-TA"“-Klonierung der Firma Invitrogen erv@esich im Laufe dieser
Arbeit ebenfalls als geeignete Methode zur direktéflonierung von
DNA-Fragmenten mit 3‘-Adenosintiberhangen. Infolgsmee Tag-Polymerase-
Reaktion werden 3'-Adenosiniberhdange an dem Ingenteriert. Wahrend eine
Topoisomerase 3'-Thymidiniberhange an der Vektor-DNA erzeugt @amchlieend
kovalent mit der 3‘'-Phosphatgruppe des verdauteA{bkagments verbunden bleibt, ist
eine Anlagerung deB'-Adenosiniberhange des Fragmentes mdglich. DegeY¥r
gewahrleistet die angelagerte 5'-Hydroxylgruppe diéerknipfung zweier
DNA-Doppelstrange, in dessen Folge die Topoisoneefrdieigesetzt wird (Shuman
1994). Folgender Reaktionsansatz wurde fur die ,0ARA“-Klonierung pipettiert

und anschlieBend fiir 40 min bei Raumtemperaturimkt

Reaktionsansatz:

DNA 4 ul
Vektor pCR4 TOPO 1 ul
Salt Solution (1:4 verdiinnen) 1 ul

Nach der Inkubation wurde der Reaktionsansatz téamitig den auf Eis gelagerten
kompetentenE. coli TOPO Zellen hinzugefiigt und eine Transformatiorchna
Hersteller-Beschreibung durchgefiihrt. Eine Selektier positiven Transformanten

erfolgte auf LB-Platten mit dem entsprechenden l#atikum bei 37°C.

2434 Hybridisierung von DNA-Fragmenten

Neben der Ligation, der Verwendung von Restrikiemonukleasen und der
»TOPO-TA"-Klonierung ist die Hybridisierung von DNAragmenten eine weitere

Methode =zur Klonierung. Das Erstellen von Fusioneasierend auf PCR-

-35 -



Material und Methoden

Fragmenten erfolgte durch die SOE-PCR (s. 2.8pk)c{ng with overlap extensions)

(Heckman and Pease 2007). Fur die AmplifizierungiewDNA-Fragmente dienten
vier verschiedene Oligonukleotide als Grundlages Diligonukleotide, auf deren
Basis die DNA-Fragmente fusionieren, generiertamejls am 5'-Ende die invers
komplementare Sequenz des anderen Oligonukledi@s.dadurch entstandenen
Uberhéange der beiden DNA-Fragmente waren Voraussgén fir deren Fusion
infolge der Hybridisierung unter Verwendung des gémiden

Hybridisierungsprogrammes. Fiur die Erstellung déMAEFragmente wurde die

Phusioff DNA-Polymerase der Firma Finnzymes verwendet.

Hybridisierungsansatz:

1. Vektorfragment 20 ng / kbp
2. Vektorfragment 20 ng / kbp
1. Insertfragment 20 ng / kbp
2. Insertfragment 20 ng / kbp
100 mM Tris-HCI (pH 8,5) 5 (i
100 mM EDTA 1 ul
2,5 M NaCl 2 pl
H.O ad 50 pl

Hybridisierungsprogramm:

1 Denaturierung 3 min 95°C
2 Hybridisierung 2 min 65°C
3 Hybridisierung 15 min 35°C

Schritte 2-3 3x wiederholen

An die Hybridisierungsreaktion schloss sich die nBfarmation des
Reaktionsansatzes in chemisch kompeténteoli Zellen an. Eine Selektion der
positiven Transformanten erfolgte auf LB-Platten teun Verwendung des

entsprechenden Antibiotikums bei 37°C.
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24.4 DNA-Transfer

Im Zuge dieser Arbeit fanden verschiedene Technikéa Konjugation und

Transformation zur Ubertragung der DNA in ProkatgonAnwendung.

244.1 Herstellung chemisch kompetenter Zellen @nderen Anwendung

Die Herstellung chemisch kompetenkercoli Zellen basierte auf einer Modifikation
der Methode von Lederberg und Cohen (LederbergGotten 1974). Dabei fanden
die Stammet. coli DH5a, E.coli S17-1 uncE.coli ER2275 (pAN1) Anwendung. Zu
Beginn wurden 100 ml LB-Medium mit ca. 3 ml einér coli Ubernachtkultur
beimpft. Die Inkubation der Hauptkultur erfolgtei I3¢°C und 180 U/min auf dem
Rotationsschuttler. Nach Erreichen einergon 0,5-0,6 wurden die Zellen bei
6000 U/min 0°C und fir 5 min zentrifugiert, wobegérdUberstand im weiteren
Verlauf verworfen wurde. Das Pellet wurde in 50 emtkaltem 100 mM Cagl
resuspendiert und fir 30 min auf Eis inkubiert. &hloss sich ein weiterer
Zentrifugationsschritt von 5 min bei 6000 U/min udtC an. Der Uberstand wurde
verworfen, das Zellpellet in 10 ml eiskaltem 100 nBAC}H resuspendiert und
anschlieBend mit 2 ml 87 %igem Glycerin versetzaciN der Herstellung von
200 pul Aliquots konnten die chemisch kompeteritenoli Zellen bei -70°C gelagert
werden.

Fur die Transformation erfolgte zunachst das Auftader 200 pl Aliquots auf Eis.
Die Zugabe von Plasmid-DNA zog eine 30 minutigeulmktion auf Eis nach sich.
Anschlieend wurden die Zellen einem Hitze-Schoan wv2°C fiur 30 sec
ausgesetzt. Nach der Zugabe von 500 pl LB-Medidoigte eine Regeneration der
Zellen bei 37°C fur 1 Stunde auf dem Rotationsgt#iit bevor sie auf

Selektivmedium ausplattiert wurden.

2.4.4.2 Elektroporation vonC. acetobutylicum

Um eine Degradation der Plasmid-DNAG acetobutylicum zu vermeiden, erfolgte
zunachst einen vivo Methylierung des Vektors k. coli ER2275 (pAN1). Die
kodierte Methyltransferase deBacillus subtilis Phagen ®3T (Mermelstein and
Papoutsakis 1993auf dem Vektor pAN1 modifiziert die DNA so, dassire
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Restriktion durch die Restriktionsendonukleg&l erfolgt. Des Weiteren kann
PpAN1 nicht in Gram-positiven Organismen repliziererwodurch eine
Transformation eines Plasmid-GemischesCinacetobutylicum mdglich wird. For
eine moglichst erfolgreiche Elektroporation istves enormer Wichtigkeit, dass der
zu transferierende Vektor frei von Verunreinigungemd Salzen ist. Aufgrund
dessen schliel3t sich an die Methylierung des Vek&ne Dialyse auf einer

Nitrocellulose-Membran (Fa. Millipore, Billerica,3A) an.

Notwendige Puffer fur die Elektroporation

ET-Puffer

Saccharose 27,7 g
NaHPQ x H,O 0,032 g
NaH,PO, x H,O 0,18 g
H.20 ad 300 mi
ETM-Puffer

Saccharose 27,7 g
NaHPQ x H,0O 0,032 g
NaH,PO, x H,O 0,18 g
MgCl, x 6 H,O 12,8 g
H20 ad 300 ml

Die Puffer werden, aufgrund der enthaltenen Saoslearin mit Stickstoff begaste

Miuller-Krempel Flaschen sterilfiltriert.

Fur die Elektroporation vorC. acetobutylicum, basierend auf der Methode von
Nakotte (Nakotte, Schaffet al. 1998), war es notwendig eine Vorkultur, ausgehend
von einer Stammkultur, zu beimpfen. Die Vorkultierde am darauffolgenden Tag
zum Beimpfen von 50 ml CG-Medium. Die Inkubatioresbr Hauptkultur erfolgte
bei 37°C auf dem Rotationsschittler unter gelegdmat Kontrolle der optischen
Dichte. Nach Erreichen einer @3 von 0,6-0,7 erfolgte die Uberfiihrung der
bewachsenen Kultur im Anaerobenzelt in 50 ml Faltobes. Die Zellernte wurde

bei 5000 U/min 4°C fur 10 min durchgefiihrt. Der tiend wurde verworfen und
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das Pellet in 20 ml eiskaltem ETM-Puffer vorsichtesuspendiert. Ein weiterer
Waschschritt bei 5000 U/min 4°C fur 10 min schlosgh an. Um die
Transformationseffizienz nicht negativ zu beeirgkers oder einen Funkenschlag
innerhalb der Kivette durch das vorhandene MgG® HO hervorzurufen, wurde
das Pellet mit 10 ml eiskaltem ET-Puffer gewaschBre Zellen wurden bei
5000 U/min 4°C fiir 10 min zentrifugiert, der Uberstl verworfen und das Pellet in
3 ml eiskaltem ET-Puffer vorsichtig aufgenomment #i¢ Elektroporation wurden
600 pl Zellen mit 2-8 pg Plasmid-DNA vermischt umaeischlielend in eine
eisgekuhlte  Elektroporationskiivette (Fa. Peqglab,largen) mit einem
Elektrodenabstand von 4 mm Uberfuhrt. Folgende t8inmgen wurden dabei

gewabhilt:

Spannung 1,8 kV
Widerstand 600 Q
Kapazitat 50 uF

Die Zeitkonstanten beliefen sich dabei auf 6-19 ansder gesamte
Elektroporationsansatz wurde in ein mit 5 ml CG-Med gefllltes Hungate-
Rohrchen tberfuhrt und fir 5 Stunden bei 37°C auf dRotationsschuttler inkubiert.
Der Inkubation folgte eine Zentrifugation der Zeallbei 5000 U/min RT fir 5 min.
Die Uberstand wurde entfernt, die Zellen im Refloesuspendiert und auf
CGM-Platten mit entsprechendem Antibiotikum auget Die Inkubation der
Platten erfolgte im Anaeroben-Topf bei 37°C fur 3dge.

2.4.4.3 Konjugation vonBacillus licheniformis MW3

Die Konjugation stellt eine weitere Technik fir déransfer von DNA dar. Fur die
Konjugation vonB. licheniformis MW3 wird der DonorstammE. coli S17-1
(Priefer, Simonet al. 1985) mit dem konjugativen Vektor pKVM1 verwendet
Chromosomen-integriert weist der Staniincoli S17-1 alle fur die Ausbildung der
Konjugation notwendigen Gene auf.

Bacillis licheniformis MW3 wurde ausgehend von der Stammkultur in 4 ml
LSLB-Medium bei 37°C auf dem Rotationsschittler ribacht angezogen. Indes
erfolgte die Anzucht vok. coli S17-1 mit dem Vektor pKVM1 in 4 ml LB-Medium,
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supplementiert mit 100 pg/ml Ampicillin. Diese Vaitturen dienten der Inokulation
der Hauptkulturen am darauffolgenden Tag. Die Ahtales Donorstammds coli
S17-1 (pKVM1) erfolgte in 25 ml LBnp-Medium, wohingegen der
RezipientenstammB. licheniformis MW3 in 10 ml LSLB-Medium ohne
Antibiotikum angezogen wurde. Sowohl Donor- alshaBezipientenstamm wurden
bei 37°C und 160 U/min bis zum Erreichen einer gggDvon 1,2 auf dem
Rotationsschiittler inkubiert. Fir die Entfernung detibiotikums wurde 1 ml des
Donorstammes nach der Zellernte mit LB-Medium @@ U/min 4°C fur 5 min
gewaschen. Nach der Abnahme des Uberstandes erfalgt Zugabe des
Rezipientenstammes in 1-2 fachem Uberschuss. Dgidpension des Donorzell-
pellets in der Rezipientensuspension zog einenevegit Zentrifugationsschritt bei
3000 U/min 4°C fur 5 min nach sich. Das ZellpeWetrde in 300 pul LSLB-Medium
resuspendiert und die Zellsuspension in die Mitieere LSLB-Platte ohne
Selektionsdruck pipettiert. Nach einem kurzen Acktren der Zellsuspension
erfolgte die Inkubation der Platte bei 37°C UbeciNalm weiteren Verlauf wurden
die Zellen mit Hilfe von 500 pl vorgewarmten LSLBellium abgeschwemmt und
auf LSLB-Platten mit Polymyxin B und Erythromycinsplattiert. Polymyxin B galt
dabei der Selektion Gram-positiver Bakterien, wgbkoen Erythromycin auf das
Vorhandensein des Vektors selektiert. Die Inkulmatler Platten erfolgte bei 30°C
fur 2-3 Tage.

2444 Konjugation vonC. acetobutylicum

Die Konjugation vonC. acetobutylicum erfolgt in Anlehnung an die Triparentale-
Mating Strategie. Donor-, Helfer-, und Rezipientansm gewébhrleisten dabei eine
erfolgreiche Konjugation des zu mobilisierenden tdek Fiur die Konjugation
wurde der Helferstamri. coli HB101 mit dem Helferplasmid pRK2013 verwendet.
Auf dem Vektor sind die fir die Ausbildung der Koggation notwendigen Gene
lokalisiert. Als Donorstamm diente. coli ER2275 mit dem Vektor pAN1 und dem
zu mobilisierenden Plasmid. Das zu mobilisierenesiRid wurde im Anschluss an
seine Methylierung durch die Methyltransferase B&slilus subtilis Phagend3T mit
Hilfe des Vektors pRK2013 in den Rezipientenstaf@macetobutylicum konjugiert.
Fur die Anzucht des Helfer- und Donorstammes wuide00 pl einer Vorkultur far

das Beimpfen von 10 ml LB-Medium mit Kanamycin ut@ ml LB-Medium,
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supplementiert mit Chloramphenicol und Ampicillmerwendet. Fir die Anzucht
des Rezipientenstammes erwies es sich als Vormallegarithmische Vorkultur zu
verwenden, da sich die Verdopplungszeiten ¥oncoli und C. acetobutylicum
deutlich voneinander unterscheiden. Dabei wurdemm2@G-Medium ausgehend
von einer logarithmischen Vorkultur beimpft und amsnen mit den Kulturen des
Helfer- und Donorstammes bei 37°C und 160 U/min @ern Rotationsschuttler
inkubiert. Nach dem Erreichen einer gpvon 1,2-1,4 wurden je 1 ml des Helfer-
und Donorstammes bei 3000 U/min 4°C fur 5 min Z&rgiert und das Zellpellet-
Gemisch mit 1 ml LB-Medium gewaschen (3000 U/mil€ 4€8ir 5 min). Mit Hilfe
des Waschschrittes wurden die zuvor verwendetenbitika entfernt. Mit der
Zugabe eines 1-5 fachen Uberschusses des Reziptntemes konnten
verschiedene Verhdltnisse und deren Konjugatiomsefiz getestet werden. Es
folgte die Resuspension des Zellpellet-GemischasHelfer- und Donorstamm in
der Rezipientensuspension. Die Zellen wurden wigdebei 3000 U/min 4°C fur
5 min zentrifugiert, in 300 ul CG-Medium aufgenommend auf eine CGM-Platte
ohne Selektionsdruck pipettiert. Nach kurzem Arknan der Zellen erfolgte die
Inkubation der Platte bei 37°C Uber Nacht. Abhangog der Zelldichte auf der
Platte am darauffolgenden Tag wurden 2-3 ml CG-Mmdilir das Abschwemmen
der Zellmasse verwendet. Dabei wurde darauf gegqchiss die Zellen von
C. acetobutylicum vollstdndig im verwendeten Medium resuspendiert&ne
Selektion der Konjuganten erfolgte auf CGM-Plattemt Polymyxin B und
Clarithromycin. Aufgrund einer naturlichen Resigte@ram-positiver Bakterien
gegenuber Polymyxin B konnte unter Verwendung diegetibiotikums auf
C. acetobutylicum selektiert werden. Clarithromycin galt der Selektivon Zellen

mit dem zu mobilisierenden Vektor. Die Inkubaticer ®latten erfolgte bei 37°C fur

3 Tage.
2.5 Standardtechniken fiir das Arbeiten mit RNA
251 Vorbehandlungen von Geraten und Losungen

Um Kontamination mit den sehr stabilen und weit bveiteten RNAsen zu
vermeiden, ist ein sauberes und schnelles ArbaitierRNA unabdingbar. Alle fur

das Arbeiten mit RNA bendtigten thermostabilen liggen, Geréte, Pipettenspitzen
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und sonstige Materialien wurden dementsprechenchd2#faches Autoklavieren bei
121°C 2 bar fur 20 min sterilisiert. Zu Beginn uwdhrend der Arbeit wurde der
Platz sowie verwendete Utensilien stets mit 70 %igthanol (v/v) gereinigt und auf

permanentes Tragen von Handschuhen geachtet.
Verwendete Puffer und Lésungen

5x DNase Puffer

MgSQO, 25 mM

Na-Acetat, pH5,0 500 mM

2x autoklaviert

10x MOPS-Puffer (pH 7,0)

MOPS 200 mM
Na-Acetat 50 mM
EDTA 10 mM

pH-Wert mit NaOH einstellen

Na-Acetat
Na-Acetat, pH5,0 3 M
2x autoklaviert

TE-Puffer (pH 8,0)

Tris 10 mM
EDTA 1 mM
2x autoklaviert

2.5.2 Isolation der RNA ausC. acetobutylicum

Fur die Isolierung der Ribonukleinsauren dtisacetobutylicum ist schnelles und
sauberes Arbeiten erforderlich. Aufgrund der kurkatbwertszeit und der schnellen
Degradation der RNA erfolgte der ZellausschlussHilfe des Dismembrators unter
Verwendung von flissigem Stickstoff. Nach Erreichater erwinschten

Wachstumsphase wurden die Zellen zu je 30 ml Absjumter Zugabe von 10 ml
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eiskaltem Methanol geerntet. Die Zentrifugatiorolgtie bei -20°C 9000 U/min fur
10 min. Im Anschluss konnten die Zellpellets bis Weiterverarbeitung bei -70°C
aufbewahrt werden. Fir den Aufschluss wurden dileZezunachst in 1 ml TE-
Puffer bei 9000 U/min -9°C fuir 5 min gewaschen. Deerstand wurde entfernt, die
Zellen in 500 pl TE-Puffer aufgenommen und vorsghtresuspendiert.
Wahrenddessen erfolgte die Kihlung des Teflongsfafdeit enthaltener
Chromstahlkugel des Dismembrators in flissigemkStaff. Die Zellsuspension
konnte im Anschluss in den mit flissigem Stickstb#deckten PTFE-Zylinder
pipettiert werden. Nach VerschlielBen des Zylindeusde dieser in die Zellmuhle
eingespannt und die Zellen durch die enthaltend@r@$tahlkugel bei 1600 U/min
fur 3 min aufgeschlossen. Im weiteren Verlauf wurdigs entstandene weilde
Zellpulver in den zuvor mit 40 pl Mercaptoethanersetzten 4 ml RLT-Puffer des
,RNeasy’ Midi Kits“ (QIAGEN, Cat no. 75144) aufgenommen.eBer ist aufgrund
der hohen Guanidiniumhydrochlorid-Konzentratiorristarotein-denaturierend und
durch das enthaltene Mercaptoethanol RNAse hemniadAufreinigung der RNA
erfolgte mit Hilfe des ,RNea$y Midi Kits“ unter Anleitung des Herstellers.
AbschlieRend wurde die RNA in 2x 150 pl RNAse-frete,O eluiert und bei -70°C

aufbewahrt.
2.5.3 DNAse-Verdau
Fur eine vollstandige Hydrolyse der chromosomal®&RADRvurde die zuvor isolierte

RNA einem DNAse-Verdau unterzogen. Dabei wurdegdotde Komponenten in

einen Reaktionsansatz pipettiert.

Reaktionsansatz:

Isolierte RNA 300 ul
5x DNAse-Puffer 80 ul
DNAse (10 U{l, Roche, REF 04716728001) 15 pl
RNAse-freies HO 5 ul

Die Inkubation des Reaktionsansatzes erfolgte 84C 20r 2 Stunden. Im Folgenden
wurde die DNAse bei 70°C fur 10 min Hitze-inakttieund die RNA auf
Vorhandensein chromosomaler DNA mit Hilfe einer PGR 2.6.1) untersucht.
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Durch spezifisch ausgewéhlte Primer sollte ledmglean PCR-Amplifikat aus der
mitgefuhrten Positiv-Kontrolle hervorgehen. Als Rwekontrolle diente die
chromosomale DNA von C. acetobutylicum. Konnte nach einer Gel-
elektrophoretischen Auftrennung chromosomale DNA der isolierte RNA

nachgewiesen werden, wurde der DNAse-Verdau wietterh

2.5.4 Extraktion und Fallung der RNA

Zur Entfernung von Protein-Verunreinigungen wurdeie dRNA einer
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol-Extraktion untegem. Zunachst erfolgte die
Zugabe von 1 Vol. saurem Phenol. Das Reaktionsgstiafie daraufhin fir 20 sec
gevortext und anschliel3end bei 13.000 U/min furi@ eentrifugiert, wodurch eine
deutliche 2-Phasen-Trennung ersichtlich wurde. iDider oberen wassrigen Phase
befindliche RNA wurde vorsichtig von der proteirtigen Interphase getrennt und in
ein neues Reaktionsgefald tUberfuhrt. Die Zugabe lvafol. Chloroform/Isoamyl-
alkohol (24/1 (v/v)) diente im weiteren Verlauf dé&ntfernung des restlichen
Phenols aus der RNA haltigen wassrigen Losung. ®ied wurde das
Reaktionsgefald fur 20 sec gevortext und bei 1310M0in fir 2 min zentrifugiert.
Die obere Phase wurde vorsichtig entnommen, imeures Reaktionsgefald tberfuhrt
und anschlieRend durch die Zugabe von 1/10 Vol.\8,Bla-Acetat (pH 5,0) und
2,5 Vol. -20°C kaltem unvergalltem Ethanol (96 %eti Nacht bei -20°C gefallt.
Am darauffolgenden Tag schloss sich ein Zentrifiwgatschritt bei 13.000 U/min
-10°C fiir 30 min an. Der Uberstand wurde vorsiclignommen, wobei darauf zu
achten war, dass die transparent bis weil3 ersaiagn@NA nicht durch den Sog der
Pipette entfernt wurde. Es folgten drei Waschritigé -20°C kalten 70 %igem
Ethanol bei 13.000 U/min -10°C fir je 10 min. Deéh&hol wurde daraufhin von der
pelletierten RNA entfernt und das ReaktionsgefaBimmit Zellstoff gefilltes und
Aluminiumfolie verschlossenem Becherglas UberfiiB®i einer Temperatur von
37°C trocknete die RNA fir 30 min. Die Resuspengien RNA erfolgte in 40 pl
RNAse freiem HO fur circa 2 Stunden auf Eis.
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255 Bestimmung der RNA-Konzentration

Die Konzentration der RNA wurde mit Hilfe des Namop® ND 1000
Spektrophotometers der Firma Peglab (s. 2.4.2 &)rbmt.

2.5.6 Denaturierende Agarose-Gelelektrophorese

Eine Art der Qualitdtskontrolle fir RNA stellt didenaturierende Agarose-
Gelelektrophorese dar. Hierfir wurde 1 g Agaros&@2niml RNAse-freiem Wasser
erhitzt bis ein vollstandiges Losen der Agarosétfatad. Nach dem Abkulhlen der
Agarose bis auf 60°C erfolgte die Zugabe von 10L6¥ MOPS-Puffer und 18 ml
Formaldehyd. Die Lésung wurde gut vermischt undeurdem Abzug in eine
vorgefertigte Gelapparatur gegossen. Daraufhin teonler Kamm gesetzt werden
und das Gel ausharten. Fir die denaturierende Agdeelelektrophorese wurden
1-10 nug RNA eingesetzt, die Proben bis auf 10 g$agtvolumen mit RNAse-
freiem HO aufgefillt und anschlie3end mit 1 Vol. RNA-Aufispuffer versetzt. Es
folgte die Denaturierung der Proben bei 65°C fur . Im weiteren Verlauf

wurden die Proben fir 2 min auf Eis inkubiert urak dsel mit 1x MOPS-Puffer
Uberschichtet. Die Gelkammern wurden mit den Prolierladen und die
elektrophoretische Auftrennung bei 100 V fur 1 $#in gestartet. Zur
GroRenbestimmung einzelner Transkripte diente edentisch behandelter
DIG-markierter RNA-GrolRenstandard (RNA Molecular ighe Marker Ill, DIG-

labeled, Roche 1 526 529). Die RNA konnte unter WLidht fotografisch

dokumentiert werden.

2.5.7 Reverse Transkription

Eine weitere Technik zur Qualtitatsiberprifung deNA ist die reverse
Transkription (s. 2.6.6). Durch spezifisch ausdetedPrimer und nach erfolgreicher

reversen Transkription konnte ein PCR-Amplifikat ciha elektrophoretischer

Auftrennung und unter UV-Licht detektiert werden.
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258 Northern-Blot

Eine Methode zur Untersuchung der Genexpressioarghtler Detektion der RNA
stellt die Northern-Blot Analyse (Alwine, Kengbal. 1977) dar. Mit Hilfe der in der
denaturierenden Gelelektrophorese aufgetrennten,RINA Ubertragung auf eine
positiv-geladene Nylon-Membran und ihrer Detektiont spezifisch markierten
komplementaren Gensonden konnten Transkripte viedsher Stamme bestimmt
werden. Die Northern-Blot Analyse erfolgte mit Hilides ,DIG-Northern-Starter
Kits* (Roche, Cat. No. 12 039 672 910) nach Anlegules Herstellers.

258.1 Erstellen der Gensonden

Das Erstellen der fur die Northern-Blot Analyse dtggten spezifischen Gensonden
erfolgte auf Basis einer PCR-Reaktion (s. 2.6.2b& wies einer der Primer, die fur
die in vitro Transkription benétigte Erkennungssequenz (s82pder verwendeten
T7 RNA-Polymerase auf. Die Gensonden wurden auiiggte(s. 2.4.2.5) und bis
zur weiteren Verarbeitung bei -20°C gelagert.

2.5.8.2 in vitro Transkription der Gensonden

Im Zuge einerin vitro Transkription der Gensonden erfolgte die Markigruter
RNA mit Digoxigenin-11-UTP unter Verwendung des Babeling Mix und des
optimierten Transkriptionspuffers. Vorausgesetetdigsein vitro Transkription war

die Primersynthese mit enthaltender Erkennungsseqier T7 RNA-Polymerase.

Erkennungssequenz der T7 RNA-Polymerase:
TAATACGACTCACTATAGGGAGA

Lésungen fur dien vitro Transkription

EDTA
EDTA 0,2 M
Doppelt autoklaviert, pH 8,0
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FUr die in vitro Transkription wurden 200 ng der aufgereinigten eede in

folgenden Reaktionsansatz eingesetzt.

Reaktionsansatz:

Gensonde 200 ng
5x Transkriptionspuffer 4 ul
5x Labeling Mix 4 i
T7 RNA-Polymerase 2 ul
RNAse freies KO ad 20 ul

Der Reaktionsansatz wurde vorsichtig gemischt, kerzrifugiert und anschlie3end
fur 1 Stunde bei 42°C auf dem Heizblock inkubi&ie Degradation der Template-
DNA erfolgte durch Zugabe von 2 pl DNAse | und eilvkubation von 15 min bei
37°C auf dem Heizblock. Nachdem die Reaktion mjil20,2 M EDTA (pH 8,0)
abgestoppt wurde, erfolgte die Lagerung der 50@roen markierten RNA-Sonde
bei -70°C.

2.5.8.3 Untersuchung der Markierungseffizienz

Verwendete Loésungen und Puffer

Puffer |

Maleinséure 01 M
NacCl 0,15 M

auf pH 7,5 einstellen

Tween 20 0,3 % (viv)

Maleinséure-Puffer
Maleinséure 01 M
NaCl 0,15 M
Mit NaOH auf pH 7,5 einstellen
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Detektions-Puffer
Tris-HCI 0,1 M
NaCl 0,1 M

auf pH 9 einstellen

1x Blocking-L6sung
10x Blocking-L6sung 5 mi
Maleinsaure-Puffer 45 mi

Frisch ansetzen und nicht autoklavieren

Antikoérper-Losung
Anti-Digoxigenin-AP 25 ul
1x Blocking-LOsung 25 mi

Frisch ansetzen und nicht autoklavieren

Fur die Uberprifung und visuelle Quantifizierungr diafolge der in vitro
Transkription mit Digoxigenin-11-UTP (DIG) markiert RNA wurde eine
Verdiinnungsreihe (1810°) der Solchen mit RNAse-freiem,8 angelegt. Eine
DIG-markierte Actin-RNA Probe stand dabei sowoh$ &ositiv-Kontrolle der
Markierung wie auch als Hybridisierungsstandard \Zerfligung. Zu Beginn wurde
je 1 ul der verdinnten RNA Proben sowie der Pogiontrolle auf die positiv-
geladene Oberflache der Nylon-Membran (Roche, Giat.11 417 240 001)
pipettiert. Nach kurzem Antrocknen erfolgte diei€ixng der Nukleinsauren auf der
Membran durch kovalente Quervernetzung fur 1 mirGegenwart von UV-Licht
(302 nm). Unterdessen war darauf zu achten, dassOtherflache der Nylon-
Membran mit den Nukleinsduren nach unten in Richpties UV-Lichtes neigte. Die
Nylon-Membran wurde in ein Plastikgefald tberfuhmjit 20 ml Puffer |
Uberschichtet und auf einem Schwenktisch fir 5 gewaschen. Der Puffer | wurde
entfernt und die Membran mit 10 ml 1x Blocking-Lagubenetzt. Wéahrend einer
30 minutigen Inkubation auf dem Schwenktisch konrse unspezifische Bindungen
an der Membran verhindert werden. Nach Entfernwergld Blocking-Ldsung folgte
die Zugabe von 10 ml Antikorper-Losung, wobei dagiAigoxigenin AP an die
DIG-markierte RNA binden konnte. Die Inkubation adgte fur 30 min auf dem
Schwenktisch. Um unspezifische Bindungen zu ergfgrnvurde die Membran
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2-mal mit je 20 ml Puffer | fir 15 min gewaschenit Mer Zugabe von 10 ml
Detektionspuffer und einer Inkubation von 4 min kttndie Membran auf einen pH
von 9,5 angepasst werden. Nach leichtem AntrockieerMembran wurde diese mit
4 Tropfen des Chemilumineszenz Substrates CDPi&inetzt, luftblasen-frei in
Folie verschlossen und fir 10 min unter Lichtvelss$ inkubiert. Die enzymatische
Dephosphorylierung des CDP-Star durch die alkatigehosphatase (AP) konnte im
Transilluminator (GE Healthcare ImageQuant™ 40®uieentiert werden. Anhand
der unterschiedlichen Signalstarken der verdinrR®A Proben erfolgte eine

visuelle Quantifizierung.

2584 Ubertragung und Detektion der RNA

Zu Beginn der Ubertragung und Detektion der RNA deueine denaturierende-
Agarosegelelektrophorese (s. 2.5.6) durchgefihiir Hie Uberprifung der
RNA-Qualitat und gleichzeitigen Blotting-Effizierarwies es sich als Vorteil zwei
identisch behandelte denaturierende-Agarosegetefgikbresen (s. 2.5.6) parallel
durchzufiihren. Folglich konnte die RNA nach Inkuidiatim Ethidiumbromid-Bad

vor und nach der Ubertragung auf die Nylon-Membi@ografisch dokumentiert

werden.

Zusatzlich verwendete Puffer und Losungen

20 x SSC (pH 7,0)

NacCl 140,26 g
Nas-Citrat 70,58 g
H.O ad 800 ml

pH-Wert mit HCI einstellen, autoklavieren

Waschpuffer |

20x SSC 10 mi
SDS 0,1 % (v/v)
H.O ad 100 mi

autoklavieren
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Waschpuffer I

20x SSC 500 pl
SDS 0,1 % (VvIv)
H.O ad 100 ml

autoklavieren

Fur die Ubertragung der RNA, dem sogenannten Blptef die Nylon-Membran
wurde diese und das bendétigte Whatman-Papier ausdifRe des Formaldehyd-Gels
zugeschnitten. Des Weiteren wurde eine um 0,5 eméde Maske vorbereitet. Die
Nylon-Membran wurde zundchst mit RNAse-freiem Wassefeuchtet, und
anschlieBend mit dem Whatman-Papier in 10x SSC pudigi geschwenkt.
Nachdem sich das Whatman-Papier und die Nylon-Mambr selbiger Reihenfolge
luftblasenfrei auf der pordsen Membran der Blot-Amur befanden, wurde sie mit
der leicht angefeuchteten Maske bedeckt. Das Fdehgtgel wurde mit der
RNA-Seite nach unten auf die Maske gelegt und dii¢-Bpparatur nach Anleitung
des Herstellers zusammengesetzt. Als LaufpuffenteielOx SSC-Puffer. Der
RNA-Transfer erfolgte bei 7 Hg fur 1 Stunde. Nachzem Antrocknen erfolgte die
Fixierung der RNA auf der Membran durch kovalenteef@ernetzung fir 1 min in
Gegenwart von UV-Licht (302 nm).

In Vorbereitung auf die Hybridisierung erfolgte daésen der DIG Easy Hyb
Granula (Roche, Cat. Nr.11 796 895 001) in 64 mlAR& freiem HO bei 37°C.
Daraufhin wurde eine beliebige Menge des Hybridisigspuffers in einem Falcon-
Roéhrchen bei 68° im Hybridisierungsofen fir 1 Stindorgewarmt. Die
RNA-tragenden Nylon-Membran wurde mit der RNA-Seigeh innen dem Falcon-
Rohrchen zugefugt und eine Prahybridisierung fur 3 bei 68° vollzogen.
Wahrenddessen erfolgte die Denaturierung der zugetesteten verdinnten
RNA-Sonde (s. 2.5.8.3) bei 98°C fiur 5 min. Es felgtne kurze Inkubation auf Eis,
bevor sie vollstandig der Hybridisierungslésungefiigt wurde. Die Hybridisierung
der Membran erfolgte bei 68°C Uber Nacht im Hylsigliungsofen.

Am darauffolgenden Tag konnte die Hybridisierungsliy mit beinhaltender
RNA-Sonde entfernt und bei -20°C gelagert werdaa.Nembran wurde 2-fach mit
je 5 ml Waschpuffer | fir 5 min unter konstanteah®enken gewaschen. Es folgten
zwei weitere Waschschritte mit je 5 ml vorgewarmiéaschpuffer 1l fur 15 min bei

68°C im Hybridisierungsofen.
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Fur die Detektion der RNA wurde die Nylon-Membrarein Plastikgefald tberfuhrt,
mit 20 ml Puffer | bedeckt und fir 5 min auf demh®enktisch gewaschen. Der
Puffer wurde entfernt und durch 50 ml 1x Blockingsung ersetzt. Die Inkubation
erfolgte fir 30 min auf dem Schwenktisch, woduretspezifische Bindungen der
RNA-Sonde an die RNA verhindert wurden. Nach Entfieg der 1x Blocking-
Losung wurde die Membran mit 25 ml Antikorper-Logubenetzt, wodurch die
Anti-Digoxigenin alkalische Phosphatase (AP) an Di&-markierte RNA-Sonde
binden konnte. Ein Inkubationsschritt fur 30 mirf deam Schwenktisch schloss sich
an. Um unspezifische Bindungen des AntikorpersiarDdG-markierte RNA-Sonde
zu vermeiden, wurde die Membran 2-3-fach mit jen8@uffer | fir 15 min auf dem
Schwenktisch gewaschen. Der Puffer wurde entfenrdtdie Membran aufgrund der
Zugabe von 20 ml Detektionspuffer und einer Inkidmatfir 5 min auf pH 9,5
equilibriert. Nach kurzem Antrocknen der Membran Hiife des Whatman-Papiers
wurde diese mit wenigen Tropfen des Chemiluminesz8nbstrates CDP-Star
benetzt und luftdicht in einer Folie verschlossdbaran knipfte sich ein
Inkubationsschritt von 10 min unter Lichtausschlugs. Die enzymatische
Dephosphorylierung des CDP-Star durch die alkatigehosphatase (AP) konnte im
Transilluminator (GE Healthcare ImageQuant™ 40Quthoentiert werden.

2.6 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

2.6.1 Standard-PCR

Fur die Uberprifung der homologen Rekombinationy dintersuchung auf
DNA-Reste im Reaktionsansatz und der Verifizierengzelner Klonierungsschritte
wurde die Standard-PCR durchgefuhrt. Mit Hilfe deéfot Start Phire™

DNA-Polymerase und ihrem dazugehérigen Puffer (Bynmes) konnten Produkte

bis zu 2 kbp problemlos amplifiziert werden.
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Reaktionsansatz:

dNTP-Mix (10 mM) 1 ul

Phire DNA-Polymerase 0,5 ul

5x Phire Puffer i

Primer 1 (5 uM) pl

Primer 2 (5 uM) pl
Template-DNA 100 ng

H.O ad 25 i
PCR-Programm:

1 Denaturierung 98°C 2 min

2 Denaturierung 98°C 10 sec

3 Annealing -5 10 sec

4 Elongation 72°C 20 sec/kbp
5 Schritte 2-5 29x wiederholen

6 Elongation 72°C 1 min

7 Hold 16°C Forever
2.6.2 PCR zur Erzeugung von Northern-Blot Sonden

Aufgrund einer sehr geringen Fehlerrate wahrend Alaplifikation wurde die

Phusioff DNA-Polymerase mit dem zugehérigen Puffer (Finnzgméir das

Erstellen der Gensonden verwendet. Das Amplifikégswdabei eine Gréf3e von

500 bp auf.

Reaktionsansatz:

dNTP-Mix (10 mM) 1
Phusion DNA-Polymerase 1
5x Phusion Puffer 10
Primer 1 (5 uM) 4
Primer 2 (5 uM) 4
Template-DNA 100
H-O ad 50
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PCR-Programm:

1 Denaturierung 98°C 5 min

2 Denaturierung 98°C 30 sec

3 Annealing T-5 30 sec

4 Elongation 72°C 30 sec/kbp
5 Schritte 2-5 29x wiederholen

6 Elongation 72°C 10 min

7 Hold 16°C Forever
2.6.3 GeneSOEing-PCR

Im Zuge dieser Arbeit wurden verschiedenste Datstionstrukte mit Hilfe der
GeneSOEing-PCR (Hortoret al., 1989) erzeugt. Fir die Amplifikation der
500-2000 bp groRBen Fragmente diente die PhfisNA-Polymerase der Firma

Finnzymes.

Erstellung der Flanken

Reaktionsansatz:

dNTP-Mix (10 mM) 1 ul
Phusion DNA-Polymerase 1 i
5x Phusion Puffer 10 ul
Forward Primer Flanke A/ B (5 uM) 4 ul
Reverse Primer Flanke A/ B (5 uM) 4 pl
Template-DNA 100 ng
H,0 ad 50 ul

Nach Erstellung der Flanken wurden diese mit Hitfes ,QIAquic PCR
Purification Kits* der Firma QIAGEN aufgereinigt dnfur die Fusions-PCR
eingesetzt.
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Fusion der Flanken

Reaktionsansatz:

dNTP-Mix (10 mM) 1 ul
Phusion DNA-Polymerase 1 i
5x Phusion Puffer 10 ul
Forward Primer Flanke A (5 uM) 4 (i
Reverse Primer Flanke B (5 uM) 4 ul
Flanke A 100 ng
Flanke B 100 ng
H.O ad 50 pl

PCR-Programm:

1 Denaturierung 98°C 5 min

2 Denaturierung 98°C 30 sec

3 Annealing T-5 30 sec

4 Elongation 72°C 30 sec/kbp
5 Schritte 2-5 29x wiederholen

6 Elongation 72°C 10 min

7 Hold 16°C Forever
2.6.4 SOE-PCR

Fur die Erstellung der DNA-Fragmente wurde die RinfsDNA-Polymerase und

die mitgefuhrten Puffer der Firma Finnzymes vervetnd
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Erstellung der DNA-Fragmente

1. Reaktionsansatz:

dNTP-Mix (10 mM) 1 ul
Phusion DNA-Polymerase 1 pl
5x Phusion Puffer 10 il
Fwd Primer Flanke A (5 uM) 4 ul
Rev Primer Flanke A mit Uberhang zu B (5 uM) 4 |
Template-DNA 100 ng
H20 ad 50 pl

2. Reaktionsansatz:

dNTP-Mix (10 mM) 1 ul

Phusion DNA-Polymerase 1 pl
5x Phusion Puffer 10 ul
Fwd Primer Flanke B mit Uberhang zu A (5 uM) 4 [
Rev Primer Flanke B (5 pM) 4 ul
Template-DNA 100 ng
H.O ad 50 ul

PCR-Programm:

1 Denaturierung 98°C 5 min

2 Denaturierung 98°C 30 sec

3 Annealing T-5 30 sec

4 Elongation 72°C 30 sec/kbp
5 Schritte 2-5 29x wiederholen

6 Elongation 72°C 10 min

7 Hold 16°C Forever

Die DNA-Fragmente wurde mit Hilfe des ,QIAquitkPCR Purification Kits* der
Firma QIAGEN aufgereinigt und fur die Hybridisiewi(s. 2.4.3.4) eingesetzt.
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2.6.5 Kolonie-PCR

Die Uberpriufung der DeletionskonstrukteBncoli Stammen erfolgte mit Hilfe der

Kolonie-PCR. Grundlage dieser Polymeraseketten-fitmakvar das Zellmaterial

einer Einzelkolonie. Nach deren Resuspension,(@ etfolgte die Lyse bei 98°C flr

3 min. Fur die Amplifizierung der PCR-Fragmente dairdie Hot Start Phire™

DNA-Polymerase der Firma Finnzymes eingesetzt.

Reaktionsansatz:

dNTP-Mix (10 mM) 1
Phire DNA-Polymerase 0,5
5x Phire Puffer

Primer 1 (5 uM)

Primer 2 (5 uM)

H-O 10,5

PCR-Programm:

1 Denaturierung 98°C

2 Denaturierung 98°C

3 Annealing T-5

4 Elongation 72°C

5 Schritte 2-5 29x wiederholen
6 Elongation 72°C

7 Hold 16°C
2.6.6 Reverse Transkription

il
ul
i

ul
ul

3 min
10 sec
10 sec
20 sec/kbp

1 min

Forever

Infolge der reversen Transkription wird die RNA tei$ einer reversen Transkriptase

in complementary DNA (cDNA) umgeschrieben. Im weiteren Verlauf ist diese

Grundlage fur

die Amplifizierung der

PCR-Fragmentend somit ein

Qualitatsnachweis der RNA. Im Zuge dieser Arbeitdreudas ,QIAGEN OneStep

RT-PCR Kit* verwendet, in welchem reverse Trandkoip und Amplifizierung von

PCR-Fragmenten in einem Schritt durchgefuhrt werden
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Reaktionsansatz:

dNTP-Mix (10 mM) 1 ul
Enzym-Mix 1 ul
5x OneStep RT-PCR-Puffer 5 ul
Primer 1 (5 uM) 4 pl
Primer 2 (5 uM) 4 pl
RNA 500 ng
H.O RNAse-frei ad 25 pl

PCR-Programm:

1 Reverse Transkription 50°C 30 min
2 Denaturierung 96°C 15 min
3 Denaturierung 96°C 30 sec
4 Annealing 59°C 30 sec

5 Elongation 72°C 3:30 min
6 Schritte 2-5 29x wiederholen

7 Elongation 72°C 10 min
8 Hold 16°C Forever
2.7 DNA-Microarrays

Fur die Genexpressionsanalyse wird die RNA einesandatrd- bzw.
Referrenzstammes unter den gewéhlten Wachstumshedjen isoliert und
anschlieBend hinsichtlich des Expressionsverhalenglichen. Die RNA target)
wird mit den fluoreszierenden Cyanin-Farbstoffen ™3y und Cy™5 (GE
Healthcare, Cy™3-dctp, Cat no. PA53021, Cy™5-d€tat no. PA55021) markiert
und im weiteren Verlauf an die immobilisierten Neikisauren ffrobes) auf der
Oberflache des Microarrays hybridisiert. Nach dekybridisierung werden die
Fluoreszenzsignale der beiden Cyanin-FarbstoffenHilie eines GenePix 4000B
Scanner (AXON Instruments, Union City, USA) detekiti
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2.7.1 Markierung der RNA mit den Fluoreszenz-Farbtoffen
Cy™3/Cy™5

Die Markierung der RNA mit den FluoreszenzfarbstofCy™3/Cy™5 basierte auf
einer reversen Transkription auf Grundlage vandom hexamer Primern (Primer
random p(dN)6 Roche, REF 11034731001). Fur eine ridigerungsreaktion
wurden jeweils zwei Ansatze mit je 25 ng RNA Cy™3dw25 pg RNA Cy™5
markiert. Zu Beginn der Markierung erfolgte das Aalen derandom Hexamere an
die RNA. Die einzelnen Komponenten des Ansatzed@mrauf Eis pipettiert, gut
vermischt, kurz zentrifugiert und fir 10 min be’@im Thermocycler inkubiert.

Annealing-Ansatz:

RNA 25  ug
Random Hexamere (5 pg/ul) 3 ul
RNAse-freies HO ad 10 pl

Die Reaktion wurde durch eine kurze Inkubation &if beendet und die
Markierungsreaktion unter Lichtverschluss auf Eisstgrtet. Fur die reverse
Transkription mit Hilfe der SuperScript® Il Revers Transcriptase (Invitrogen, Cat
no. 18080-044) wurden folgende Komponenten dem feeansatz der Reihe nach

zugesetzt:

Reaktionsansatz reverse Transkription:

Annealing-Ansatz 10 ul
5x first strand buffer 4 ul
DTT (0,1 M) 2 ul
dCTP Nukleotid Mix 2 (i

(4 mmol dCTP, je 10 mmol dATP, dTTP und dGTP)
dCTP CyDye-markierte Nukleotide (CyTM3-dCTP / CyTMETP) 1 ul
SuperScript® Il Reverse Transcriptase (20QlJ/ 1 i

Der Reaktionsansatz wurde vermischt, kurz zentiefigund fir 3-4 Stunden bei

42°C im Thermocycler inkubiert. An die reverse Taiption schloss sich die
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Hydrolyse der RNA an. Hierfur wurde dem Reaktiorssdan 2 pl 2,5 M NaOH
zugesetzt und die RNA in kurze Oligomere hydrolgsi®lach Vermischen des
Ansatzes und einer kurzen Zentrifugation erfolgte bhkubation bei 37°C flr
15 min im Thermocycler. Im Anschluss wurde die Reek mit der Zugabe von
10 pul 2 M HEPES neutralisiert. Der Ansatz wurde et und erneut kurz

zentrifugiert.

2.7.2 Aufreinigung der markierten cDNA

Fir die Entfernung der Template-RNA und der nichiingebauten
Fluoreszenzfarbstoffe wurde eine Aufreinigung deNé& mit Hilfe des ,illustra™
CyScribe™ GFX™ Purification Kits" durchgefuhrt. Fieden Cyanin-Farbstoff
wurde eine eigene Aufreinigungs-Saule verwendetAdtang wurde die Saule mit
500 pl Capture Buffer versetzt und der Markierungsansatz vorsichtig runte
Lichtausschluss hinzugefuigt. Nach Vermischen deubgen mit Hilfe einer Pipette
erfolgte eine Zentrifugation des Ansatzes fur 1 ben6000 U/min. In Folge dessen
wurde die Bindung der markierten cDNA an die Sawlatmix ermoglicht. Der
Durchfluss wurde erneut auf die Saule gegeben wndZdntrifugationsschritt bei
13.000 U/min far 1 min wiederholt. Zur Entfernung ngebundener
Fluoreszenzmolekile wurde die Saule 3-mal mit j@ g0 Waschpuffer fir 30 sec
bei 13.000 U/min gewaschen. Fur die Trocknung dereéhmatrix schloss sich ein
weiterer Zentrifugationsschritt fir 20 sec bei T®0U/min an. Die Elution der
markierten cDNA von der Glasfieber Matrix der Saet®lgte mit 40 pl eines auf
70°C erwarmten Elutionspuffers. Der Ansatz wurde 30min bei RT inkubiert,
bevor sich eine Zentrifugation fir 1 min bei 13.000nin anschloss. Die markierte
cDNA konnte bis zur anschlieRenden Hybridisierunfjigs oder bei -70°C gelagert

werden.

2.7.3 Quantifizierung der markierten cDNA

Fur die Bestimmung der Markierungseffizienz der ¢OWurden die Proben mit
Hilfe des NanoDroPp ND 1000 Spektrophotometers der Firma Peglab aiealys
Eine alternative Methode fir die quantitative Kofle der Markierungsreaktion ist

derwavelength scan. Dabei wurden 10 pl der markierten cDNA mit RNAseidm
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H,0O (1:6) verdinnt und das Absorptionsspektrum irmirBereich von 500-700 nm
in einer Quarzkluvette (d = 1 cm) gemessen. Die Altgmsmaxima von
eingebautem Cy™3/Cy™5 liegen bei 550 bzw. 650 nrahimgegen die freien
Fluoreszenzfarbstoffe Absorptionsmaxima bei 520 .bB@0 nm aufweisen. Es
wurden die Extinktion bei 550 nm und 650 nm besttmund der Gehalt des

eingebauten Fluoreszenzfarbstoffes mit Hilfe foliggmFormel berechnet:

pmol Cy3 bzw. Cy5 in der Probe = (AxZxFxH0E

A = Absorption von Cy3 (550 nm) bzw. Cy5 (650 nm)

Z=  eingesetztes Volumen markierter cDNA, (in ul)

F = Verdinnungsfaktor

E= Extinktionskoeffizient (Cy3 = 150000 x 1 rifatm*) bzw.
(Cy5 = 250000 x 1 moleni?)

2.7.4 Hybridisierung markierter cONA
FUr die Hybridisierung markierter cDNA tafget) an die immobilisierten
Nukleinséuren grobes) auf der Oberflache der Microarrays wurde Tom-Rrae-

Hybridisierungspuffer verwendet.

Tom-Freeman-Hybridisierungspuffer (Fitzpatrick, Johnston et al. 2005)

Formamid (deionisiert) 20 mi
50x Denhart’s solution 50 ml
20x SSC 12,5 ml
100 mM Na-Pyrophosphat 0,5 ml
1 M Tris (pH 7,4) 25 mi
10 % SDS 05 ml
HLPC-H,O 90 ml

sterilfiltrieren

Fur die Hybridisierung dettargets wurden pro Fluoreszenzfarbstoff 80 pmol
markierter cDNA eingesetzt. Die Cy™3 bzw. Cy™5 kienten cDNAs wurden in
einem Reaktionsgefald vereinigt und fir 5 min bei®&enaturiert. Nach einer
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kurzen

Inkubation

auf Eis erfolgte die Zugabe desomiFreeman-

Hybridisierungspuffers bis zum Erreichen eines Gd#galumens von 220 pl im

Reaktionsansatz. Der Ansatz wurde gut vermischt ligidgeschitzt aufbewahrt.

Der

Microarray mit den

darauf befindlicherprobes wurde in eine

Hybridisierungskammer eingespannt und der Realdiosatz mit Hilfe einer

Hamilton-Spritze injiziert. Ein eigens angefertgtélybridisierungsprotokoll fur

Clostridium acetobutylicum ATCC 825 gewaéhrleistete eine vollautomatische

Hybridisierung mit Hilfe degutomated Side Processors.

Hybridisierungsprotokoll:

00

01
02
03
04
05
06
07
08
09
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22

Wait

Flush
Heat
Flush
Flush
Air Pump
Heat
Prime
Wait
Heat
Wait
Mix
Flush
Heat
Mix
Prime
Flush
Mix
Flush
Mix
Prime
Flush

Prime

Check dummy slides
(Uberprufen, ob in jeder Kammer edommy slide ist)
Leeren der Schlauche und Kammern von afisungen
Kammern auf 38°C aufheizen
Kammern mit Isopropanol spilen und leeren
Kammern mit Wasser spulen und leeren
Kammern fir 60 sec mit Luft spilen
Switch Off-Heizung ausschalten
Schlauche miYash 1 (L6sung 3) fullen
INSERT TEST SLIDES - Tedgides einlegen
Kammern auf 45°C aufheizen
Inject probe solution — Proben-LAsung injizieren
Mischen der Losungen in den Kammern fliSt@nden
MitWash 1 spilen
Kammern auf 45°C aufheizen
Mischen mitwWash 1 fur 10 min
Schlduche mivash 2 (L6sung 4) fullen
MitWash 2 spilen
Mischen mitWash 2 fiir 10 min
MitWash 2 spulen
Mischen mitwWash 2 fur 4 min
Schlauche mivash 3 (L6sung 2) fullen
MitWash 3 spullen
Schlauche mit Isopropanol fullen
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23
24
25
26
27

28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
[Ende]

Flush Mit Isopropanol sptlen

Flush Kammern mit Luft spulen

AirPump Kammern mit Luft trocknen

Heat Heizung ausschalten

Walit REMOVE TEST SLIDES
Testdides entfernen und mdummy slides ersetzen

Heat Heizen auf 48°C

Flush MitWash 2 spilen

Mix Mischen mit Wash 2 fir 5 min

Prime Schlduche mit Wasser fullen

Flush Mit 6 ml Wasser spllen

Mix Mischen mit Wasser fiir 5 min

Flush Mit 6 ml Wasser spllen

Flush Mit Luft spilen

Prime Schlauche mit Isopropanol fullen

Flush Mit Isopropanol sptilen

Flush Mit Luft spilen

Air Pump Kammern mit Luft trocknen

Erklarung der Programmbefehle:

Air Pump:

Flush:
Heat:
Mix:

Prime:
Wait:

Trocknen der Kammer durch Luft

Spulen der Hybridisierungskammern und Saditié
Heizen der Kammer auf eine bestimmte Tentpera
Mixen der Lésung innerhalb der Kammer durcbrVund
Zurickpumpen

Fullen der Schlauche bis zur Hybridisieskagmmer

Warten bis zu einer Bestéatigung valser
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Verwendete Lésungen:

Ldsung 1: HO

Lésung 2:  Wash 3 (0,1x SSC)

Loésung 3: Wash 1 (1x SSC /0,2 % SDS)
Losung 4:  Wash 2 (0,1x SSC /0,2 % SDS)
Losung 5: Isopropanol

2.7.5 Analyse der DNA-Microarrays mit GenePix Prd.0

Die Detektion der Fluoreszenzsignale beider Faffesiy™3 bzw. Cy™5) nach
der Hybridisierung erfolgte mit Hilfe des Scanner&enePix 4000B
(AXON Instruments, Union City). Die generierten Higlisierungsdaten konnten
anhand des Programmes GenePix Pro 6.0 analysiedemeAuf dem Microarray
befindliche Gene, die unten den gewahlten Wachdiatisgungen nicht reguliert
waren, dienten als Standards zur Ermittlung der n§éske des Prescans
(PMT 635 nm - Cy5 PMT 532 nm - Cy3). Dabei solltedie
Fluoreszenzintensitatsstarken beider Farbstoffeimem Spot in einem Verhaltnis
von 1:1 stehen. Ein weiterer Mal3stab fUr die Bestimg der Prescan Scanstérke
war der Hintergrund des Microarray. Der Hauptscaorde unter folgenden

Einstellungen durchgefuhrt:

Pixel size: 10 um
Linesto average: 1

Focus position: 0 um
Scan area: ca.1000 x 7000 Pixel

Basierend auf der Software GenePix Pro 6.0 wurdéileroarray von einer Maske
bedeckt, dessen Raster eine exakte Zuweisung deotétion fir jeden einzelnen
Spot ermoglichte. Zu diesem Zweck wurde der ausridnde Bereich jedes
einzelnen Spots definiert. Anhand eines eigens rdafitwickelten Computer-
Programmes (Ehrenreich, unveré6ffentlicht) konnee Miaske in Form einegal files
gefertigt werden. Entsprechend dgé files wurden spezifische Informationen tber
die Position des Gens auf dem Chip und dessen Atiotin Textformat ersichtlich.

Die Fluoreszenzwerte, der Hintergrund, die Starmasetichung des Hintergrundes
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beider Farbstoffe sowie digatio of Medians, Ratio of Means und derRegression
Ratio fur jeden einzelnen Spot wurden automatische ddeshProgramm GenePix
Pro 6.0 berechnet. Nach deren Berechnung wurdertjebnisse in Form eines
Datenfiles und eineScatterplots ersichtlich. Im Anschluss wurde die Hauptwolke
der Gene infcatterplot auf einen Regulationsfaktor von 1 normalisierte Miaten
aus GenePix Pro 6.0 wurden in Form eine Excel Feigsortiert und fur die weitere

Analyse bearbeitet.

2.7.6 Auswertung der Transkriptionsdaten

Die Auswertung der normalisierten Transkriptionsdagrfolgte anhand spezifischer
Kriterien innerhalb des Excel Files (Microsoft, Reshd, USA). Zum einen wurden
die Fluoreszenzsignale beider Farbstoffe und dieorEszenzsignale beider
Farbstoffe abzuglich der Standardabweichung dedekjrundes mit einem Wert
groRer null gefiltert. Ein weiteres Kriterium fline qualitative Auswertung der
Transkriptionsdaten wurde auf eine Abweichung Batio of Medians, Ratio of
Means und derRegression Ratio von maximal 30 % festgelegt. Dadurch konnten
methodische Artefakte ausgeschlossen werden. Géremar Expressionsdnderung
um den Faktor 3 wurden gefiltert und hinsichtli¢iner Funktion im Stoffwechsel

verglichen.

2.8 Analyse der Kulturtiberstande

Fur die qualitative und quantitative Analyse acielogr und solventogener
Loésungsmittel sowie fir den quantitativen Nachwees Glukose-Konzentration
wurden Kulturproben zu unterschiedlichen Zeitementmen und bei 13.000 U/min
-10°C fir 10 min zentrifugiert. Nach vorsichtigentBahme des Uberstandes wurde

dieser bis auf Weiteres bei -20°C gelagert.

2.8.1 Gas-Chromatographie

Die qualitative und quantitative Untersuchung agelter und solventogener
Loésungsmittel in den zu unterschiedlichen Zeitpankt entnommenen

Kulturiberstanden erfolgte in Zusammenarbeit mitAle Schwarz (TU Munchen).
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Die Losungsmittel konnten mit Hilfe d&sC-2010 der Firma Shimadzu detektiert
werden. Dabei wurde eine Stabilwax-DA-Séule und da&gergas Stickstoff
verwendet.

Alternativ. wurden Kulturiberstande mit dem Chrompa€P 9001 Gas-

chromatographen (Chrompack, Frankfurt/Main) der vigrsitat Rostock unter
Leitung von Prof. H. Bahl quantifiziert. Wiederunedte Stickstoff als Tragergas.

2.8.2 Bestimmung der Glukose-Konzentration

Um den quantitativen Verbrauch von Glukose dur€h acetobutylicum in
verschiedenen Wachstumsphase zu detektieren, waslgD-Glukose-HK Kit* der
Firma Megazyme verwendet. Die im Kulturiiberstanthaitene Glukose wird in
Gegenwart von ATP durch das Enzym Hexokinase (H&sphoryliert, wodurch
Glukose-6-Phosphat und ADP entstehen. In einemeregit Reaktionsschritt wird
das entstandene Glukose-6-Phosphat in Verbindungdem Enzym Glukose-6-
Phosphat Dehydrogenase (G6P-DH) durch NABRP Glukonat-6-Phosphat oxidiert,
wobei reduziertes NADPH entsteht. Basierend auérefbsorptionszunahme bei
340 nm wird der NADPH-Gehalt photometrisch bestimba der NADPH-Gehalt
und der Glukose-Gehalt sich einander stéchiométnserhalten, kann rickwirkend
auf die Glukose-Konzentration geschlossen werdeidr Hie enzymatische
Bestimmung der Glukose-Konzentration wurden diebBmno 1:100 mit bOgest
verdunnt. Als Positiv-Kontrolle diente reines CG-dilan, welches aufgrund der
hohen enthaltenen Glukose-Konzentration 1:1000 twverd werden musste. Um
photometrische Ungenauigkeiten und PipettierfealesschlieRen zu kdnnen, wurde
von allen Proben eine dreifach-Bestimmung der Aftsam im Bereich von 340 nm
vorgenommen. Zu Beginn wurden folgende Komponeme&me Kivette (d = 1 cm)

uberfuhrt:

Reaktionsansatz Leerprobe:

H2Odest 862 ul
Imidazolpuffer 43 pl
NADP" (150 mg) / ATP (440 mg) 43 pl
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Der Ansatz wurde vermischt, 3 min bei RT inkubiemd anschieRend die
Absorption bei 340 nm bestimmt.

Reaktionsansatz Kulturiiberstand:

H2Odest 862 pl
Imidazolpuffer 43 pl
NADP" (150 mg) / ATP (440 mg) 43 ul
Kulturiiberstand 43 ul

Nach Vermischen des Ansatzes und einer 3 minutigdubation konnte die
Absorption bei 340 nm gemessen werden (Al). Digymiatische Reaktion wurde
mit der Zugabe von 43 ul HK (425 U/ml)/G6P-DH (214nl)-Lésung gestartet. Der
Reaktionsansatz wurde vermischt, 5 min bei RT inktilund die Absorption ein
weiteres Mal bei 340 nm gemessen (A2). Nach Bestingn der

Absorptionsdifferenz (A2-Al) abziglich der Absogsti der Leerprobe konnte
AAp.ciukese €rmittelt werden. Fir die Berechnung der D-Glukksezentration

wurde, unter Bertcksichtigung der Verdiinnung, fotbeeFormel verwendet:

Cb-Glukose = (V X MW) / (8 x d X V) X AAD.Glukose

\% = Gesamtvolumen (ml)

MW = Molekulmasse der D-Glukose (g/mol)

€ = Extinktionskoeffizient NADPH bei 340 nm (6308 ol x cm)
d = Schichtdicke der Klvette (cm)

v = eingesetztes Probenvolumen (ml)

2.9 Bestimmung der H-Produktion

Clostridium acetobutylicum ATCC 824 produziert durch die Vergérung von
Kohlenhydraten acidogene (Butyrat, Acetat) und ealogene (Butanol, Aceton,
Ethanol) Garprodukte. Weitere Hauptgarungsprodsité Kohlendioxid (C®@ und
molekularer Wasserstoff g Fir die quantitative Untersuchung derProduktion
wurde der Bau eines modifizierten Glaszylinders dai Glasbléaserei Brennstein in

Auftrag gegeben (s. Abbildung 2.1). Aus dem untefigl des modifizierten
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Glaszylinders ragen zwei entgegengesetzt-laufigegAnge hervor. Mit Hilfe einer
gasundurchlassigen flexiblen Schlauchverbindungdessen Ende eine Kandile in
eine anaerobe Kulturflasche fuhrt, wird der Durgb$l produzierter Gase in den
modifizierten Glaszylinder gewahrleistet. Die esténden produzierten Gase(H
CO,) verdrangen die im modifizierten Glaszylinder bdfiche Flussigkeit, dessen
AbflieBen durch den zweiten Ausgang im Glaszylindent Hilfe eines
verschlieBbaren Hahnes geregelt ist. Der oberedesilskalierten Glaszylinders ist
mit einem Drehverschluss und eines darin befindliclsilkonstopfens verdichtet.
Diese Offnung ermdglicht das vollstandige Befiiltess modifizierten Glaszylinders
mit der Flussigkeit. Fur die alleinige quantitatidatersuchung der #Produktion
wurde der Glaszylinder mit 0,1 M NaOH geftillt. Datsenso produzierte GQvird
folglich durch die 0,1 M NaOH-L6ésung aufgenommemdwrch Natriumcarbonat
(N&CO;3) und HO entstehen. Eine anaerobe Kulturflasche, gefultl® ml CG-
Medium bzw. CG-Medium mit Clarithromycin, wurde miHilfe eines
gasundurchlassigen flexiblen Schlauches und eiaeandbefindlichen Kanile mit
dem modifizierten Glaszylinder verbunden. Die Inktibn der anaeroben Kultur
erfolgte schwenkend im Wasserbad bei 37°C. Dieldbkcverdrangte 0,1 M NaOH-
L6ésung wurde in einem Standzylinder aufgefangendaxiVVolumen zu bestimmten
Zeitpunkten detektiert. Als Kontrollen dienten rhi$O bzw. 0,1 M NaOH-LAsung
geflllte Glaszylinder, welche mit definierten Volam Kohlendioxid (Linde,
Reinheit: 4.5 C@ und Wasserstoff (Linde, Reinheit: 5.0;)Hbegast und die

verdrangten Volumen bestimmt wurden.
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Abbildung 2.1: Aufbau der Apparatur zur quantitativ en Bestimmung der HB-Produktion.

I Standzylinder mit darliber befindlicher Austritisglichkeit verdrangter 0,1 M NaOH-Lsg.
I modifizierter Glaszylinder mit enthaltener 0,1 N&OH-Lsg.

1] Gaseinstrom

v Gasundurchlassige flexible Schlauchverbindung
\/ anaerobe Kulturflasche schwenkend im 37°C bebgiAtVasserbad
2.10 Standardtechniken flr das Arbeiten mit Protenen

Verwendete Puffer und Losungen

Kalium-Phosphat-Puffer (KP-Puffer)
KoHPOY/KH POy 50 mM
pH 7,0; autoklavieren

DTT-Stammlésung
Dithiothreitol 200 mM
sterilfiltrieren

Benzylviologen-Stammldsung

Benzylviologen 500 mM

in KP-Puffer l0sen; sterilfiltrieren
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2.10.1 Zellaufschluss

Fur die Messung der Hydrogenase-AktivitatGhostridium acetobutylicum wurden
die Zellen mit Hilfe der French-Press aufgeschloss®ie Zellernte einer
bewachsenen 200 ml Kultur CG-bzw. CG-Medium mitrifii@omycin erfolgte nach
Erreichen einer O von 2,0 bei 9000 U/min 4°C fir 15 min. Der Ubenstavurde
verworfen und das Pellet unter stetiger Kiilhlung@dnml 50 mM KP-Puffer (pH 7,0;
15 mM DTT) vorsichtig aufgenommen. Die Zellsuspenswurde anschlielend in
eine mit N-begaste Anaerobenflasche uberfihrt und bis zuteves Verarbeitung
auf Eis gelagert. Fur den Zellaufschluss wurde \thegekiihlte Bombe mit der
Bakteriensuspension unter Zuhilfenahme einer 50Smiitze beftllt, wobei ein
Schaumen der Suspension vermieden wurde. Nach Wiefsen der Bombe mit
Hilfe des Stempels wurde die noch eingeschlossaife iiber das Ablassventil
herausgedriickt und dieses im Anschluss verschlosseéme gasdichte
Schlauchverbindung mit anhangender Kanule stelige \derbindung zwischen
Probenauslauf und einer mitidegasten Anaerobenflasche dar. Demzufolge wurde
der direkte Kontakt des Proteinrohextraktes zume&doff vermieden. Zudem
konnte der Sauerstoff durch ein starkes Reduktidgtelnwie DTT abgefangen
werden. Die eisgekihlte Bombe mit enthaltener Bakisuspension wurde in die
French-Press eingespannt und der Zellaufschlusseinem Zellinnendruck von
1400 bar (20000 psi) bei vier Wiederholungen duethigrt. Besonders wurde auf
eine stetige Kuhlung und Vermeidung des direktenegsoff-Kontaktes geachtet.
Fur die Entfernung der Zellreste wurde die Suspensiei 14.000 U/min 4°C fur
30 min in einer Sorvall RC-5B Super Speed Zentefugentrifugiert. Der
Proteinrohextrakt wurde im Anaerobenzelt in einé latbegaste Anaerobenflasche

Uberfuhrt und stets auf Eis gelagert.

2.10.2 Bestimmung der Proteinkonzentration (Bradfocd 1976)

Fur die Bestimmung der Proteinkonzentration im Rafadt wurde die Methode
nach Bradford durchgefiihrt. Die einsetzte Bradf@ehgenz enthalt ungebundenes
Coomassie Brilliant Blue mit einem Absorptionsmaxim bei 470 nm. Bei einer
Komplexbildung des roten ungebundenen Farbstoffésdem Protein verschiebt

sich das Absorptionsmaximum auf 595 nm und der Resansatz farbt sich blau.
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Die Absorptionsanderung wurde photometrisch bei 5985 bestimmt. Als
Proteinstandard wurde BSA (Bovine Serum Albumin) rmendet. Die
Konzentrationsbestimmung des Proteins wurde imafie® Bereich der BSA-

Eichgerade durchgefihrt.

2.10.3 Messung der Hydrogenase-Aktivitat

Die quantitative Untersuchung der Hydrogenase-Atiiverfolgte mit Hilfe des
Spektrophotometers VARIAN CARRY 100Scan. Aufgruret €,-Empfindlichkeit
der Hydrogenasen und deren irreversible Schadigwngile der Proteinrohextrakt
stets auf Eis gelagert und unter anaeroben Bedgeguaufbewahrt. Die Messung
der Hydrogenase-Aktivitat erfolgte anaerob untereeiH-Atmosphare mit 0,5 M
Benzylviologen als Elektronenakzeptor. Dazu wurthe €uarzkivette (d = 1 cm)
mit einem Stopfen versetzt und 5 min mit begast. Nach der Zugabe von 800 ul
50 mM KP-Puffer (pH 7,0; 15 mM DTT) wurden untergthiche Mengen
Proteinrohextrakt in  verschiedenen Reaktionsanséatzeit Hilfe einer
Hamiltonspritze dem Ansatz zugeflgt. Es folgte mlestometrische Nullabgleich des
Reaktionsansatzes gegenuber der Leerprobe (1 mM®&P-Puffer) bei 578 nm im
Spektrophotometer. Die dRktion wurde durch Zugabe von 15 pl
0,5 M Benzylviologen gestartet und die Absorpticgi 678 nm im Abstand von
10 sec photometrisch bestimmt. Die Messung der Atiemsanderung erfolgte tber
einen Zeitraum von 5 min. Die spezifische Enzymatkét wurde anhand des

linearen Bereiches der Kinetik und der Proteinkatration berechnet.

Volumen-Aktivitat [U/ml] = (V XAE/min) / € x d x v)

\% = Gesamtvolumen (ml)

AE/min = Extinktionsanderung pro Minute

€ = Extinktionskoeffizient von reduziertem Benzylagen
bei 578 nm (8,65 mM cmi?)

d = Schichtdicke (1 cm)

% = eingesetzte Menge Proteinrohextrakt (ml)
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Unter Bezugnahme der Proteinkonzentration konrgdesgezifische Enzymaktivitat
berechnet werden:

spezifische Enzymaktivitat [U/mg] = Volumen-Aktigit [U/ml]

Proteinkonzentration [mg/mil]

Die unterschiedlichen Stamme wurden hinsichtlich relih spezifischen

Enzymaktivitaten miteinander verglichen.
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3. Ergebnisse

3.1  Modifikation der Expression der Hydrogenase Hy@ basierend auf der

Antisense-RNA Technologie

Die Antisense-RNA Technologie ist eine effektive thtme, die Translation zu
reduzieren. Mit dieser Strategie konnen auch Gdaen Deletionen letal fir den
Organismus sind, hinsichtlich ihrer Rolle im Zerdgtaffwechsel untersucht werden.
Das Gen einer [FeFe]-Hydrogenadeydd) wurde Uber Sequenzhomologien in
C. acetobutylicum ATCC 824 identifiziert (Gorwa, Crouxt al. 1996). Das
monocistronische Operon dbegdA Gens ist durch einen eigenen Promotorbereich
mit Ribosomenbindestelle (RBS) und einen vermutlicho-unabhangigen
Transkriptionsterminator gekennzeichnet. Die chreomoale Orientierung des

Hydrogenase Gens istin Abbildung 3.1 dargestellt.

[ :) I :) <: ] [ :)
' >
CA C0026 pyrE hydA CA C0029
- - CA_C0030

Abbildung 3.1: Chromosomale Orientierung des Hydrogenase GensydA mit seinen up- und

downstream Bereichen

Bis zum jetzigen Zeitpunkt ist es nicht gelungess Gen der Hydrogenase HydA zu
deletieren. In diese Arbeit sollte die Bedeutung deasserstoffproduzierenden
Hydrogenase fur die Losungsmittel-Produktion aul@ekwerden. Mit Hilfe der
Antisense-RNA Technologie sollte die Auswirkung ezinVerdnderung im
Elektronenfluss durch die Reduzierung der Proteimgeeauf Translationsebene fir
die Solventogenese untersucht werden. Um eine af@iRepression der Translation
zu erzielen, wurde das Gen der Hydrogenase in deeschiedenen L&ngen
amplifiziert und jeweils in Antisense-Orientierungloniert. Der Leervektor
pSOSzero wurde als Kontrolle mitgefihrt. Die Auswing einer reduzieren
Hydrogenase HydA Menge sollte anhand der quant#ati Analyse der
Hydrogenaseaktivitdit und der ARroduktion untersucht werden. Mit Hilfe

gaschromatographischer Analysen sollten Verandemngler Ldsungsmittel-
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Produktion detektiert werden. Durch Transkriptioredgsen mit DNA-Microarrays
wurden Unterschiede in der Genexpression in Ablgkedi der Antisense-RNA

Transkriptlange charakterisiert.

3.1.1 Konstruktion der hydA Antisense-RNA Vektoren

Die Hydrogenase HydA nimmt infolge der »-Rroduktion und der damit
verbundenen Bedeutung flr den Redoxhaushalt eimeake Rolle im Stoffwechsel
von C. acetobutylicum ein. Das auf dem Chromosom lokalisierte Gen der
Hydrogenase hydA) wird ausgehend vonsense-Strang der DNA in mRNA
transkribiert. Fur die Konstruktion von Vektorete dntisense-Transkripte desiydA
Gens exprimieren, wurde ddmgh-copy Plasmid pSOS95 verwendet. Der Vektor
pSOS95 (Desai and Papoutsakis 1999) verfugt Gber avwgin of replications. Mit
Hilfe des ori colE1 ist eine Replikation . coli mdglich. Der ori pIM13 indes
gewahrleistet die Replikation i€. acetobutylicum. Des Weiteren ist der Vektor
durch eine Ampicillin- und Clarithromycin-Resistéazsette gekennzeichnet,
wodurch die Selektion in beiden Bakterien ermodlialrd. Das Antisense-RNA
Konstrukt der Hydrogenase HydA wurde in drei versgbnen Langen zwischen den
Thiolase-Promotor und den Terminator der Acetodad@ézarboxylase adc)
kloniert. Der starke konstitutiv regulierte ThiokaBromotor au€. acetobutylicum
soll dabei die Transkriptmengen der Antisense-RNMAshydA Gens erhéhen. Mit
Hilfe der RNA-RNA Komplexbildung soll die Translah der Hydrogenase HydA
fast vollstandig unterbunden werden.

Fur die Amplifikation der drei Antisense-RNA Konskte der Hydrogenase HydA
durch die PCR wurde die chromosomaler DNA @nacetobutylicum als Matrize
verwendet. Das langste Antisense-RNA Konstrukt @stfa ausgehend vom
Transkriptionsstart, 94 % des Gens. Infolge der MWKikption mit den
Oligonukleotiden HydA fwd und HydA rev wurde ein 58 bp grofes DNA-
Fragment mit anhdngenden RestriktionsschnittstellemEnzymeNarl und BamHI
generiert (s. Abbildung 3.2 B). Das DNA-Fragment ree Uber genannte
Restriktionsendonukleasen in den Vektor pSOS95iétorDer daraus resultierende
Vektor wurde als pDK1 bezeichnet (s. Abbildung 8)2

Die Konstruktion des Vektors pDK2 basierte auf 8gnthese eines Antisense-RNA

Konstrukts der Hydrogenase unter Verwendung degolikleotide HydA60_fwd
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und HydA rev. Ausgehend vom Transkriptionsstart assf das DNA-Fragment
60 % des Hydrogenase Gens (s. Abbildung 3.2 A). D@6l bp grofie DNA-
Fragment (s. Abbildung 3.2 B) konnte aufgrund gemr Restriktionsschnittstellen
fur die EnzymeNar| und BamHI verdaut und in den gleichermal3en geschnittenen
dephosphorylierten Vektor pSOS95 ligiert werden.

FiUr die Konstruktion des Vektors pDK3 wurden diegohukleotide HydA30_fwd
und HydA_rev mit den angefiigten Restriktionsschtetten der Enzym&larl und
BamHI verwendet (s. Abbildung 3.2 A). Das DNA-Fragmemhfasst, ausgehend
vom Transkriptionsstart, lediglich 30 % dds/dA Gens. Das infolge der
Amplifikation entstandene 541 bp grol3e DNA-FragmesniAbbildung 3.2 B) wurde
unter Verwendung genannter Restriktionsendonukiease den gleichermal3en

verdauten und desphosphorylierten Vektor pSOS9aidsin
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Abbildung 3.2: Schematische Darstellung der Konstrktion der Antisense-RNA Vektoren
pDK1, pDK2 und pDK3. A: Ausgehend vom Vektor pSOS95 erfolgte die Klonieruey drei
verschieden langen Antisense-RNA Konstrukte tberREstriktionsschnittstelleNarl und BamHiI.
Die Antisense-RNA Konstrukte sind mit Hilfe von Bé@ (dunkel-grau) gekenntzeichnet. Die GroRRe
der Pfeile entspricht der Lange der Antisense-RNdn#€rukte des Hydrogenase Genshyda94,
adydA60, asydA30). Der Promotor des Thiolase Getid)(ist mit Hilfe eines schwarzen Kastens
markiert. adc Term. symbolisiert den Terminator der AcetoactBtatarboxylase adc).

B: Elektrophoretische Auftrennungen der amplifiziarté&ntisense-RNA Konstrukte; lagdA94
(Spur 1), akydA60 (Spur 2) und &ydA30 (Spur 3). M: GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder.
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Fur vergleichende Experimente in Anwesenheit desbfatikums Clarithromycin
war die Konstruktion eines Kontrollvektors erforigr. Hierfir wurde dieSall
Expressions-Kassette des Vektors pSOS95 entferdtdas verbleibende DNA-
Fragment nach einer Gel-Extraktion ligiert. Mit fdilder Oligonukleotide DK3_fwd
und DK4_rev erfolgte die Uberpriifung des entstamdeWektors pSOSzero, wie
unter 2.7.1 beschrieben (s. Abbildung 3.3 A und B).

kbp M 1 2
10 —

repL

S95
BSOS9 misR )

thl

25— < 2510bp
5

pSOSzero

cifd

y

Abbildung 3.3: Schematische Darstellung des Kontrbdlektors pSOSzero. A:Entfernung de&all

025— < 211bp

Expressions-Kassette aus pSOS95 und die Entstademyyektors pSOSzed: Elektrophoretische
Auftrennung der PCR-Ansatze unter Verwendung dégoDlukleotide DK3_fwd und DK4_rev; die
Amplifikation der GenectfA, ctfB und adc auf pSOS95 ergab ein 2510 bp groRes DNA-Fragment
(Spur 1); mit Entfernen de3all Expressionskassette (pSOSzero) konnte ein 21DNMy-Fragment
amplifiziert werden (Spur 2); M: GeneRuler™ 1 kb BNadder

Die hydA Antisense-RNA Vektoren (s. Abbildung 3.2 A) sowder Kontrollvektor
pSOSzero (s. Abbildung 3.3 A) wurden nach ihrer #tarktion durch
Sequenzierung Uberpruft. Fir deren Transfer @ acetobutylicum via
Elektroporation war eine Methylierung (s. 2.4.4@9r konstruierten Vektoren
erforderlich. Grund hierfur ist das Vorhandenseier dTyp |l Restriktions-
endonuklease Cac8241 @ acetobutylicum. Diese Restriktionsendonuklease erkennt
und schneidet spezifische Sequenzmotive (5-GCNEGQVBrmelstein, Welkeet
al. 1992), wodurch die Transformationseffizienz rapidinkt. Mit Hilfe der
Methyltransferase@3TI desBacillus subtilis Phagend3T (Noyer-Weidner, Jentsch
et al. 1985) wird der interne Cytosinrest der Sequenzmob'-GCNGC-3' bzw.
5-GGCC-3' geschutzt. Infolge dessen wird eine tikisin durch die Typ I

Restriktionsendonuklease Cac8241 vermieden. FirMi¢hylierung konstruierter
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Vektoren wurden diese zunéchsthn coli ER2275 mit dem enthaltenden Vektor
pAN1 transformiert. Das auf dem Vektor pAN1 befioHe Gen codiert fur die
Methyltransferase ®3TI des B. subtilis Phagen ®3T, so dass spezifische
Sequenzmotive (5-GCNGC-3') mit Schutzgruppen vYesewerden und eine
Restriktion der DNA verhindert wird. AnschlieBendfoégte die Isolierung der
Vektoren ausE.coli ER2275 (pAN1) und die Uberprifung der Methylierumif
Hilfe der Restriktionsendonukleas@u4HI (Daten nicht gezeigt). Die konstruierten
und erfolgreich methylierten Vektoren standen numnfér die Elektroporation in

C. acetobutylicum (s. 2.4.4.2) zur Verfugung.

3.1.2 Uberprifung der Transkription

Fur die Uberprifung der Genexpression tgdA Gens insense- bzw. antisense-
Orientierung stellt die Northern-Blot Analyse (Alwd, Kempet al. 1977) eine
geeignete Methode dar. Ziel des Versuches war atger uWerwendung von
Digoxigenin-11-UTP (DIG) markierter RNA-Sonden dmeRNA, wie auch der
Antisense-RNA verschieden€r acetobutylicum ATCC 824 Stdmme zu detektieren.

3.1.2.1 Detektion der Antisense-RNA der HydrogenasHydA

Fur die Uberpriifung der Expression deglA Gens in Antisense Orientierung
wurden drei verschieden lange DNA-Fragmente derrétyehase HydA in den
Shuttle-Vektor pSOS95 kloniert. Die konstruierteektoren pDK1, pDK2, pDK3
sowie der mitgefuhrte Kontrollvektor pSOSzero (®bAdung 3.2 und 3.3) wurden
nach ihrer Methylierung il€. acetobutylicum via Elektroporation transformiert. Fir
den Nachweis der Transkription stabiler Antisend&Rn den Zellen der Stamme
C. acetobutylicum pDK1, C. acetobutylicum pDK2 und C. acetobutylicum pDK3
wurden Northern-Blot Analysen durchgefihrt (s. @ 5Hierfir wurde die RNA aus
den Zellen der logarithmischen Wachstumsphase hiedenerC. acetobutylicum
Stamme (s. 2.5.4) isoliert. Nach der qualitativerakyse via RT-PCR (s. 2.6.6) und
denaturierender Gelelektrophorese (s. 2.5.6) edalie Ubertragung der RNA auf
die positiv-geladene Nylon-Membran (s. 2.5.8.4) #i¢ Detektion der Antisense-
RNA der Hydrogenase HydA wurde eine 500 bp lang8-Blarkierten RNA-Sonde
verwendet (s. Abbildung 3.4 B). Ausgehend vom Tkapsons-Startpunkt weist sie
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komplementare Sequenzen zur Antisense-RNA der Hygoh@se auf. Infolge der
Northern-Blot Analyse erfolgte die spezifische Bind der DIG-markierten RNA-
Sonde an die Antisense-RNA deshwA30 Transkriptes in dem Stamm
C. acetobutylicum pDK3. Nach der enzymatischen Dephosphorylierung de
Substrates CDP-Star durch die alkalische Phosgh&d®) konnte das 529 bp lange
Transkript im Transilluminator (GE Healthcare Im@uant™ 400) dokumentiert
werden (s. Abbildung 3.4 C). Darlber hinaus gelasg die Transkription der
Antisense-RNA des agdA60 Fragmentes in dem Stantin acetobutylicum pDK2
nachzuweisen. Die Bindung der DIG-markierten RNAw$® an das 1049 bp lange
Transkript wurde ebenfalls infolge der enzymatisch®ephosphorylierung
visualisiert (s. Abbildung 3.4 C). Des Weiteren deairferner die Transkription der
Antisense-RNA des &agdA94 Fragmentes im Stamr@. acetobutylicum pDK1
infolge der enzymatischen Reaktion bestatigt. D@491bp lange Fragment konnte
mit Hilfe des Transilluminator (GE Healthcare Im@gant™ 400) dokumentiert
werden (s. Abbildung 3.4 C). Die mitgefuhrten KatistdmmeC. acetobutylicum
ATCC 824 und C. acetobutylicum pSOSzero transkribierten unterdessen
ausschlief3lich die mRNA der Hydrogenase HydA (shiklung 3.4 A). Da die DIG-
markierte RNA-Sonde keine Komplementaritat zur mRawies, konnten keine
Transkripte in den Kontrollstammen via NortherniBl&nalyse dokumentiert
werden. Dadurch wurde die spezifische Bindung déAFSonde an die Antisense-
RNA der Hydrogenase HydA bestatigt.
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Abbildung 3.4: Detektion der Antisense-RNA der Hydrogenase HydA inZuge der Northern-
Blot Analyse A: chromosomale Orientierung dégdA Gens (blauer Pfeil) irC. acetobutylicum
ATCC 824. Die transkribierte mRNA der HydrogenasglA wird durch einen gewellten schwarzen
Pfeil symbolisiert. Bga und Thyea: Promotor und Terminator dégdA Gens.B: Anordnung desydA
Gens in Antisense-Orientierung auf dem Shuttle-9ekpSOS95 (blauer Pfeil). Mit Hilfe der
Thiolase-Promotoren (R4, Piiso, Pnizo) Und des Terminators der Acetoacetat-Decarboxy(@sg)
entstanden verschieden lange Antisense-RNA Konstrdler Hydrogenase HydA (gewellte rote
Pfeile). Die Lange und Position der asRNA Sondedwdurch einen roten Pfeil unterhalb des
Hydrogenase Gens markiert. Sie ist zu den versehigghgen asRNA Konstrukten der Hydrogenase
komplementarC: Northern-Blot Analyse verschieden€r acetobutylicum ATCC 824 Stamme zur
Detektion von asRNA Transkriptel@. acetobutylicum pDK3 (Spur 1),C. acetobutylicum pDK2
(Spur 2),C. acetobutylicum pDK1 (Spur 3), Vektor-Kontroll€. acetobutylicum pSOSzero (Spur 4)
und WildtypC. acetobutylicum ATCC 824 (Spur 5).

3.1.2.2 Detektion der mRNA der Hydrogenase HydA

Fur die Detektion der infolge der Transkription stahdenen mRNA des
Hydrogenase Gens wurde ebenfalls eine Northern-Biatlyse durchgefihrt. Mit

Hilfe der Northern-Blot Analyse konnte indirekt adie Doppelstrang-Bildung
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zwischen mRNA und asRNA der Hydrogenase geschlosgseden. Hierflr wurde
die RNA aus Zellen der logarithmischen Wachstumsehder Kontrollstamme wie
auch derC. acetobutylicum ATCC 824 Stdmme mit Antisense-RNA Konstrukten
extrahiert (s. 2.5.4). Nach deren qualitativer Amal via RT-PCR (s. 2.6.6) und
denaturierenden Gelelektrophorese (s. 2.5.6) edage Northern-Blot Analyse mit
Hilfe einer 500 bp langen DIG-markierten mRNA SonDese zeichnet sich durch
eine Sequenzkomplementaritdt zu dem 5'-Ende der mRBr Hydrogenase aus.
Infolge der Transkription des chromosomal lokatigie Hydrogenase Gens erfolgte
die Synthese der mRNA (s. Abbildung 3.5 A). Aufgtuder Komplementaritat
zwischen mRNA und DIG-markierten mRNA Sonde korlitse spezifisch binden
und die Transkription des 1750 bp langen Transkript den Kontrollstdmmen
C. acetobutylicum ATCC 824 undC. acetobutylicum pSOSzero nachweisen
(s. Abbildung 3.5 C). Indes transkribierten @ieacetobutylicum ATCC 824 Stdmme
mit den Antisense-RNA Kontrukten (s. Abbildung &2neben der mRNA auch die
verschieden langen Antisense-RNA Fragmente der dfygirase (s. Abbildung 3.5
B). Die Komplementaritdt zwischen mRNA und den vbhrmsden langen asRNA
Transkripten (as/dA30, asiydA60, atydA94) zog eine Doppelstrang-Bildung nach
sich, wodurch die RNA schneller abgebaut oder gezidische Bindung der DIG-
markierten mMRNA-Sonde an die mRNA der Hydrogenasehimdert wurde
(s. Abbildung 3.5 C). Folglich konnten mit Hilfe meenzymatischen
Dephosphorylierung des Substrates CDP-Star duecllllalische Phosphatase (AP)
die Transkription der mRNA in den KontrollstAmm@&nacetobutylicum ATCC 824
und C. acetobutylicum pSOSzero nachgewiesen und die Doppelstrang-Bildaong
den C. acetobutylicum ATCC 824 Stammen mit Antisense-RNA Konstrukten

bestatigt werden.

- 80 -



Ergebnisse

pwE (P Thpas hydA Ppas  CA_C0029 CA_C0030

% 9 > _._._.
mRNA Sonde

A VAVAVAVAVE S mMRNA

ch:‘SO len’éo

él
5 Tae hydA él Prioa

IONNNNNNL  ashyd494
A VAVAVAVY ashydA60
AVAY ashydA30

mlsR repL bla

. o <— 1750 bp

Abbildung 3.5: Detektion der mRNA der Hydrogenase HydA im Zuge derNorthern-Blot
Analyse A: chromosomale Orientierung des monocistronischeaer@ys der Hydrogenase HydA in
C. acetobutylicum (blauer Pfeil). Die Transkription der mRNA déydA Gens ist durch einen
gewellten schwarzen Pfeil dargestellt. Die Positimml Lange der mRNA Sonde wird durch einen
dicken schwarzen Pfeil unterhalb dbgdA Gens symbolisiert. fa und Tyga: Promotor und
Terminator dedydA Gens.B: Die Anordnung dediydA Gens in Antisense-Orientierung auf dem
Shuttle-Vektor pSOS95 wird durch einen blauen Pdeitgestellt. Die Transkription verschieden
langer Antisense-RNA Fragmente lfgdA30, afydA60, avydA94) wird mit Hilfe rot gewellter
Pfeile symbolisiert. Rgs Piiso, Prizo: Thiolase Promotoren der verschieden langen AmisdRNA
Fragmente ausC. acetobutylicum; T, Terminator der Acetoacetat-Decarboxylase aus
C. acetobutylicum. C: Die Komplementaritat und somit die Doppelstranggtdng zwischen mRNA
(schwarz gewellter Pfeil) und asRNA (rot gewellefeil) der Hydrogenase HydA ist mit Hilfe
unterbrochener schwarzen Linien gekennzeichn€&. acetobutylicum pDK3 (Spur 1),
C. acetobutylicum pDK2 (Spur 2), C. acetobutylicum pDK1 (Spur 3). Vektor-Kontrolle
C. acetobutylicum pSOSzero (Spur 4) und Wildtyf acetobutylicum ATCC 824 (Spur 5).

3.1.3 Quantitative Analyse der Hydrogenase HydA Atikvitat

Mit dem Nachweis der Transkription von mRNA und Bi#Rder Hydrogenase
HydA via Northern-Blot Analyse sollte Uberprift wen, in wie weit die
Hydrogenase-Aktivitdt in Abhangigkeit der AntiserfREA Transkriptlange

beeinflusst werden wirde. Fir die biochemische &ttarisierung der Hydrogenase
-81 -



Ergebnisse

HydA in den Kontrollstammeg. acetobutylicum ATCC 824 undC. acetobutylicum
pSOSzero wie auch in den Stdammen mit den AntisBié&-Konstrukten dienten
die Rohextrakte aus den Zellen der logarithmisdWachstumsphase (s. 2.10.1). Die
guantitative Analyse der Hydrogenase HydA Aktivitédigte deutliche Unterschiede
zwischen den Kontrollstdmmen und dénacetobutylicum Stammen mit Antisense-
RNA Kontrukte auf (s. Tabelle 3.1).

Tab. 3.1: Vergleichende Darstellung der gemessenehlydrogenase HydA Aktivitaten.
Angegeben sind die Mittelwerte der Hydrogenase Hydlivitdt aus unabhangig biologischen

Experimenten.

Stamm transformierter Eigenschaft Hydrogenase HydA

Vektor Aktivitat
(U/mg Protein)

C. acetobutylicum - Kontrollstamm 5,15

ATCC 824 (WT)

C. acetobutylicum pDK1 94 % asRNA des 4,13

pDK1 hydA Gens

C. acetobutylicum pDK2 60 % asRNA des 2,44

pDK2 hydA Gens

C. acetobutylicum pDK3 30 % asRNA des 2,99

pDK3 hydA Gens

C. acetobutylicum pSOSzero Kontrollstamm 5,02

pSOSzero unter

Clarithromycin

In den mitgefiihrten Kontrollstamme acetobutylicum ATCC 824 und der Vektor-

Kontrolle C. acetobutylicum pSOSzero konnten &hnliche Hydrogenase HydA
Aktivitaten nachgewiesen werden (s. Abbildung 3Wahrend der Wildtyp Stamm

eine Hydrogenase HydA Aktivitat von 5,15 U/mg Prnotaufwies, verminderte sich

diese unter Verwendung von Clarithromycin in denan8h C. acetobutylicum
pSOSzero auf 5,02 U/mg Protein. Der Einfluss detistnse-RNA Konstrukte auf
die Hydrogenase HydA Aktivitat konnte zweifelsfiteelegt werden. Jedoch nahm

wider erwarten die Hydrogenase HydA Aktivitat innd&StammC. acetobutylicum

pDK1 geringfugig im Vergleich zu der Vektor-Konti®l C. acetobutylicum
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pSOSzero ab. Die gemessene Hydrogenase HydA Adttmitdem Stamm mit dem
langsten Antisense-RNA Transkript fiel daher mit34U/mg Protein tberraschend
hoch aus. Im Gegensatz dazu konnte in den Stan@nacetobutylicum pDK2 und
C. acetobutylicum pDK3 eine deutlich verminderte Hydrogenase HydAtivitat
nachgewiesen werden. Mit einer Aktivitat von 2,44md Protein zeigte das
Antisense-RNA Transkript mit einer Lange von 60 & thRNA den gro3ten Effekt
auf die Hydrogenase HydA Aktivitdt. Dem folgend kéa in C. acetobutylicum
pDK3 lediglich eine Hydrogenase HydA Aktivitat vog,99 U/mg Protein

nachgewiesen werden.
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Abbildung 3.6: Einfluss der Antisense-RNA Konstruke auf die Hydrogenase HydA Aktivitat.
Die Anzucht der Stamme erfolgte in 200 ml CG-Medi{WiTl) bzw. CG-Medium mit Clarithromycin
bis zum Erreichen der logarithmischen Wachstumspli@,,, = 2,0). Die Aktivitdtsmessung der
Hydrogenase HydA wurde mit Proteinrohextrakten eiezelnen Stamme unter Verwendung von
50 mM KP-Puffer (pH 7,0; 15 mM DTT) und 0,5 M Behzglogen im Spektrophotometer
durchgefiihrt. Dargestellt sind die Mittelwerte deydrogenase HydA Aktivitdt aus mehreren

unabhéngigen biologischen Experimenten.

Diese biochemischen Daten deuteten auf eine dkgnifé Verminderung der
Hydrogenase HydA Aktivitdt in Abhangigkeit verwemele Antisense-RNA
Konstrukte hin (s. Abbildung 3.6). Zudem warfen die Frage auf, ob infolge einer
verminderten Hydrogenase HydA Aktivitat die Prodoktan H beeinflusst werden

wirde. Um dieser Hypothese nachzugehen, wurden titatare Analysen der
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H,-Produktion in den Kontrollstammen wie auch in d&nacetobutylicum ATCC
824 Stdmmen mit Antisense-RNA Konstrukten durchigeft

3.1.4 Quantitative Analyse der H-Produktion

Nachdem die biochemischen Untersuchungen einefiggmie Verminderung der
Hydrogenase HydA Aktivitdt in Anwesenheit der Aptise-RNA Konstrukte
bestétigten, galt es deren Einfluss auf diePrbduktion zu untersuchen. Fir die
guantitative Analyse der #Produktion wurden sowohl die Kontrollstamme
C. acetobutylicum ATCC 824 undC. acetobutylicum ATCC pSOSzero als auch die
Stdmmen mit den Antisense-RNA Konstrukten, wie u&® beschrieben, naher
untersucht. Hierbei konnten deutliche Unterschigde der H-Produktion in
Abhangigkeit der Antisense-RNA Transkriptlange under verminderten
Hydrogenase HydA Aktivitat aufgezeigt werden (sbAdung 3.7).
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Abbildung 3.7: Einfluss der Antisense-RNA Konstruke auf die H-Produktion und die H,-

Produktion pro Stunde. Dargestellt sind die gebildeten Mengen khch 27 h des Wachstums
(Balken). Aus der Steigung der4Rroduktion konnte die HProduktion pro Stunde ermittelt werden
(m). Als Messflussigkeit wurde NaOH verwendet. WT:Idtip. Die H-Produktion wurde aus den

Mittelwerten von zwei unabhangig biologischen Expenten ermittelt.
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Mit der Zellanzucht vonC. acetobutylicum ATCC 824 (WT) in Gegenwart der
Messflussigkeit Wasser kann die Gesamt-Menge dmiuaierten Gase (GOH,)
bestimmt werden. Durch die Verwendung von NaOH Méssflissigkeit und der
nahezu vollstandigen Loéslichkeit von €@. Abbildung 3.8) konnte die absolute-H
Produktion analysiert werden. Als Vektor-Kontrolleliente der Stamm
C. acetobutylicum pSOSzero. Unter Verwendung von Clarithromycin keneine
geringe Verminderung der ;HProduktion im Vergleich zum Wildtyp beobachtet
werden, wohingegen die,HProduktion pro Stunde um den Faktor von 1,3 zunahm
C. acetobutylicum pDK1 zeigte den groften Effekt auf die-Produktion. Trotz
einer geringen Verminderung der Hydrogenase HydAiviEt (s. Abbildung 3.6)
reduzierte sich die HProduktion und die HProduktion pro Stunde im Vergleich zu
der Vektor-KontrolleC. acetobutylicum pSOSzero um den Faktor 2. Indes war in
dem StammC. acetobutylicum pDK2 ein gegenlaufiger Effekt nachweisbar. Der
Stamm mit der geringsten Hydrogenase HydA Aktivgéhien die kHProduktion
nicht zu beeinflussen. Betrachtet man ungeachtssete die KProduktion pro
Stunde, so ist auf eine Reduktion derselbigen um Eaktor 1,4 hinzuweisen.
Folglich konnte eine Beeintrachtigung innerhalb d&rProduktion durch eine
verminderte Hydrogenase HydA Aktivitdit nachgewiesgaerden. Ein &hnliches
Verhalten war in dem Stamr@. acetobutylicum pDK3 zu beobachten. Die ;H
Produktion wie auch die Produktion pro Stunde reduzierten sich im Verdleia
der Vektor-Kontrolle C. acetobutylicum pSOSzero um den Faktor 1,4. Diese
biochemischen Daten deuteten auf eine signifik&&duktion der BProduktion in
Abhangigkeit verwendeter Antisense-RNA Konstruktad udamit verbundener
Reduktion der Hydrogenase HydA Aktivitat hin.

3.14.1 Absorption von Kohlendioxid

Mit der quantitativen Analyse der,HProduktion dréangte sich die Frage auf, in wie
weit 0,1 M NaOH als Messflussigkeit das Garungspko€ O, aufnehmen kann. Far
die Untersuchung dieser Fragestellung wurden dieveredeten Messfllssigkeiten,
wie unter 2.9 beschrieben, mit den Gaseruhld CQ durchstromt. Die quantitative
Loslichkeit der verwendeten Gase bezogen auf dissMessigkeit unterschied sich
deutlich voneinander. Wéahrend sich Weder in 0,1 M NaOH noch inB Ioste,

war die Loslichkeit von C@in beiden Messflissigkeiten deutlich. In(Hgelostes
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CO; bildet Kohlenséure (HCOs), wohingegen die nahezu vollstandige Ldslichkeit
von CQ in 0,1 M NaOH die Bildung von Natriumcarbonat ¢8&s) und HO nach
sich zieht. Die in Abbildung 3.8 gezeigten Loslieften der verwendeten Gase in
den Messflissigkeiten lassen auf eine vollstandiggichkeit von CQ in 0,1 M
NaOH schlieBen. Auf diese Weise konnte die allerixetektion von K wahrend
der quantitativen Analyse nachgewiesen werden{s4.3.

100 T

80 A

|

40 A

20 A

; i

Wasserstoff Kohlendioxid

Loslichkeit der verwendeten Gase [%]

Abbildung 3.8: Loéslichkeit der Gase H bzw. CGO, in den Referenzflissigkeiten 0,1 M NaOH

(weile Balken) und Wasser (graue Balken)Die mit den Referenzflissigkeiten enthaltenen
Glaszylinder wurden mit definierten Volumen £@nd H begast und die verdrangten Volumen an
Flussigkeiten dokumentiert. Die Lo&slichkeit der Gawurde aus unabhangigen Experimenten

ermittelt.

3.1.5 Untersuchung der Fermentationsprodukte

Fur die Quantifizierung der Fermentationsprodukterden die Kontrollstamme
C. acetobutylicum ATCC 824 undC. acetobutylicum pSOSzero sowie die Stimme
mit den enthaltenen Antisense-RNA Konstrukten in-K2&dium mit gegebenenfalls
Clarithromycin angezogen und in regelméRigen Almandie optische Dichte
(A= 600 nm) und der pH-Wert gemessen. Dabei konnéimekVerédnderungen des
Wachstums in Abhangigkeit der Verwendung von AmsgeRNA Konstrukten und
der damit verbundenen Reduzierung der HydrogenaskA Hktivitat festgestellt
werden (Daten nicht gezeigt). Dartber hinaus gaf den Einfluss einer
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verminderten Hydrogenase HydA Aktivitdt auf die @Qtuizierung der
Fermentationsprodukte zu untersuchen. Hierfir wurtkch 32 h Wachstum Proben
entnommen und die Kulturiiberstande, wie in 2.8scbeeben, analysiert.

Als Hauptfermentationsprodukte konnten die acidegerrermentationsprodukte
Acetat und Butyrat sowie die solventogenen LosunigsimEthanol, Aceton und
Butanol identifiziert werden. Die quantitative Apsé der Fermentationsprodukte
zeigte deutliche Unterschiede in Abhangigkeit datuzierten Hydrogenase HydA
Aktivitat auf (s. Abbildung 3.9).

140

120 -

100 -

80 A

60 -

Konzentration [mM]

40 -

20 A

O T T i

WT pSOSzero pDK1 pDK2 pDK3

Abbildung 3.9: Quantitative Analyse der Fermentatimsprodukte nach 32 h Wachstum.
Dargestellt sind die Kontrollstimme€. acetobutylicum ATCC 824 (ohne Clarithromycin) und
C. acetobutylicum pSOSzero sowie die Stamme mit den Antisense-RNAsKuaokten (pDK1, pDK2,
pDK3) in Gegenwart von Clarithromycin. Die Konzeaiton der Fermentationsprodukte Ethanol
(schwarz), Aceton (hellgrau), Acetat (weil3), Bulafrittelgrau) und Butyrat (dunkelgrau) wurden
aus drei unabhéangig biologischen Experimenten altit

Die mitgefihrten Kontrollstdamme C. acetobutylicum ATCC 824 und

C. acetobutylicum pSOSzero unterschieden sich in der Menge veregnzel
Fermentationsprodukte voneinander. Wahre@d acetobutylicum pSOSzero in
Gegenwart von Clarithromycin eine um den Faktordhdne Ethanol-Produktion

aufwies, nahm die Butanol-Produktion im Vergleiamez Wildtyp-Stamm ab. Im
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Gegenzug dazu konnte eine leicht erhthte Butyraitzkntration nachgewiesen
werden. Anhand dieser Kontrolle konnte der Einfludes Antibiotikums
Clarithromycin auf die Menge der Fermentationspkbeuverdeutlicht werden,
wodurch die folgenden Erlauterungen in Bezug aué drektor-Kontrolle
C. acetobutylicum pSOSzero zu sehen sind. Die Verwendung der Arses&NA
Konstrukte und die damit verbundene Reduzierungdyeirogenase HydA Aktivitat
beeinflusste die Menge der Fermentationsprodukididie. Wahrend in dem Stamm
C. acetobutylicum pDK1 kaum Veranderungen hinsichtlich acidogenerd un
solventogener Fermentationsprodukte zu beobachtareny I6sten die Stamme
C. acetobutylicum pDK2 und C. acetobutylicum pDK3 mit den geringsten
nachgewiesenen Hydrogenase HydA Aktivitdten dentlidbsten Effekt auf die
Fermentationsprodukte aus. Unter dem Gesichtspuhkss bei Eintritt in die
Solventogenese anhaufte Sauren in hohen Konzemeatidurch die Aktivitat der
Acetoacetyl-CoA:Acetat/Butyrat CoA Transferase (Cbransferase; CtfA, CtfB) in
Acetyl-CoA und vermehrt Butyryl-CoA umgesetzt wand@ogers, 1986), war mit
einer Abnahme der Butyrat/Acetat- und einer ZunakisreButanol/Ethanol/Aceton-
Konzentration zu rechnen (Tomas, Welkeal. 2003). Dieser Effekt scheint infolge
der Reduktion der Hydrogenase HydA Aktivitat versté&zu werden. So stieg die
Ethanol-Konzentration inC. acetobutylicum pDK2 im gleichen Verhaltnis zur
Abnahme der Acetat-Konzentration (ca. 14 %). Inki@snte ein starkerer Einfluss
der reduzierten Hydrogenase HydA Aktivitat auf Bigtanol-Produktion beobachtet
werden. Wahrend die Butyrat-Konzentration um 56 Bhaéam, stieg infolgedessen
die Butanol-Konzentration um etwa 33 %. Daruberabs wurde mit der
Reabsorption der Sauren die Aceton-Produktion b&tgiin(21 %ige Steigerung).
Der Einfluss einer reduzierten Hydrogenase HydA iAfédt mit resultierender
verminderter H-Produktion auf die Menge der Fermentationsprodukoente
anhand vonC. acetobutylicum pDK3 verstarkt untermauert werden. Infolge der
Verminderung der Acetat- bzw. Butyrat-Konzentratéurch die Aktivitat der CoA-
Transferase steigerten sich die Ethanol- (um 21u®g vor allem die Butanol-
Konzentrationen (um 75 %) auf ein Maximum. Gleigtigekonnte die hochste
Konzentration an Aceton (63 %ige Steigerung) miteHder Gas-Chromatographie
(s. 2.8.1) detektiert werden.

Diese biochemischen Daten legen den Schluss naiss, idfolge der Reduzierung

der Hydrogenase HydA Aktivitat die Produktion detventogenen Losungsmittel
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wie Ethanol, Aceton und Butanol signifikant erhatitd. Die Hydrogenase HydA
nimmt folglich eine zentrale Rolle in der Regulatides Elektronenflusses wahrend
der Solventogenese ein. Die aus physiologischeht Sierdnderte Menge der
Fermentationsprodukte wird im weiteren Verlauf ahskriptioneller Ebene mittels

DNA-Microarrays untersucht.

3.1.6 Transkriptionsanalysen von C. acetobutylicum pDK2 und
C. acetobutylicum pDK3

Fur die Untersuchung der Transkription vdéh acetobutylicum pDK2  und
C. acetobutylicum pDK3 im Vergleich zur Vektor-KontrolleC. acetobutylicum
pSOSzero dienten Oligo-basierende DNA-Microarraysn eine vergleichende
Genexpression der Stamme zu gewadhrleisten, wurdese dunter identischen
Wachstumsbedingungen angezogen und innerhalb @echgh Wachstumsphase
geerntet. Die Expressionsdaten der logarithmischew. stationdaren Phase der
Stamme basieren auf je zwei unabhangig biologisdBeperimenten und vier
Hybridisierungsreaktionen. Es sei darauf hinzuweisdass es sich bei den
Expressionsdaten um keine absoluten Werte hanéeit. eine Ubersichtliche
Darstellung wurden die Expressionsdaten logaritbmigur Basis 2 dargestellt,
wobei eine Transkriptionsanderung um den Fakton8ne Wert von 1,5849 bzw. -
1,5849 entspricht.

3.1.6.1 Genexpressionsanalysen vorC. acetobutylicum pDK2 und
C. acetobutylicum pDK3 im Vergleich zur Vektor-Kontrolle

C. acetobutylicum pSOSzero bei logarithmischem Wachstum

Um die biochemischen Daten in den vorherigen Abstehm auf transkriptioneller
Ebene zu untersuchen, wurden die Zellen v@n acetobutylicum pDK2,
C. acetobutylicum pDK3 und der Vektor-Kontroll€. acetobutylicum pSOSzero in
je 100 ml CG-Medium mit Clarithromycin unter stefigkontrolle der optische
Dichte ¢ = 600 nm) und des pH-Wertes angezogen. Nach Eeeicder
logarithmischen Wachstumsphase (OD = 1,4-2,6) gidotlie Zellernte der Batch-
Kulturen C. acetobutylicum pDK2 (s. Abbildung 3.10 A)C. acetobutylicum pDK3
(s. Abbildung 3.10 B) undC. acetobutylicum pSOSzero (s. Abbildung 3.10 A/B).
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Die RNA wurde, wie unter 2.5.2 beschrieben, isblierd die Transkription mittels
DNA-Microarray verfolgt.
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Abbildung 3.10: Wachstumskurven fiir die Transkriptionsanalysen bei logarithmischem
Wachstum. A: Wachstum der Stamn@ acetobutylicum pDK2 (m) undC. acetobutylicum pSOSzero
(o). B: Wachstum der Stamm@. acetobutylicum pDK3 (e) und C. acetobutylicum pSOSzerdo).
Die Kulturen wurden jén 100 ml CG-Medium unter Verwendung von Clarithsmin angezogen.

Der Zeitpunkt der Zellernte der Stamme ist mit el#fines Pfeils gekennzeichnet.
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Mit den Transkriptionsanalysen v@h acetobutylicum pDK2 und C. acetobutylicum
pDK3 wéhrend des logarithmischen Wachstums drasigtedie Frage auf, welchen
Einfluss die Antisense-RNA Konstruktlange und dareesultierend die verminderte

Hydrogenase HydA Aktivitat auf das Expressionsviéenader Stamme ausubt.

Expression der Gene des fermentativen Stoffwechsels

Ein Hauptaugenmerk dieser Transkriptionsanalysechtaie sich auf den
fermentativen Stoffwechsel vo@. acetobutylicum pDK2 und C. acetobutylicum

pDK3. Die Transkriptionsdaten beider Stamme wurdiéneine Ubersichtlichere
Darstellung in zwei Graphiken zusammengestellt Alsbildung 3.11 und 3.12).
Dabei zeigten sich in Abhangigkeit der AntisenseARKonstruktlange und der
reduzierten Hydrogenase HydA Aktivitat signifikantiterschiedene hinsichtlich
der Expression von Genen der Acido- und SolventegenDie Expressionsdaten

und Annotationen der Gene sind der Tabelle 3.2nhmebmen.
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Glykolyse

1dh (1,81)
Laktat €——— Pyruvat
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CA_€2229 (-0.38) pA1B(-2.09) | pdec(2.4)
ackA4 (1,27) pta(0.73) \:/ Formiat
Acetat €—— O <----- Acetyl-COA === (O =——> Ethanol

adhE] (2,88) adhE] (2.88)

ctf4 (0.38)

thl4/ thIB (0,63 / - 0,46)
ctfB(2.1)

\%

Acetoacetat Acetoacetyl-CoA

adc (1,63) l

Aceton

ctf4 (0,38)
ctfB (2.1)

hbd/ mmgB (0,03 / 2.15)

O €

crt/fadB (-0.12 / 1,79; 1.29)

bed (- 0.55)

Gmmmm O <

Butyrat <----- O <----- Butyryl-CoA > O >  Butanol
buk (- 0,28) pth (0.26) adhE1(2.88)  bdhB(2.21)

Abbildung 3.11: Schematische Darstellung des ferméativen Stoffwechsels von

C. acetobutylicum pDK2 wahrend des logarithmischen WachstumsDie Expressionsdaten geben
das Expressionsverhaltnis der Gene vBn acetobutylicum pDK2 und der Vektorkontrolle

C. acetobutylicum pSOSzero wieder. Werte grof3er 1 entsprechen gerstarkte Genexpression in
dem Stamm C. acetobutylicum ATCC pDK2 ( —> ). Werte kleiner -1 hingegenuten auf eine
verstarkte Genexpression in Vektorkontrdlleacetobutylicum pSOSzero @ ) hin. Gene, welche
in beiden Stammen keine Expressionsanderungen igigiae sind durch einen gestrichelten Pfeil
gekennzeichnet{(-> ). Die Starke der Reaktiaiptymbolisiert die Expressionsstarke des Gens.
Zwischenprodukte im Stoffwechseb)( Es handelt sich um eine logarithmische Darstellaer

Expressionsdaten und reprasentative Einzelmessungen

Vergleichend zu Abbildung 3.11 sind die Transkopdaten voiC. acetobutylicum
pDK3 wahrend des logarithmischen Wachstums zu sghébbildung 3.12).
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Butyrat <----- O <----- Butyryl-CoA > O >  Butanol
buk (-0,58) ptb (-0,89) adhEl (2.34)  bdhB(1.67)

Abbildung 3.12: Schematische Darstellung des ferméativen Stoffwechsels von

C. acetobutylicum pDK3 wahrend des logarithmischen WachstumsDie Expressionsdaten geben
das Expressionsverhaltnis der Gene vBn acetobutylicum pDK3 und der Vektorkontrolle

C. acetobutylicum pSOSzero wieder. Werte gro3er 1 entsprechen garstarkte Genexpression in
dem Stamm C. acetobutylicum ATCC pDK3 ( —> ). Werte kleiner -1 hingegenuten auf eine
verstarkte Genexpression in Vektorkontrdlleacetobutylicum pSOSzero @& ) hin. Gene, welche
in beiden Stammen keine Expressionsanderungen igigiaze sind durch einen gestrichelten Pfeil
gekennzeichnet{-> ). Die Starke der ReaktiagigpEymbolisiert die Expressionsstarke des Gens.
Zwischenprodukte im Stoffwechseb)( Es handelt sich um eine logarithmische Darstellder

Expressionsdaten und reprasentative Einzelmessungen

Die in Abbildung 3.11 und 3.12 dargestellten Expi@ssdaten zeigten signifikante
Anderungen im Expressionsverhaltnis einzelner anAdelo- bzw. Solventogenese
beteiligter Gene auf. Im Rahmen des fermentativieffiechsels konnten drei Gene
der Oxidation von Pyruvat mit veranderter Trandkoipsstarke identifiziert werden.

Fur das Gen der Pyruvat-Decarboxylapdc) konnte eine signifikant verstarkte
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Expression inC. acetobutylicum pDK2 nachgewiesen werden, wahrend es in
dem StammC. acetobutylicum pDK3 keine Expressionsanderung aufzeigte. Dem
gegenuber stand das Gen der Pyruvat-Ferredoxine@ddktase (CA_C2229),
dessen Expressionsverhaltnis sich in beiden Stanmicahanderte. Untersuchungen
in E. coli ergaben, dass die Bildung des Radikalenzyms Pyfommiat-Lyase an
ein Aktivierungsenzym gekoppelt ist (Knappe, Newyedy et al. 1984; Wagner,
Freyet al. 1992). In der Genomsequenz v@nacetobutylicum ATCC 824 konnten
die ORF's der Pyruvat-Formiat-LyasgflB) und ihres Aktivierungsenzymf(A)
identifiziert werden Die Gengfl A undpflB, welche an der Oxidation von Pyruvat zu
Formiat und Acetyl-CoA beteiligt sind, zeigten eimerstarkte Induktion in der
Vektor-KontrolleC. acetobutylicum pSOSzero.

Die an der Acetat-p{a) und Butyratbildung ftb, buk) beteiligten Gene wiesen in
beiden Stammen keine Veranderungen seitens deegsipnsverhaltnisse auf. Das
Gen der Acetat-Kinasea¢kA) stellte dabei eine Ausnahme dar. Es zeigte in dem
Stamm C. acetobutylicum pDK2 im Vergleich zuC. acetobutylicum pDK3 eine
zweifach hohere Expression.

Im Rahmen der Genomsequenzierung konnten zwei 8ets chromosomal
lokalisierten Genen, welche an der Umsetzung voet@ecetyl-CoA zu Crotonyl-
CoA beteiligt sind, identifiziert werden (Nollindgdreton et al. 2001). Sie werden
durch die kodierende Gene der 3-Hydroxybutyryl-doéhydrogenasenbpd, mmgB)
und der Enoyl-CoA Hydratasecr{, CA_C2012, CA_C2016) vertreten. Die
Abbildung 3.11 zeigt Unterschiede hinsichtlich @pression in einem dieser Sets
(mmgB, CA_C2012) auf. Wahrend die Expression wangB undfadB (CA_C2012)

in C. acetobutylicum pDK2 signifikant verstarkt vorlag, konnten fur deiGene in
C. acetobutylicum pDK3 keine Expressionsdnderung nachgewiesen werden
Anhand der Genomsequenzierung @nacetobutylicum ATCC 824 konnten zwel
paraloge Gene der Thiolasethlf, thiB) identifiziert werden. In den
Transkriptionsanalysen vo@. acetobutylicum pDK2 undC. acetobutylicum pDK3
konnten unterschiedliche Expressionsverhalten beBine nachgewiesen werden.
Wahrend furthlA in beiden Stamme keine Anderungen hinsichtlich Ebguression
beobachtet werden konnte, zeigtéB eine erhthte Transkription indem Stamm
C. acetobutylicum pDKa3.

Fur die kodierenden Gene des Butyryl-CoA-DehydragerEtfA/B-Komplexes
konnten ebenfalls unterschiedliche Transkriptiotsda in  den Stdmmen
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C. acetobutylicum pDK2 undC. acetobutylicum pDK3 beobachtet werden. Wahrend
fur bed und etfB in beiden Stammen keine Anderungen seitens dereBsion
ermittelt werden konnten, zeig&tfA eine signifikant verstarkte Expression in dem
StammC. acetobutylicum pDK2.

Die Bildung der Losungsmittel Aceton, Butanol Htbhist inC. acetobutylicum an
die Reabsorption der produzierter Sauren Acetat Buiyrat gebunden. In
C. acetobutylicum pDK3 zeigten beide an der Reabsorption beteili@@ene ¢tfA/B)
eine signifikant verstarkte Expression, wenngleiohC. acetobutylicum pDK2
lediglich eine erhdhte Transkription vatfB ermittelt werden konnte. Des Weiteren
konnte flir das Gen der Acetoacetat-Decarboxylagie) (eine deutlich hohere
Expression in C. acetobutylicum pDK3 im Vergleich zu dem Stamm
C. acetobutylicum pDK2 nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu reigie
kodierenden Gene der Butanol- und Ethanol-Prodokt{bdhB, adhEl) ein
gleichstark signifikantes Expressionsverhalten.

Neben der Produktion von Aceton, Butanol und Eth&tdC. acetobutylicum in der
Lage mit Laktat ein weiteres reduziertes Endproduokt bilden. Die L-Laktat-
Dehydrogenase Idh) zeigte in den StdmmerC. acetobutylicum pDK2 und
C. acetobutylicum pDK3 ein unterschiedliches Transkriptionsverhalié@hrenddh

in C. acetobutylicum pDK3 nicht reguliert war, konnte fur das Gen in
C. acetobutylicum pDK2 eine signifikant verstarkte Expression nactigeen
werden. Eine Ubersicht aller dargelegten Gene ngited Annotationen und
Expressionen ist in der Tabelle 3.2 dargestelit.

- 906 -



Ergebnisse

Tab. 3.2: Expressionsverhaltnisse von Genen des feentativen Stoffwechsels in den Stammen
C. acetobutylicum pDK2 und C. acetobutylicum pDK3 bei logarithmischem Wachstum. Werte
groRer 1 entsprechen einer verstarkten Expressiaien StammerC. acetobutylicum pDK2 und
C. acetobutylicum pDK3. Werte kleiner -1 hingegen deuten auf einestéekte Expression in der

Vektor-Kontrolle C. acetobutylicum pSOSzero hin. Hierbei handelt es sich um reprateat
Einzelmessungenn.b. (nicht bestimmt) kennzeichnet Siganl-Intetsitdvon Genen, die zumeist

unterhalb der des Hintergrunds lagen und somitrdafieder gewahlten Kriterien.

ID Gen Annotation log Expressionsverhaltnis
pDK2/pSOSzero pDK3/pSOSzero

CA_C3299 bdhA  Butanol- 0,80 -0,54
Dehydrogenase A

CA_C3298 hdhB  Butanol- 2,21 1,69
Dehydrogenase B

CA _C3076 ptb Phosphat-Butyryl- 0,26 -0,89
transferase

CA_C3075 buk Butyrat-Kinase -0,28 -0,58

CA_C2873 thlA Acetyl-CoA 0,63 -0,86
Acetyltransferase

CA_C2712 crt Enoyl-CoA -0,12 -0,67
Hydratase

CA_C2711 bcd Butyryl-CoA- -0,55 n.b.
Dehydrogenase

CA C2710 «tfB Elektronen-Transfer 0,54 -0,91

Flavoprotein
B-Untereinheit

CA _C2709 etfA Elektronen-Transfer -2,18 -0,73
Flavoprotein

A-Untereinheit

CA_C2708 hbd 3-Hydroxybutyryl- 0,03 -0,39
CoA-
Dehydrogenase

CA_C2499 Pyruvat-Ferredoxin- n.b. n.b.
Oxidoreduktase

CA_C2229 Pyruvat-Ferredoxin- -0,38 -0,55

Oxidoreduktase
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CA_C2016 fadB  Enoyl-CoA 1,29 -0,25
Hydratase

CA_C2012 fadB  Enoyl-CoA 1,79 -0,19
Hydratase

CA _C2009 mmgB 3-Hydroxybutyryl- 2,15 -0,09
CoA-
Dehydrogenase

CA_C1743 ackA  Acetat-Kinase 1,27 -0,62

CA_C1742 pta Phosphat- 0,73 -0,54
Acetyltransferase

CA_C0981 pflA Pyruvat-Formiat- -1,84 0,51
Lyase

aktivierendes Enzym

CA _C0980 pflB Pyruvat-Formiat- -2,09 0,44
Lyase

CA_C0267 Idh L-Laktat- 1,81 -0,67
Dehydrogenase

CA P0165 adc Acetoacetat- 1,63 2,13
Decarboxylase

CA_P0164 ctfB Butyrat-Acetoacetat- 2,10 2,60

CoA-Transferase
(Untereinheit B)
CA_PO0163 ctfA Butyrat-Acetoacetat- 0,38 2,45
CoA-Transferase
(Untereinheit A)

CA_P0162 adhEl Aldehyd- 2,88 2,34
Dehydrogenase

CA_P0078 thiB Acetyl-CoA -0,46 1,03
Acetyltransferase

CA_P0035 adhE2 Aldehyd-Alkohol- 0,16 -0,20
Dehydrogenase

CA_P0025 pdc Pyruvat- 2,4 0,17
Decarboxylase

-08 -



Ergebnisse

Expression von Genen verschiedener Transportsysteme

Die Zuckerverwertung irC. acetobutylicum ist an verschiedene Transportsysteme
der Zelle gebunden (NOlling, Bretaat al. 2001). Das Phosphotransferase-System
(PTS) stellt den Haupttransport-Mechanismus fur I&ohydrat-Substrate in
solventogenen Bakterien dar und ist gleichzeitignegi der wichtigsten
regulatorischen Systeme der Zelle (z.B. fur KohieifisKataboliten-Repression
CCR). Mit Hilfe bioinformatischer Analysen gelang, €3 putative PTS Enzym I
Systeme nachzuweisen (No6lling, Bretenal. 2001) (Mitchell & Tangney, 2005).
Eines dieser identifizierten Phosphotransferaseéefys ist das Fruktose-PTS
(s. Abbildung 3.13), dessen Gene von einem Opef@A C0231-CA C0234)
kodiert werden (Servinsky, Kiet al. 2010).

A 4
VvV
\ 4

CA_C0231 : »,  CA_C0233 CA_C0234

fiuB

Abbildung 3.13: Chromosomale Anordnung des Fruktoséperon. Erlauterung siehe Text.

In dem StammC. acetobutylicum pDK2 zeigten die Gene des DeoR-ahnlichen
Transkriptionsregulators (CA_C0231) und der 1-Pho$pktokinase (CA_C0232)
eine signifikant verstarkte Expression. Die Genesgpionen derdownstream
lokalisierten PTS EnzymllA- (CA_C0233) und PTS EmiBC-Komponenten
(CA_C0234) verminderten sich jedoch um ein Viellesghund wiesen keine
Expressionsdnderungen unter gewéhlten Bedingungen a

Ein weiteres Substrat-spezifisches Transportsygtedas Laktose-PTS. Es wird von
zwei Transkriptionseinheiten (CA_C2964-CA _C2963; ©R966-CA _C2965)
kodiert und verfugt neben der 6-PhosghbD-Galaktosidase und eines DeoR-
ahnlichen Transkriptionsregulators Uber zwei Enzym (EIl) Komponenten.
WahrendacE (CA_C2964) undacR (CA_C2966) eine verstarkte Transkriptiondem
StammC. acetobutylicum pDK2 aufzeigten, konnten Veranderungen hinsichttier
Expression bei den GenéscG (CA_C2963) undacF (CA_C2965) nicht detektiert
werden.

Neben dem Vorhandensein verschiedener Zucker-sgEmf Phosphotransferase-
Systeme, verfugt die Zelle Uber weitere Nichtphosplerungs-abhangige
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Transportsysteme. Ein putativer Xylulose:Protonemsyrter zeigte eine verstarkte
Expression in dem Stam@ acetobutylicum pDK2.

Fur die Gene des Fruktose- (CA_C0231-CA_C0234)lLaidose-PTS (CA_C2964-
CA C2963; CA C2966-CA C2965) sowie fur den putativg/lulose:Protonen-
symporter konnten inC. acetobutylicum pDK3 keine erhdhten Expressionen
nachgewiesen werden (s. Anhang Tabelle 7.6).

Die ABC-Transporter stellen eine weitere Mogliclikdar unter ATP-Verbrauch
einzelne Zucker und lonen in die Zellen zu UbedahrAnhand der Genomanalyse
von C. acetobutylicum ATCC 824 konnte ein Zucker ABC-Transportsystengsea
Gene in einem Operon (CA _C0662-CA _CO0667) orgartisgnd, identifiziert
werden. Die Expressionsdaten dieser Gene zeigtemliaiee Unterschiede auf.
Wahrend die Gene CA_C0662, CA_C0663, CA_C0666 uUhd@D667 eine erhdhte
Transkription in den Stamme@. acetobutylicum pDK2 und C. acetobutylicum
pDK3 aufwiesen, konnten fir CA_C0664-CA_C0665 kdixpressionsanderungen
nachgewiesen werden.

Neben dem Zucker-Transport wird gleichermalRen dandport von lonen durch
ABC-Transporter in die Zelle gewéhrleistet. In d8tammC. acetobutylicum pDK3
zeigten die Gene eines Kalium ABC-Transporters (C2680-CA_C3682) und jene
eines Natrium ABC-Transportsystem (CA_C3550-CA_355eine erhohte
Induktion. Gleiches konnte fir ein Operon eines AB@nsporters, dessen
Verantwortung in der Aufnahme von Phosphat lieggolachtet werden
(s. Abbildung 3.14).

In den Transkriptionsanalysen v@nacetobutylicum pDK2 zeigten jene Gene keine

er6hten Expressionen.

CA_C1705 CA_C1706 CA_C1707 CA_C1708 phoU

Abbildung 3.14: Schematische Darstellung eines puigen Operons zur Phosphat-Aufnahme in

C. acetobutylicum.

Die Expressionsdaten und Funktionen der einzelneansportsysteme sind der

Tabelle 7.6 im Anhang zu entnehmen.
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Expression von Genen deQuorum sensing und der Sporulation

Quorum sensing ist ein Mechanismus, bei dem bakterielle Poputatio die
Genexpression als Antwort auf die Zelldichte koorelit kontrollieren (Fuqua,
Winans et al. 1994). In Saphylococcus aureus konnte einagr Quorum sensing
System identifiziert werden, das die globale Reguta einer Reihe von
Virulenzgenen vermittelt (Novick 2003). Anhand voBequenzvergleichen
verschiedener Clostridien Stamme via BLAST auf Aos#éureebene lie3en sich
Homologien inC. acetobutylicum ATCC 824 zumagr Locus in Staphylococcus
aureus identifizieren (Cooksley, Daviet al. 2010). Die ORF's eines Genregulator-
Proteins &grB) und einesAutoinducer Peptids &grD) sind upstream von den Genen
einer Histidin-Sensor KinaseadrC) und eines Response-Regulators &grA)
lokalisiert (s. Abbildung 3.15).

\/7

i > |
agrB — agrC
|

agrD agrA

\/7

Abbildung 3.15: Schematische Darstellung deagr Locus in C. acetobutylicum. Erlauterung siehe
Text.

In dem StamntC. acetobutylicum pDK2 konnte sowohl fiir das Gen eines Regulator-
Proteins &grB) als auch fur das einésutoinducer Peptids &grD) eine signifikant
verstarkte Expression nachgewiesen werden. Eindi@sl Expressionsniveau ware
fur die Gene der Histidin-Sensor KinasgrC) und desResponse-Regulators ggrA)

zu erwarten, doch tatsachlich konnten keine Vendmdgen seitens der Expressionen
dieser Gene ermittelt werden.

Wahrend die Rolle deQuorum sensing in der Initiation der Sporulation iBacillus
subtilis gut untersucht ist (Pottathil and Lazazzera 208&)eint die Zelldichte allein
nicht ausreichend fur Aktivierung dieses Prozesgas sein. In Clostridium
sporogenes und Clostridium botulinum konnte hingegen gezeigt werden, dass das
agrBD-abhéangigeQuorum sensing System und demzufolge die Zelldichte eine
entscheidende Rolle zu Beginn der Sporulation sf@oksley, Davist al. 2010).
Auch in C. acetobutylicum wére eine Korrelation zwischen deagr-abhangigen

Quorum sensing System und der Aktivierung der Sporulation denkl&o zeigten
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Gene der Sporulations-bezogenen Sigma FaktorendFQurisigF, sigG), deren
Verantwortung in der Kontrolle friher SporulatioBeeignisse liegt (Tomas, Alsaker
et al. 2003), eine erhdhte Expression in dem Sta@macetobutylicum pDK2. Ein
ahnliches Verhalten konnte fir das Gen des SpoOdul&ers (CA_P0177)
beobachtet werden.

Im Vergleich dazu sind die Transkriptionsanalyses &tamme€. acetobutylicum
pDK3 zu sehen. Wéhrend die Gene dgisLocus (CA_C0078-CA_C0081) und der
Sporulations-bezogenen Sigma Faktoren F undi@-,(sigG) keine Expressions-
anderungen zeigten, konnten fir die kodierendeneGkn Sporenhulleotd, cotF
und CA_CO0686 eine signifikant verstarkte Expressimaichgewiesen werden. Ein
ahnliches Transkriptionsverhalten konnte fiir eines paralogens®-abhangigen
SpoVT-Gene (CA_C3214) und fur das Gen eines klefdauare-l6slichen Sporen-
Proteins §spA) ermittelt werden.

Die Expressionsdaten und Annotationen der besamib Gene sind in der Tabelle

7.7 im Anhang dargestellt.

Expressionen von Elektronentransport-Proteinen undHydrogenasen

Neben dem Bcd-EtfA/B-Komplex (s. Tabelle 3.2), @es®ehydrogenase Aktivitat
von beiden Untereinheiten des Elektronen-transfemagen Flavoproteins abhéangig
ist (Boynton, Bennetkt al. 1996), verfugtC. acetobutylicum Uber eine weitere
FAD/FMN-enthaltende Dehydrogenase mit den und B-Untereinheiten des
Elektronen-Ubertragenden Flavoproteins (CA_C2542-C2644). Der Enzym-
Komplex, dessen explizite Funktion im Stoffwechseth unbekannt ist, zeigte eine
signifikant erhohte Expression im Stam@. acetobutylicum pDK2. In den
Transkriptionsanalysen vog€. acetobutylicum pDK3 konnte indes eine erhothte
Expression der Gene CA_C2542-CA _C2544 in der VeKuntrolle
C. acetobutylicum pSOSzero nachgewiesen werden. Mit der Genom-Seigueng
von C. acetobutylicum konnten funf Ferredoxine identifiziert werden (N,
Breton et al. 2001). Die Gene zweier Ferredoxin (CA303; CA_C0105) zeigten in
den Transkriptionsanalysen vdh acetobutylicum pDK2 eine signifikant erhéhte
Expression in der Vektor-KontrolleC. acetobutylicum pSOSzero. Dieses
Expressionsverhalten der Gene veranderte sich zurail Tin  den

Transkriptionsanalysen vol. acetobutylicum pDK3 (s. Tabelle 3.3). Fur ein
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weiteres Ferredoxin-Gen (CA_C3527) und ein Flavtgino(CA_C0587) konnte in
dem StammC. acetobutylicum pDK2 eine erhdhte Induktion beobachtet werden.
C. acetobutylicum verfugt Uber 2 weitere Ferredoxine (CA_C0075, CB6£1). In
den Transkriptionsanalysen der Stamm@. acetobutylicum pDK2 und

C. acetobutylicum pDK3 konnten jedoch keine Expressionen dieser Genettelt
werden, da ihre Signal-Intensitaten zumeist untbrbar des Hintergrunds verblieb
(s. Tabelle 3.3).

Die Genomanalyse vol. acetobutylicum identifizierte drei Hydrogenasen. Die
[FeFe]-HydrogenaserhydA, hydB) katalysieren die Reduktion von Protonen und
sind hauptsachlich fur dieHProduktion in der Zelle verantwortlich. Fiur die rige
hydA, hydB, mbhL undmbhS ([NiFe]-Hydrogenasen) war es jedoch nicht mdglith
den Transkriptionsanalysen vo@. acetobutylicum pDK2 die Expressionsdaten
logarithmiert zur Basis 2 auszudricken, da ihren&8intensitat unterhalb der
Hintergrund-Aktivitdt lag. Ein &hnliches Expressswarhalten konnte in den
Transkriptionsanalysen vorC. acetobutylicum pDK3 beobachtet werden. Die
Expressionsdaten und Annotationen der aufgezei@ene sind vergleichend in
Tabelle 3.3 aufgefthrt.

Tab. 3.3: Expressionsverhéltnisse von Genen des Eilmnentransports und der Hydrogenasen.
Werte gréRer 1 entsprechen einer verstarkten Esjpresn den Stamme@. acetobutylicum pDK2
und C. acetobutylicum pDK3. Werte kleiner -1 hingegen deuten auf einestéekte Expression in der
Vektor-Kontrolle C. acetobutylicum pSOSzero hin. Hierbei handelt es sich um reprateat
Einzelmessungenn.b. (nicht bestimmt) kennzeichnet Siganl-Intensitdvon Genen, die zumeist

unterhalb der des Hintergrunds lagen und somitrdafieder gewahlten Kriterien.

ID Gen  Annotation log Expressionsverhaltnis
pDK2/pSOSzero pDK3/pSOSzero
CA _C0028 hydA Hydrogenase n.b. -0,25
CA _C0075 Ferredoxin n.b. 0,61
CA C0105 Ferredoxin -1,10 0,61
CA _C0303 Ferredoxin -3,13 -2,69
CA_C0587 Flavoprotein 3,03 0,37
CA_C2542 FAD/FMN- 2,43 -1,05
enthaltende
Dehydrogenase
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CA_C2543 efA  Elektronen-Transfer 2,19 -1,23
Flavoprotein A-
Untereinheit

CA _C2544 efB  Elektronen-Transfer 2,10 -1,51
Flavoprotein B-
Untereinheit

CA _C3230 hydB Hydrogenase n.b. n.b.
Untereinheit

(Ferredoxin)

CA_C3527 Ferredoxin 1,12 n.b.

CA _C3621 Ferredoxin n.b. n.b.

CA P0141 mbhS Hydrogenase n.b. n.b.
Untereinheit (klein)

CA P0142 mbhL Hydrogenase n.b. n.b.

Untereinheit (grof3)

Expression verschiedener Gene

Eisen stellt einen wesentlichen Bestandteil vorlemieEnzymen dar. So bendétigt
beispielsweise die Acetoacetat-Decarboxylase (Aflsgn fur die Aceton-Bildung
(Westheimer, 1963). IE. coli wurde ein System zur anaeroben Aufnahme von Eisen
(feo) charakterisiert (Kammler, Schas al. 1993). Mit Hilfe von Genomanalysen
gelang es, ein putativédso Operon (CA_C1029-CA_C1031) i@. acetobutylicum,
bestehend aus zwei orthologen FeoA-Proteinen umel éieoB-ahnlichen GTPase,
zu identifizieren. Sowohl fir die Gene der orth@nd-eoA-Proteine als auch fir die
FeoB-ahnliche GTPase konnte eine erhoéhte Trangkmipin dem Stamm
C. acetobutylicum pDK2 nachgewiesen werden. Zwei Gene eines putatiieen-
Transport Operons (CA_C1989-CA _C1990) zeigten indaeg eine leichte
Expression unter genannten Bedingungen (s. TabB&|eAnhang).

Neben den Genen fir die Eisen-Aufnahme bzw. —Tatsp zeigte ein putatives
Operon zur Zellstabilitdt eine signifikant verst&kExpression in dem Stamm
C. acetobutylicum pDK2. Ein SlLayer (surface-layer) ist eine proteinhaltige
zweidimensionale parakristalline Schicht, welche @berflache vegetativer Zellen
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umgibt. Sie dient als molekulares Sieb und Ubtgktbte Funktionen gegeniber
verschiedensten Faktoren aus. Dabei kann sie @iznsterial Liposomen und
einzelne Lipide enthalten (Sara and Sleytr 2000).LEpoprotein und ein putatives
Slayer Protein ausC. acetobutylicum sind als putatives Operon aufgefihrt. In
C. acetobutylicum pDK2 konnten fiur die Gene des Lipoproteins (CA_$8)0und
des putativen Slayer Proteins (CA_P0057) eine verstarkte Transkription
nachgewiesen werden.

Die in diesem Abschnitt aufgefihrten Gene zeigtedam Stamn€. acetobutylicum
pDK3 keine erhdhten Expressionen. Die Expressidesdand Annotation der Gene

sind der Tabelle 7.8 des Anhangs zu entnehmen.

3.1.6.1.1 Analyse der Fermentationsprodukte vog. acetobutylicum pDK2
und C. acetobutylicum pDK3 wahrend des logarithimischen

Wachstums

Mit der Untersuchung des Transkriptionsverhaltees $tammeC. acetobutylicum
pDK2 und C. acetobutylicum pDK3 basierend auf DNA-Microarrays folgte eine
vergleichende Analyse der Fermentationsproduktesaven den Stammen mit
reduzierter Hydrogenase HydA  Aktivitat und der \@Kkontrolle
C. acetobutylicum pSOSzero. Fir die Verifizierung der transkriptidere Daten auf
biochemischer Ebene dienten zum einen die Kultusiiede der Stamme
C. acetobutylicum pDK2 und C. acetobutylicum pSOSzero zu vergleichbaren
optischen Dichten der logarithmischen WachstumsplisisAbbildung 3.16 A) und
zum anderen die Kulturiberstdnde zum Zeitpunkt dallernte fir die
Transkriptionsanalysen vof. acetobutylicum pDK3 (s. Abbildung 3.10 B und
Abbildung 3.16 B).
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Abbildung 3.16: Quantitative Analyse der Fermentabonsprodukte wahrend des

logarithmischen Wachstums. A: Dargestellt sind die Konzentrationen der Fermemaprodukte
von C. acetobutylicum pDK2 (ODsg = 0,78) undC. acetobutylicum pSOSzero (OEo = 0,9) zu
vergleichenden optischen Dichteér. Dargestellt sind die Konzentrationen der Fermemaprodukte
von C. acetobutylicum pDK3 undC. acetobutylicum pSOSzero zum Zeitpunkt der Zellernte fir die
Transkriptionsanalysen. Ausgehend von je 100 mINIg&Hum mit Clarithromycin versehener Batch-
Kultur wurden die Fermentationsprodukte Ethanohygarzer Balken), Aceton (hellgrauer Balken),
Acetat (weil3er Balken), Butanol (mittelgrauer Balkeind Butyrat (dunkelgrauer Balken) zu den

angegebenen Zeitpunkten bestimmt. Es handelt gg&chdi um eine représentative Einzelmessung.
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Mit Hilfe der biochemischen Analyse der Fermentagjrodukte konnten die
Expressionsdaten vereinzelter Gene des fermentati@effwechsels in den
StammenrC. acetobutylicum pDK2 undC. acetobutylicum pDK3 verifiziert werden.
So konnte bei genauerer Betrachtung der Abbildunip 3A eine vermehrte
Produktion der solventogenen Lésungsmittel mit 988 Ethanol und 0,74 mM
Butanol in dem Stamr@. acetobutylicum pDK2 im Vergleich zur Vektor-Kontrolle
C. acetobutylicum pSOSzero mit 17,25 mM Ethanol und 0,54 mM Butanol
nachgewiesen werden. Die signifikant verstarkteprésssionen der GeraslhEl
undbdhB in den Transkriptionsanlysen v@h acetobutylicum pDK2 (s. Tabelle 3.2)
werden durch die frihe Anh&aufung der solventogei@sungsmittel Ethanol und
Butanol bestatigt. Die dreifache Expression dmic Gens in dem Stamm
C. acetobutylicum pDK2 im Vergleich zur Vektor-KontrolleC. acetobutylicum
pSOSzero lasst eine kontinuierliche SteigerungAteton-Konzentration erwarten.
Tatséchlich  konnten nur geringen Konzentrationens dsolventogenen
Losungsmittels detektiert werden. Hier ist vernultlider Beginn der Aceton-
Produktion und die Tatsache, dass nur sehr werigee8 im Medium vorlagen, die
aufgenommen und zu Butanol umgewandelt werden k@naasschlaggend flr
dessen Expressionsverhalten. Die Transkriptiongaeal von C. acetobutylicum
pDK2 zeigten eine zweifache Induktion des Acetatdse GenackA, wahrend fir
das Gen der Butyrat-Kinaséuk) keine Expressionsdnderung beobachtet werden
konnte. Die ermittelten Konzentrationen der acidmye Fermentationsprodukte
bestatigen teilweise dieses Expressionsverhalten.

Mit Betrachtung der Abbildung 3.16 B wird eine veimte Produktion der
solventogenen Losungsmittel mit 18,04 mM Ethan@60nM Aceton und 2,36 mM
Butanol von C. acetobutylicum pDK3 im Vergleich zur Vektor-Kontrolle
C. acetobutylicum pSOSzero mit 17,35 mM Ethanol, 0,45 mM Aceton QD mM
Butanol ersichtlich. Diese Beobachtung korrelient ater signifikant verstarkten
Expression der GenadhEl, adc und bdhB unter verminderter Hydrogenase HydA
Aktivitat. Demgegenuber ist die Produktion acidogefrermentationsprodukte zu
sehen. Fiur die Stamn@ acetobutylicum pDK3 undC. acetobutylicum pSOSzero
konnten vergleichbare Mengen Acetat und Butyrat iteeth werden. Dieses
Fermentationsverhalten steht in Korrelation zu Bgpressionsdaten der GeagkA
und buk, deren Transkription sich unter den vorherrschenBedingungen nicht

anderte.
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3.1.6.1.2 Bestimmung der Glukose-Konzentration in Kulturen von
C. acetobutylicum ATCC pDK3 und C. acetobutylicum pSOSzero

wahrend des logarithmischen Wachstums

Fur die quantitative Analyse der Glukose-Konzemrazum Zeitpunkt der Zellernte
beider Stamme (s. Abbildung 3.10 B) wurden die Huilberstande, wie unter 2.8.2
beschrieben, enzymatisch untersucht. Als Kontraliente reines CG-Medium.
Anhand der Untersuchung konnten Unterschiede Hitimh der Glukose-

Verwertung beider Stamme beobachtet werden (s.|doty 3.17).

60

50

40 A

30

20

Konzentration [g/l]

10 +

O T T T
CG-Medium  pSOSzero pDK3

Abbildung 3.17: Quantitative Analyse der Glukose-Kmzentration von C. acetobutylicum pDK3
und C. acetobutylicum pSOSzero.Dargestellt sind die Glukose-Konzentrationen voimee CG-
Medium (grauer Balken) und den Kulturiiberstdnde @racetobutylicum pSOSzero (hellgrauer
Balken) undC. acetobutylicum pDK3 (weiler Balken) zum Zeitpunkt der Zellerribée enzymatische
Messung jeder Probe wurde dreifach durchgefiihrtdandVittelwert bestimmt. Erlauterung im Text.

Mit Betrachtung der Abbildung 3.17 werden Unterede seitens des Glukose-
Verbrauches ersichtlich. Wahrerd. acetobutylicum pDK3 zum Zeitpunkt der
Zellernte eine Glukose-Konzentration von 37,07agfwies, konnte fur die Vektor-
Kontrolle C. acetobutylicum pSOSzero eine Konzentration von 35,49 g/l erntittel

werden. Der héhere Glukose-Verbrauch ¥@nacetobutylicum pSOSzero geht mit
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der Induktion eines kodierenden Gens der Glukos& RICBA-Komponente
(CA_CO0570) einher (s. Tabelle 7.6, Anhang).
Die Glukose-Konzentration des Stammes acetobutylicum pDK2 wurde in der

logarithmische Wachstumsphase leider nicht bestimmt

Mit den Transkriptionsanalysen, den Untersuchunden Fermentationsprodukte
und der Bestimmung der Glukose-Konzentration @racetobutylicum pDK2 und
C. acetobutylicum pDK3 bei logarithmischen Wachstum drangte sichRisge auf,
welchen Einfluss eine reduzierte Hydrogenase HydAvitat auf die Genexpression
und Produktion acidogener und solventogener Femtiensprodukte wahrend des
stationdren Wachstums ausitiben wirde. Um dieseestalying nachzugehen, galt
es das Transkriptions- und Fermentationsverhatiemesden Glukose-Verbrauch der
Stdamme C. acetobutylicum pDK2 und C. acetobutylicum pDK3 wahrend des

stationaren Wachstums zu untersuchen.

3.1.6.2 Genexpressionsanalysen vorC. acetobutylicum pDK2 und
C. acetobutylicum pDK3 im Vergleich zur Vektor-Kontrolle
C. acetobutylicum pSOSzero bei stationaren Wachstum

Fur eine vergleichende Genexpressionsanalyse zawvischden Stadmmen
C. acetobutylicum pDK2, C. acetobutylicum pDK3 und der Vektor-Kontrolle
C. acetobutylicum pSOSzero wurden die Zellen der Stamme in je 100C@&kH
Medium mit Clarithromycin angezogen. Unter stetigentrolle der optische Dichte
(A = 600 nm) und des pH-Wertes erfolgte die Zellertte Batch-Kulturen von
C. acetobutylicum pDK2 (s. Abbildung 3.18 A),C. acetobutylicum pDK3
(s. Abbildung 3.18 B) und der Vektor-Kontroll€. acetobutylicum pSOSzero
(s. Abbildung 3.18 A/B) innerhalb der stationaremadhNstumsphase (OD = 4,4-6,1).
Die RNA wurde wie unter 2.5.2 beschrieben, isoliertd die Transkription mittels

DNA-Microarray verfolgt.
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Abbildung 3.18: Wachstumskurven fur die Transkriptionsanalysen bei stationarem Wachstum.
A: Wachstum der Stamme€. acetobutylicum pDK2 (m) und C. acetobutylicum pSOSzero(o).
B: Wachstum der Stamnm@. acetobutylicum pDK3 (e) und C. acetobutylicum pSOSzerdo). Die
Kulturen wurden jan 100 ml CG-Medium unter Verwendung von Clarithgaim angezogen. Der

Zeitpunkt der Zellernte der Stamme ist mit Hilfees Pfeils gekennzeichnet.
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Expression der Gene des fermentativen Stoffwechsels

Der Fokus des Interesses der durchgefihrten Tiptiskisanalysen lag auf den
Genen des fermentativen Stoffwechsels der Sta@maeetobutylicum pDK2 und

C. acetobutylicum pDK3. Fur eine ubersichtliche Darstellung wurdeme d
Transkriptionsdaten aus der stationdren Wachstuasgpbeider Stamme in zwei
Graphiken zusammengestellt (s. Abbildung 3.19 ur2D)3 In Abhangigkeit der
Antisense-RNA Konstruktlange und der reduzierterdidgenase HydA Aktivitat
konnten signifikante Anderungen der Expression v®aenen der Acido- und
Solventogenese nachgewiesen werden. Die Expredaimmsund Funktionen aller

Gene sind der Tabelle 3.4 zu entnehmen.
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Butyrat <----- O <——e Butyryl-CoA > O >  Butanol
buk (- 0,19) ptb(-1,01) adhE1(1.89)  bdhd (1.05)

bdhB (1,54)

Abbildung 3.19: Schematische Darstellung des ferméamtiven Stoffwechsels von

C. acetobutylicum pDK2 bei stationdrem Wachstum. Die Expressionsdaten geben das
Expressionsverhéltnis der Gene vo@. acetobutylicum pDK2 und der Vektorkontrolle

C. acetobutylicum pSOSzero wieder. Werte gro3er 1 entsprechen garstarkte Genexpression in
dem Stamm C. acetobutylicum ATCC pDK2 ( —> ). Werte kleiner -1 hingegenutin auf eine
verstarkte Genexpression in Vektorkontrdlleacetobutylicum pSOSzero@ ) hin. Gene, welche
in beiden Stammen keine Expressionsanderungen igigiaze sind durch einen gestrichelten Pfeil
gekennzeichnet-(-> ). Die Stérke der Reaktiaiptymbolisiert die Expressionsstérke des Gens.
Zwischenprodukte im Stoffwechseb)( Es handelt sich um eine logarithmische Darstellaer

Expressionsdaten und reprasentative Einzelmessungen

Vergleichend zu der Abbildung 3.19 sind die Traisionsdaten des Stammes
C. acetobutylicum pDK3 bei stationarem Wachstum zu betrachten (s.iléinbhg
3.20).
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Butyrat <----- O <----- Butyryl-CoA ------ > O —> Butanol
buk (-0,57) ptb (-0.43) adhE1(0.09)  bdhB(1.28)

Abbildung 3.20: Schematische Darstellung des ferméativen Stoffwechsels von

C. acetobutylicum pDK3 bei stationdarem Wachstum. Die Expressionsdaten geben das
Expressionsverhéltnis der Gene vo@. acetobutylicum pDK3 und der Vektorkontrolle

C. acetobutylicum pSOSzero wieder. Werte grof3er 1 entsprechen garstarkte Genexpression in
dem Stamm C. acetobutylicum ATCC pDK3 ( —> ). Werte kleiner -1 hingegenuten auf eine
verstarkte Genexpression in Vektorkontrdlleacetobutylicum pSOSzero@ ) hin. Gene, welche
in beiden Stammen keine Expressionsanderungen igigiae sind durch einen gestrichelten Pfeil
gekennzeichnet-(-> ). Die Starke der ReaktiagikpBymbolisiert die Expressionsstarke des Gens.
Zwischenprodukte im Stoffwechseb)( Es handelt sich um eine logarithmische Darstellaer

Expressionsdaten und reprasentative Einzelmessungen

An Oxidation von Pyruvat sind i€. acetobutylicum drei verschiedene Enzyme
beteiligt. Die Pyruvat-Decarboxylase setzt PyriaaCQ, und Acetaldehyd um. Das
kodierende Genpdc zeigte in den StammerC. acetobutylicum pDK2 und

C. acetobutylicum pDK3 ein ahnlich starkes Expressionsniveau. In kasttdazu
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sind die Transkriptionsdaten der Pyruvat-Formiagde pfIB) und ihres
AktivierungsenzymsflA) zu sehen. WahrengflB und pflA in C. acetobutylicum
pDK2 keine Anderungen seitens ihrer Expressiondwiasen, konnte fir beide
Gene in den Transkriptionsanalysen v@nacetobutylicum pDK3 eine signifikant
verstarkte Expression in der Vektor-Kontralle acetobutylicum pSOSzero ermittelt
werden. Die Spaltung von Pyruvat zu Acetyl-CoA u@@, durch die Pyruvat-
Ferredoxin-Oxidoreduktase stellt den Haupt-Weg @gidation von Pyruvat dar.
Das kodierende Gen CA_C2229 zeigte sowohl im Stanm@cetobutylicum pDK2
als auch im Stamr@. acetobutylicum pDK3 keine Expressionsanderung.

Im Gegenzug dazu unterschieden sich die an derafcéizw. Butyratbildung
beteiligten Gene in den Stammen acetobutylicum pDK2 und C. acetobutylicum
pDK3 hinsichtlich ihrer Expression. Wahrepth eine zweifach hohere Expression
in dem StammC. acetobutylicum pDK2 aufwies, konnte fir das Gen in
C. acetobutylicum pDK3 keine Expressiondnderung nachgewiesen weiariiber
hinaus zeigtegptb in den Transkriptionanalysen vdh acetobutylicum pDK2 eine
zweifache hohere Expression in der Vektor-Kontr@leacetobutylicum pSOSzero.
Im Unterschied dazu konnte fiptb in dem StamnC. acetobutylicum pDK3 keine
Anderung der Expression nachgewiesen werden. Hilichles Expressionsverhalten
zeigten die kodierenden Gene der Acetat- bzw. Btkyrase §ckA, buk) in beiden
Stammen.

Im Kontrast dazu sind die Transkriptionsdaten deralmgen Gené&lA undthiB zu
sehen. Wahrend fur das chromosomal lokalisi¢ght@ in beiden Stdmme keine
Anderung seitens der Expression beobachtet werdemté, zeigte das auf dem
Megaplasmid pSOL1 lokalisiert¢hiB eine signifikant verstarkte Transkription
C. acetobutylicum pDK2.

Mit Hilfe der Genomsequenzierung va@ acetobutylicum konnten zwei Sets von
chromosomal lokalisierten Genen, welche an der thusg von Acetoacetyl-CoA
zu Crotonyl-CoA beteiligt sind, identifiziert wendgNOolling, Bretonet al. 2001).
Fur die kodierende Gene der 3-Hydroxybutyryl-CoAehpdrogenasehbd, mmgB)
und der Enoyl-CoA Hydrataser{, CA C2012, CA C2016) konnten verschiedene
Expressionsdaten in den Stamn@nacetobutylicum pDK2 und C. acetobutylicum
pDK3 ermittelt werden. Wéahrend die Geas, CA_C2012, CA_C2016 in beiden
Stamme keine Expressions-anderungen aufwiesen, tezelgpd in der

Transkriptionsanalysen vo@. acetobutylicum pDK2 eine erhohte Induktion in der
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Vektor-Kontrolle C. acetobutylicum pSOSzero. Im Gegensatz dazu zeigiegB
eine deutlich erh6hte Expression in dem Sta@macetobutylicum pDKS3.

Fir die kodierenden Gene des Bcd-EtfA/B-Komplex rken in den
Transkriptionsanalysen vo@. acetobutylicum pDK2 und C. acetobutylicum pDK3
ahnliche Expressionsdaten ermittelt werden. DidktEdaen-ubertragenden und -
Untereinheiten eines Flavoproteinafd, etfB) zeigten in beiden Transkriptions-
analysen eine erhdhte Expression in der Vektor#oiet C. acetobutylicum
pSOSzero, wenngleich fliocd keine Expressionsanderungen beobachtet werden
konnten.

Der OrganismusC. acetobutylicum ist durch die Expression der GenoiA/B zur
Reabsorption der produzierten Sauren Acetat, Bubgtihigt. Aus diesen entstehen
die solventogenen Ldsungsmittel Ethanol, Butanal &eeton. Die Gene dewl-
OperonsadhEl, ctfA und ctfB zeigten eine signifikant verstarkte Expressiomiém
StammC. acetobutylicum pDK2. Ein ahnliches Expressionsverhalten konntedis
Gen der Acetoacetat-Decarboxylaseld) dokumentiert werden. Wahrend fédc
eine signifikant verstarkte Expression in dem Star@macetobutylicum pDK2
nachgewiesen werden konnte, lag das Gen in demn$tanacetobutylicum pDK3
lediglich zweifach induziert vor. Fur das kodierendGen der Butanol-
DehydrogenasebdhB sowie fiir CA_P0059 konnten gleichstark signifikante
Expressionen in beiden Stamme beobachtet werden.

Die Reduktion von Pyruvat zu L-Laktat wird von defLaktat-Dehydrogenase
katalysiert. Das Genldh zeigten in den Transkriptionsanalysen von
C. acetobutylicum pDK3 eine erhohte Induktion in der Vektor-Kontrolle
C. acetobutylicum pSOSzero. Fitdh konnte indes in den Transkriptionsanalysen
von C. acetobutylicum pDK2 keine Expression ermittelt werden, da die Skgn
Intensitat unterhalb der Hintergrund-Aktivitat lag.

Die Expressionen und Annotationen sind der Tal%#lezu entnehmen.
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Tab. 3.4: Expressionsverhaltnisse von Genen des feentativen Stoffwechsels in den Stammen

C. acetobutylicum pDK2 und C. acetobutylicum pDK3 bei stationarem Wachstum.Werte gréRer 1

entsprechen einer verstarkten Expression in dem8é&n C. acetobutylicum pDK2 und

C. acetobutylicum pDK3, wohingegen Werte kleiner -1 auf eine veldBiEXpression in der Vektor-

Kontrolle C. acetobutylicum pSOSzero deuten.

Hierbei handelt es sich um reptditsve

Einzelmessungenn.b. (nicht bestimmt) kennzeichnet Siganl-Intetsitdvon Genen, die zumeist

unterhalb der des Hintergrunds lagen und somitrdafieder gewahlten Kriterien.

ID Gen Annotation log Expressionsverhaltnis
pDK2/pSOSzero pDK3/pSOSzero

CA C3299 bdhA  Butanol- 1,05 0,41
Dehydrogenase A

CA_C3298 hdhB  Butanol- 1,54 1,28
Dehydrogenase B

CA _C3076 ptb Phosphat-Butyryl- -1,01 -0,43
transferase

CA_C3075 buk Butyrat-Kinase -0,19 -0,57

CA_C2873 thlA Acetyl-CoA -0,17 -0,78
Acetyltransferase

CA_C2712 crt Enoyl-CoA -0,01 -0,46
Hydratase

CA_C2711 bcd Butyryl-CoA- -0,57 n.b.
Dehydrogenase

CA C2710 «tfB Elektronen-Transfer -0,65 -1,65
Flavoprotein
B-Untereinheit

CA _C2709 etfA Elektronen-Transfer -1,09 -1,39
Flavoprotein
A-Untereinheit

CA_C2708 hbd 3-Hydroxybutyryl- -0,29 -1,40
CoA-
Dehydrogenase

CA_C2499 Pyruvat-Ferredoxin- n.b. n.b.
Oxidoreduktase

CA_C2229 Pyruvat-Ferredoxin- -0,68 -0,88

Oxidoreduktase
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CA C2016 fadB Enoyl-CoA 0,53 0,41
Hydratase

CA_C2012 fadB  Enoyl-CoA -0,01 0,95
Hydratase

CA _C2009 mmgB 3-Hydroxybutyryl- 0,29 1,20
CoA-
Dehydrogenase

CA _C1743 ackA  Acetat-Kinase 0,80 0,28

CA_C1742 pta Phosphat- 1,04 0,85
Acetyltransferase

CA_C0981 pflA Pyruvat-Formiat- 0,86 -3,21
Lyase

aktivierendes Enzym

CA _C0980 pflB Pyruvat-Formiat- n.b. -3,42
Lyase

CA_C0267 Idh L-Laktat- n.b. -2,13
Dehydrogenase

CA P0165 adc Acetoacetat- 2,96 1,05
Decarboxylase

CA P0164 ctfB Butyrat-Acetoacetat- 1,04 -1,04

CoA-Transferase
(Untereinheit B)
CA P0163 ctfA Butyrat-Acetoacetat- 1,39 0,35
CoA-Transferase
(Untereinheit A)

CA_P0162 adhEl Aldehyd- 1,89 0,09
Dehydrogenase

CA_P0078 thiB Acetyl-CoA 3,56 n.b.
Acetyltransferase

CA_P0059 Alkohol- 1,96 1,59
Dehydrogenase

CA _P0035 adheE2 Aldehyd-Alkohol- n.b. n.b.
Dehydrogenase
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CA_P0025 pdc Pyruvat- 1,36 1,06

Decarboxylase

Expression von Genen verschiedener Transportsysteme

Wie bereits in den vorangehenden Abschnitten didgagit beschrieben (s. 3.1.6.1),
verfugt C. acetobutylicum Uber verschiedene Transportsysteme mit deren Hilfe
maogliche C-Quellen aufgenommen und verwertet werklénnen. Eines dieser
zuckerspezifischen Transportsysteme ist das Frek®dsS, dessen Gene in einem
polycistronischen Operon organisiert sind (s. Atililg 3.13). Die Transkription des
Gens eines DeoR-ahnlichen Transkriptionsregulag@& C0231) zeigte in dem
Stamm C. acetobutylicum pDK2 einen zweifach-erhohten Wert. Dariber hinaus
konnten fur die Gene der 1-Phosphofruktokinase @3232) und dedownstream
lokalisierten PTS EnzymlIBC-Komponente (CA_CO023#jeesignifikant verstarkte
Expression inC. acetobutylicum pDK2 nachgewiesen werden. Die Expression des
kodierenden Gens einer PTS EnzymllA-Komponente (€@233) verdnderte sich
bei den gewahlten Bedingungen nicht.

In den Transkriptionsanaylsen v@n acetobutylicum pDK3 konnte lediglich flr das
Gen CA_C0234 eine erhdhte Expression nachgewiessdew, wohingegen die
anderen Gene des polycistronischen Operon keineeEsipnsanderung aufzeigten.
Durch die Genomsequenzierung v@h acetobutylicum konnten Gene fur zwei
Phosphotransferase-Systeme identifiziert werdeigheegrol3e Sequenzhomologien
zu Mannose/Fruktose Phosphotransferase-Systemaderen Organismen zeigten
(Servinsky, Kielet al. 2010). Eines dieser Phosphotransferase-Systanagfisiem
Megaplasmid pSOL1 lokalisiert (CA_P0066-CA_P006Bje Gene CA_P0067-
CA_PO0068 zeigten unter verminderter HydrogenaseAHktivitat in den Stammen

C. acetobutylicum pDK2 undC. acetobutylicum pDK3 eine erhdhte Induktion.

Ein weiteres substrat-spezifisches PTS ist dasosakPTS (s. Abbildung 3.21).

lacG lacE lacF lacR

Abbildung 3.21: Chromosomale Anordnung des Laktos@®perons. Erldauterung siehe Text.
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Dieses PTS wird von zwei TranskriptionseinheitenA (C2964-CA C2963;
CA _C2966-CA _C2965) kodiert. Dabei werden die EIIBAuEIIC Doménen in
einem ORF lacE) gelesen und mit dem Gen der 6-Phosptiv-Galaktosidase
(lacG) co-transkribiert. Die Gene einer EIIA-KomponeiftacF) und eines DeoR-
ahnlichen Regulatord&acR) sind upstream von lacE lokalisiert. In dem Stamm
C. acetobutylicum pDK3 zeigten die GenéacG, lacE und lacR eine signifikant
verstarkte Expression, wohingegen fécF keine Anderung seitens der Expression
beobachtet werden konnte. Fir einen putativen XgkiProtonensymporter konnte
ebenfalls in dem Stamn€C. acetobutylicum pDK3 eine signifikant verstarkte
Expression nachgewiesen werden.

Die Transkriptionsanalyen vdd. acetobutylicum pDK2 zeigten indes weder fir die
Gene des Laktose-PTS noch fir den putativen XyuRr®tonensymporter
CA_C3422 eine erhdhte Expression.

Neben den zuckerspezifischen Phosphotransferasesyst (PTS) verflugt der
Organismus Uber verschiedene ABC-Transporter. Eatribin ABC-Transport-
system (CA_C3550-CA_C3551) zeigte bei vermindertédydrogenase HydA
Aktivitat in den StdmmerC. acetobutylicum pDK2 und C. acetobutylicum pDKS3
eine erhohte Expression. Des Weiteren konnte fir Esen reguliertes ABC-
Transportsystem (CA_C3288-CA_C3290) in dem Sta@Gnacetobutylicum pDK2
eine signifikant verstarkte Expression nachgewiesemnden. Eine Ubersichtliche

Darstellung der Expressionsdaten ist in der Tallelam Anhang zu finden.

Expressionen von Elektronentransport-Proteinen uncdHydrogenasen

Fur die FAD/FMN-enthaltende Dehydrogenase (CA_C254# den a- und B-
Untereinheiten des Elektronen-tbertragenden Flateprs EtfA, etfB) konnten in
den Stammen C. acetobutylicum pDK2 wund C. acetobutylicum pDK3
unterschiedliche Expressionsdaten ermittelt werdléahrend die Gene CA_C2542
und etfA eine signifikant verstarkte Expression in beide@n®nen aufzeigten,
verblieb die Signal-Intensitat detfB unterhalb der des Hintergrunds oder zeigte
keine Expressionsanderung.

Fir die kodierenden Gene der funf Ferredoxine kemmbenfalls unterschiedliche
Transkriptionsdaten beobachtet werden. WéahreneéimTaanskriptionsanalysen von
C. acetobutylicum pDK2 die Signal-Intensitdt von CA_C0105 unterhakr des
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Hintergrunds und somit aulRerhalb der Ausschlusskeh fur die

Transkriptionsanalysen verblieb, konnte fir das @eden Transkriptionsanalysen
von C. acetobutylicum pDK3 eine signifikant verstarkte Expression in dfaktor-
Kontrolle C. acetobutylicum pSOSzero beobachtet werden. Die vier verbleibende
Ferredoxine (CA_CO0075, CA _C0303, CA C3527, CA_C3pdie [NiFe]-(mbhL,
mbhS) und die [FeFe]-HydrogenasermydA, hydB) zeigten ein unauffalliges
Expressionsverhalten. lIhre Signal-Intensitaten edvbn entweder unterhalb der des
Hintergrunds oder fur ihre Gene konnten keine Esgimsanderungen
nachgewiesen werden. Die Expressionsdaten und Anowén der Gene sind der

Tabelle 3.5 zu entnehmen.

Tab. 3.5: Expressionsverhdltnisse Elektronentranspt-Proteinen und Hydrogenasen in den
Stammen C. acetobutylicum pDK2 und C. acetobutylicum pDK3 bei stationdrem Wachstum.
Werte gréRer 1 entsprechen einer verstarkten Esjoresn den Stamme@. acetobutylicum pDK2
und C. acetobutylicum pDK3, wohingegen Werte kleiner -1 auf eine veld&Expression in der

Vektor-Kontrolle C. acetobutylicum pSOSzero deuten. Hierbei handelt es sich um repigtive
Einzelmessungenn.b. (nicht bestimmt) kennzeichnet Siganl-Intertsitivon Genen, die zumeist

unterhalb der des Hintergrunds lagen und somitrdaieder gewahlten Kriterien.

ID Gen  Annotation log Expressionsverhaltnis
pDK2/pSOSzero pDK3/pSOSzero
CA _CO0028 hydA Hydrogenase n.b. 0,47
CA_CO0075 Ferredoxin n.b. n.b.
CA_C0105 Ferredoxin n.b. -3,63
CA C0303 Ferredoxin 0,50 -0,59
CA_C2542 FAD/FMN- 1,94 1,09
enthaltende
Dehydrogenase
CA C2543 etfA  Elektronen-Transfer 1,93 1,12
Flavoprotein A-
Untereinheit
CA C2544 etfB  Elektronen-Transfer n.b. 0,41

Flavoprotein B-

Untereinheit
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CA_C3230 hydB Hydrogenase n.b. n.b.
Untereinheit

(Ferredoxin)

CA_C3527 Ferredoxin n.b. -0,17

CA_C3621 Ferredoxin n.b. n.b.

CA_P0141 mbhS Hydrogenase n.b. n.b.
Untereinheit (klein)

CA P0142 mbhL Hydrogenase n.b. n.b.

Untereinheit (grof3)

Expression von Genen der Chorismat-Biosynthese

Der Shikimat-Weg ist ein biochemischer Stoffwechakg bestehend aus sieben
enzymatischen Reaktionen, der die Biosynthese dd#ermediats Chorismat
unterstitzt (Ehammer, Rauclt al. 2007). Mit Hilfe der Genomanalyse von
C. acetobutylicum konnte dasaro-Operon (CA _C0892-CA _CO0899) identifiziert
werden (s. Abbildung 3.22).

I > I >t > I > [ g >
CA_C0892 CA_C0893 aroB aroA4  — aro aroK mmmmm)
aroC CA_C0899

Abbildung 3.22: Schematische Darstellung des putaten aro-Operon in C. acetobutylicum.

Erlauterung siehe Text.

Die kodierenden Gene sind fur die Synthese von i©mat und die Entstehung der
Ausgangsprodukte der aromatischen Aminosauren dpyatn, Phenylalanin und
Tyrosin verantwortlich. Dartber hinaus wird Choramfir die Synthese von
Vitamin K, (Menaquinon) benétigt (Bentley 1990). Vitamin, Knimmt eine
essentielle Rolle in einzelnen anaeroben Elektrairansportsystemen if. coli ein
(Daruwala, Bhattacharyyat al. 1997). In dem Stamn€. acetobutylicum pDK2
zeigten die Gene CA_C0892-CA_C0896 eine deutliciduktion. Ein &@hnliches
Expressionsverhalten ware féro, aroKk und CA_C0899 zu erwarten. Unterdessen
zeigtearo keine signifikante Anderung der Expression unddié GenearoK und
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CA_CO0899 konnten aufgrund ihrer geringen Signadisttaten keine
Expressionsdaten ermittelt werden.

Fur die Gene des putativano-Operons konnten in dem Stan@nacetobutylicum
pDK3 keine erhdhten Expressionen beobachtet weRlenExpressionsdaten und

Annotation der Gene sind in der Tabelle 7.10 im &wdnzu finden.

Expression von Genen der Biotin-Synthese

Biotin stellt einen essentiellen Co-Faktor fur eindeine Familie von
carboxylierenden und decarboxylierenden Enzymen &abei fungiert es als
covalente Bindungsstelle fur G@Chapman-Smith and Cronan 1999). Die Biotin-
abhangigen Enzyme sind u.a. in der Glukoneogensm) Hettsaure- und dem
Aminosaure-Metabolismus involviert. Mit Hilfe der eBomsequenzierung von
C. acetobutylicum konnten einzelne Gene der Biotin-Synthese idenifi werden.
Das putative Operon CA_C1360-CA_C13éRoY, bioD, bioA) ist an der Bildung
von Dithiobiotin beteiligt. Mit der Insertion voncBwefel wird aus Dithiobiotin
Biotin synthetisiert. Diese Reaktion wird von deotih-SynthaselfioB) katalysiert.

In dem StammC. acetobutylicum pDK3 konnten fir die GenlgioY, bioD und bioA
eine signifikant verstarkte Expression und flitoB eine erhohte Induktion
nachgewiesen werden.

Dagegen konnten fur die Gene der Biotin-Synthesdeim Transkriptionsanalysen
von C. acetobutylicum pDK2 keine Expressionsdaten ermittelt werden, li@ri
Signal-Intensitaten unterhalb der des Hintergrdaden. Die Expressionsdaten sind

in der Tabelle 7.11 im Anhang zu finden.

Expression von Genen der Fettsaure-Biosynthese umigr Sporulation

Die Fettsauresynthese beschreibt die stufenweisggArung eines Malonyl-CoA an
ein Acetyl-Molekadl. InC. acetobutylicum sind elf Gene (CA_C3568-CA_C3579) an
der Fettsauresynthese beteiligt und in einem Op@ab) zusammengefasst. Neben
zwei Untereinheiten einer Acetyl-CoA CarboxylaseA(C3568, CA C3569)
umfasst dadgab-Operon eine 3-Ketoacyl-acyl Carrier Protein-Syaéhdll (fabH).
Dieses Protein katalysiert die Kondensation von aviglAcyl und Acyl-CoA
(Khandekar, Gentryet al. 2001) und stellt, wie inB. subtilis gezeigt, einen
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essentiellen Faktor in der Synthese verzweigtlattigettsduren dar (Choi, Heath
al. 2000). Im Zuge der Transkriptionsanalysen konnte dem Stamm
C. acetobutylicum pDK2 mit reduzierter Hydrogenase HydA Aktivitatrfidlas Gen
eines Transkriptionsregulators (CA_C3579) uiablH eine signifikant verstéarkte
Expression nachgewiesen werden. Derweil waren igirGeneaccD, accB, fabF,
fabG, CA_C3576 unacp eine erhbhte Transkription unter letztgenanntetimging
zu beobachten. Im Gegenzug dazu zeigten die @Gew® accC, fabZ und fabD
keine Anderungen der Expression.

Fur die Gene der FettsauBamsynthese konnten indes in dem Stamm
C. acetobutylicum pDK3 keine erh6hten Expressionen nachgewiesenamerd
Anhand verschiedener Studien B subtilis konnte gezeigt werden, dass die
Fettsauresynthese fur die Sporulation des Orgarsisenforderlich ist (Schujman,
Grau et al. 1998). Des Weiteren scheinen beteiligte Gene He#isaure-
Metabolismus direkt von SpoOA reguliert zu werd&awcett, Eichenbergest al.
2000; Molle, Fujiteet al. 2003). Mit der Induktion einzelner an der Fettsgynthese
beteiligter Gene konnten erhdhte Expressionen vene@ der Sporulation in den
StammerC. acetobutylicum pDK2 undC. acetobutylicum pDK3 beobachtet werden.
Die Transkriptionsanalysen vdn acetobutylicum pDK2 zeigten dabei eine erhéhte
Induktion der kodierenden Gene des SpoOA Regulatods des Sigma-Faktors G
(sigG).

Ein &hnliches Expressionsverhalten vodgG konnte in dem Stamm
C. acetobutylicum pDK3 ermittel werden. Dartber hinaus zeigten Geles
tricistronischen sigF-Operons (CA_C2306-2308), deren Verantwortung irr de
Kontrolle friiher Sporulations-Ereignisse liegt (Tasn Alsakeret al. 2003), eine
signifikant verstarkte Expression in dem Stan@n acetobutylicum pDK3. Ein
ahnliches Expressionsverhalten konnte fir die Sabomsgene spoVD
(CA_C2130, spoVE (CA_C2126, spoVG (CA_C3223 und spoVS (CA_C1817
beobachtet werden.

Die Gene CA_C2306-2308poVD, spoVE, spoVG und spoVS zeigten unterdessen in
dem Stamm C. acetobutylicum pDK2 keine erhéhten Expressionen. Die

Expressionsdaten und Annotationen sind der TalBell2 im Anhang zu entnehmen.
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Expression von Genen der Zellstabilitat, der Zelltdung und des Quorum

sensing

Die Zellstabilitat einiger bakterieller Zellen wirdlurch eine proteinhaltige
zweidimensionale parakristalline Schicht gewahidti¢SLayer). Die Stabilitat des
SlLayers wird durch enthaltene Liposomen und einzelne lapighterstitzt. Die
Genomsequenzierung vd@h acetobutylicum identifizierte ein putatives Operon mit
enthaltenem Lipoprotein (CA_P0058) und putati$drayer Protein (CA_P0057). In
den StdAmmee. acetobutylicum pDK2 undC. acetobutylicum pDK3 bei reduzierter
Hydrogenase HydA Aktivitat konnte flir das Gen CAOPD eine signifikant erhdhte
Induktion nachgewiesen werden, wohingegen CA_PdeaRjlich in dem Stamm
C. acetobutylicum pDK3 eine verstarkte Expression zeigte.

Neben den Genen der Zellstabilitdt zeigten einigmésder Zellteilungf(s) ein
ahnliches Expressionsverhalten. Anhand von StuididBacillus subtilis konnte die
essentielle Rolle des bicistronischen OpertsdftsA (Tomas, Alsakeet al. 2003)
und desftsK Gens wahrend der Zellteilung und Sporulation dega@ismus
verdeutlicht werden (Feucht, Lucet al. 2001; Kemp, Drikset al. 2002). In
C. acetobutylicum pDK3 zeigten die GentsA (CA_C1692) undtsK (CA_C1871)
eine signifikant verstarkte Expression, wenngldigh die GTPase der Zellteilung
(ftsz CA_C1693) keine Anderung der Expression ermittedtden konnte. Fir die
aufgezeigten Gene der Zellteilung konnten unteefessn dem Stamm
C. acetobutylicum pDK2 keine erh6hten Expressionen nachgewiesenamerd

Das Quorum sensing ist ein Mechanismus, bei dem bakterielle Popufetio die
Genexpression als Antwort auf die Zelldichte kooielit kontrollieren (Fuqua,
Winans et al. 1994). Mit Hilfe der Sequenzvergleiche via BLAS&uf
Aminosaureebene lie3en sich homologe Bereich@. iacetobutylicum zu demagr
Locus inSaphylococcus aureus nachweisen (Cooksley, Daves al. 2010). Fur die
Gene des putativeagr-Operon (CA_C0078-CA_C0081; s. Abbildung 3.14) kiemn
im Zuge dieser Transkriptionsanalysen unterschibdliExpressionsdaten ermittelt
werden. Wahrend die ORF's eines Genregulator-PotgagrB) und eines
Response-Regulators grA) in dem StamntC. acetobutylicum pDK3 eine zweifach-
erhohte Induktion aufwiesen, konnte fir die Geme®Autoinducer Peptids égrD)
und einer Histidin-Sensor KinasegfC) keine Expressionséanderung beobachtet

werden. In den Transkriptionsanalysen v@h acetobutylicum pDK2 zeigte
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unterdessen lediglich das GagrD eine erhdhte Expression. Die Expressionsdaten
und Annotationen sind der Tabelle 7.13 des Anhangsntnehmen.

Expression von Genen verschiedener Stressproteindi{zschock-Proteine)

Hitzeschock-Proteine (HSP) oder molekulare Chamen@hmen eine essentielle
Rolle im Transport, der Synthese und der Faltung Rmteinen ein. Die Induktion
dieser Stressproteine ermoglicht den Zellen dasrletben wahrend verschiedener
Umweltbelastungen (Morimoto, 1994). So induz{éracetobutylicum bei steigender
Butanol-Konzentration bekannte Stressproteine @sithock-Proteine HSP)
(Terracciano and Kashket 1986). Die Stressprotewerden in einzelne
Hauptfamilien unterteilt dnakJ, hspl8). Die dnaKJ (CA_C1280-CA_C1283) und
groESL (CA_C2703-CA_C2704) Operon-Strukturen@n acetobutylicum verfigen
Uber die gleiche Organisation jener StrukturerBirsubtilis. Dabei werden beide
Operon-Strukturen durch den Hitzeschock-Proteinrésgor HrcA negativ
beeinflusst. Die Clp und Lon-ProteasestpX, lonA, CA_C0457) stellen weitere
Schlusselelemente in der Stressantwort dar. In $&mmC. acetobutylicum pDK2
und bei reduzierter Hydrogenase HydA Aktivitat ktem fur all diese im oberen
Abschnitt aufgefuhrten Stressproteine eine sigaiftk verstarkte Expression
nachgewiesen werden. Fur das homologe IGeA (CA_C2637) konnte indes keine
Anderung der Expression beobachtet werden. Desevéeiizeigten homologinak-
(CA_C0472-CA_C0473) ungrpE-Gene (CA_C0471) sowie dassR-yacH-yacl-
clpC Operon (CA _C3192-CA C3189) eine ebenfalls sigaiftk erhéhte
Transkription unter letztgenannter Bedingung.

Die Transkriptionsanalysen vdb acetobutylicum pDK3 zeigten unterdessen keine
erhohten Expressionsdaten dieser angefiihrten Sitoésme bei einer reduzierten
Hydrogenase HydA Aktivitat. Die Expressionsdaterd vkmnotationen aller Gene
sind in der Tabelle 7.14 des Anhangs zu finden.
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3.1.6.2.1 Analyse der Fermentationsprodukte vol. acetobutylicum pDK2
und C. acetobutylicum pDK3 wahrend des stationdren Wachstums

Die transkriptionelle Untersuchung der Stami@e acetobutylicum pDK2 und
C. acetobutylicum pDK3 gegeniber der Vektor-Kontroll€. acetobutylicum
pSOSzero bei stationdren Wachstum lasst die Fragen Vordergrund riicken, in
wie weit die Fermentationsprodukte in Abhangigldetr reduzierten Hydrogenase
HydA Aktivitat beeinflusst werden wirden. Des Wedte galt es, die auf
transkriptioneller Ebene erzielten Daten mit Hillgochemischer Analysen zu
untermauern. Fur die Untersuchung dieser Fragestelvurde eine vergleichende
Analyse der Fermentationsprodukte zu verschiedef@tpunkten der stationdren
Wachstumsphase fiir die Stami@e acetobutylicum pDK2 und C. acetobutylicum
pSOSzero durchgefuhrt (s. Abbildung 3.23 A/B).
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Abbildung 3.23: Vergleichende quantitative Analyseder Fermentationsprodukte von den
Stammen C. acetobutylicum pDK2 und C. acetobutylicum pSOSzero bei stationarem Wachstum.
A: Dargestellt ist der Wachstumsverlauf) (gegentber der Abnahme des pH-Werss\on dem
StammC. acetobutylicum pDK2. B: Dargestellt ist der Wachstumsverlawef) der Vektor-Kontrolle
C. acetobutylicum pSOSzero.Ausgehend von einer 100 ml CG-Medium mit Clarithyoin
versehenen Batch-Kultur wurden die Fermentatiordyte Ethanol (schwarzer Balken), Aceton
(hellgrauer Balken), Acetat (weil3er Balken), Butigimaittelgrauer Balken) und Butyrat (dunkelgrauer
Balken) zu angegebenen Zeitpunkten bestimmt. Esldiarsich hierbei um eine reprasentative
Einzelmessung.
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Das Hauptaugenmerk dieser quantitaiven Analysé-danenationsprodukte richtete
sich auf die transitions- bzw. stationare Wachspimse der Stamme
C. acetobutylicum pDK2 und C. acetobutylicum pSOSzero. Mit Betrachtung der
Abbildung 3.23 A/B konnten in Abhangigkeit redutesr Hydrogenase HydA
Aktivitat signifikante Unterschiede hinsichtlich dévlenge der Fermentations-
produkte nachgewiesen werden.

Die wahrend der Acidogenese angehauften SaureréithmM Acetat und 19,63
mM Butyrat konnten durch den Organismus teilweisabsorbiert und fir die
Produktion der LOsemittel genutzt werden. Diese ofiee wird durch die
Verringerung der Sauren-Konzentration von 8,64 midyBat und der signifikanten
Expression der GenetfA/B untermauert. Darliber hinaus konnte in dem Stamm
C. acetobutylicum pDK2 eine Zunahme von 24,94 mM Ethanol-, 45,56 Adéton-
und 79,69 mM Butanol-Konzentration im Vergleich zler Vektor-Kontrolle
C. acetobutylicum pSOSzero mit 18,22 mM Ethanol, 20,04 mM Aceton und
37,80 mM Butanol nach 28 h Wachstum beobachteteverDieses Fermentations-
verhalten geht mit der signifikanten Expression @GeneadhEl, bdhA, bdhB und

adc einher.

Fur eine vergleichende quantitative Analyse denmieastationsprodukte von den
StammenC. acetobutylicum pDK3 und C. acetobutylicum pSOSzero wurden die
Kulturiberstdnde zum Zeitpunkt der Zellernte (sbiddung 3.18 B), wie in 2.8.1
beschrieben, ndher untersucht. In Abh&ngigkeit ziedier Hydrogenase HydA
Aktivitat konnten signifikante Unterschiede hindldh der Menge der

Fermentationsprodukte nachgewiesen werden (s. dloigl 3.24).
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Abbildung 3.24: Quantitative Analyse der Fermentatonsprodukte vonC. acetobutylicum pDK3
und C. acetobutylicum pSOSzero bei stationarem Wachstum.Darstellt sind die Konzentrationen
der Fermentationsprodukte Ethanol (schwarzer Bajk&oeton (hellgrauer Balken), Acetat (weil3er
Balken), Butanol (mittelgrauer Balken) und Butyr@unkelgrauer Balken) zum Zeitpunkt der
Zellernte (s. Abbildung 3.18 B). Es handelt sicerbei um eine reprasentative Einzelmessung.

Infolge der quantitativen Analyse der Fermentafwodukte konnten vereinzelte
Expressionsdaten verschiedener Gene des fermamaBwoffwechsels verifiziert
werden. Mit Betrachtung der Abbildung 3.24 wird deehbhte Produktion der
solventogenen Loésungsmittel von 8,17 mM Aceton G@dl4 mM Butanol durch
den Stamm C. acetobutylicum pDK3 im Vergleich zur Vektokontrolle

C. acetobutylicum pSOSzero mit 5,27 mM Aceton und 8,35 mM Butanol
verdeutlicht. Diese biochemischen Daten korrelienginder erhdhten Expression der
Geneadc und bdhB bei verminderter Hydrogenase HydA Aktivitat (s1.8.2). Im
Kontrast dazu ist die Produktion von Ethanol zuesetrir beide Stamme konnten
vergleichbare Mengen des LoOsungsmittels bestimmt rdeve Dieses
Fermentationsverhalten steht in Korrelation zu detpressionsdaten des Gens
adhEl, dessen Transkription sich unter den vorherrsairenBledingungen nicht
anderte. Infolge der vermehrten Produktion von Baoltadurch den Stamm
C. acetobutylicum pDK3 ware mit einer Minderung der Butyrat-Konzatitvn im

Vergleich zur Vektor-Kontrolle€. acetobutylicum pSOSzero zu rechnen. Tatsachlich
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konnte eine geringere Butyrat-Konzentration in d&amm C. acetobutylicum

pDK3 nachgewiesen werden. Jedoch steht dieses Rtmoasverhalten nicht im
Zusammenhang mit den erzielten transkriptionelleted, da fur das GestfB eine

erhohte Expression in der Vektor-Kontroll€. acetobutylicum pSOSzero
nachgewiesen werden konnte. Ein &ahnliches FermemsaExpressionsverhaltnis
konnte fur die Acetat-Produktion beobachtet werddéne erhohte Acetat-
Konzentration in dem Stamr@. acetobutylicum pDK3 korreliert nicht mit den
Expressionsdaten der dafiir verantwortlichen Getee éckA), da diese unter den
vorherrschenden Bedingungen keine Expressionsamgiemu aufzeigten. Jedoch
deutet die gemessene Acetat-Konzentration daraof Hass weniger Acetat
reassimiliert wird. Diese Theorie wiederum wird clurdas nicht andernde

Expressionsverhalten vatfA unterstutzt.

Die Fermentations- und Transkriptionsanalysen denteauf eine schnellere
Umsetzung des Substrats Glukose in den Stam@eacetobutylicum pDK2 und
C. acetobutylicum pDK3 im Vergleich zur Vektor-KontrolleC. acetobutylicum
pSOSzero hin. Um dieser Hypothese nachzugehen, ewurdie Glukose-
Konzentrationen zu verschiedenen Zeitpunkten desh#fams dieser Stamme

bestimmt.

3.1.6.2.2 Bestimmung der Glukose-Konzentration in HKlturen von
C. acetobutylicum ATCC pDK2, C. acetobutylicum ATCC pDK3
und C. acetobutylicum pSOSzero wahrend des stationaren

Wachstums

Fur die quantitative Analyse der Glukose-Konzemdratin Kulturen von

C. acetobutylicum pDK2, C. acetobutylicum pDK3 und der Vektor-Kontrolle
C. acetobutylicum pSOSzero wurden Kulturiiberstdnde nach 24 h undh32
Wachstum, wie unter 2.8.2 beschrieben, enzymatisdiersucht. Als Kontrolle
diente reines CG-Medium. In Abhangigkeit der reduen Hydrogenase HydA
Aktivitdt konnten deutliche Unterschiede in Bezud die Glukose-Verwertung der
Stamme detektiert werden (s. Abbildung 3.25).
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Abbildung 3.25: Quantitative Analyse der Glukose-Kmzentration in Kulturen von

C. acetobutylicum pSOSzero,C. acetobutylicum pDK2 und C. acetobutylicum pDK3. Dargestellt
sind die Glukose-Konzentrationen von reinem CG-Medi (grauer Balken) und von
Kulturiiberstanden der Stamme nach 24 h (hellgrBadten) und 32 h (weil3er Balken) Wachstum.
Die enzymatische Messung jeder Probe wurde dreiflacbhgefihrt und der Mittelwert dargestellt.

Erlauterung siehe Text.

Mit Betrachtung der Abbildung 3.25 wird ein untdrsalicher Glukose-Verbrauch
der aufgefihrten Stamme ersichtlich. Wahrend die ktafeKontrolle
C. acetobutylicum pSOSzero nach 24 h Wachstum eine Glukose-Konziemiraon
27,17 g/l aufwies, konnte fir die Stam@eacetobutylicum pDK2 mit 25,56 g/l und
C. acetobutylicum pDK3 mit 19,31 g/l bei reduzierter Hydrogenase Hyaktivitat
zum gleichen Wachstumszeitpunkt ein hoherer Glukésbrauch nachgewiesen
werden. Ein deutlicherer Unterschied hinsichtlicas dGlukose-Verbrauches der
dargestellten Stamme konnte nach 32 h Wachstumabbtéi werden. Fir den
Stamm mit der kleinsten Antisense-RNA Konstruktkgy acetobutylicum pDK3
konnte die geringste Glukose-Konzentration mit 149 und demzufolge der grofte
Glukose-Verbrauch detektiert werden. Vergleicherazud sind die ermittelten
Glukose-Konzentrationen der Stami@e acetobutylicum pDK2 mit 22,69 g/l und
C. acetobutylicum pSOSzero mit 24,1 g/l zu betrachten. Dieses Veghajeht mit
der signifikant verstarkten Expression verschiedengucker-spezifischer
Transportsysteme bei verminderter Hydrogenase Hykl#vitat einher.
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3.2 Untersuchung des Wachstumsverhalten vonC. acetobutylicum in

Anwesenheit verschiedener Wachstumsinhibitoren

Fur die Etablierung von Methoden féean deletion Systeme und der Transposon-
Mutagensen ist die Verwendung verschiedener SelektMarker erforderlich. Sie
fungieren als Marker bei Transformation und Rekarabon, und ermdglichen das
molekularbiologische Arbeiten. Die minimale Hemmkentration (MHK) ist
definiert als die kleinste Wirkstoffkonzentrationinegr Substanz, die ein
Bakterienwachstum  verhindert. Fir die Bestimmung r deminimalen
Hemmkonzentrationen (MHK) verschiedener SubstanzenC. acetobutylicum
wurden quantitative Verfahren auf Fest- bzw. insBlgmedien, wie unter 2.3.3
beschrieben, durchgefuhrt. Hierbei erwies es sishVarteil den Wachstumsverlauf
Uber eine Zeitspanne zu beobachten und minimaleNesVeranderungen frihzeitig
zu erkennen (Gould 2000). Fur die Untersuchungeblutologisch relevanter Gene
in C. acetobutylicum ist die Etablierung von Methoden fiikean deletion Systeme
und Transposon-Mutagenesen und daraus resultiecddad Verwendung von
Antibiotika unabdingbar. Aus diesem Grund wurden e diminimalen
Hemmkonzentrationen (MHK) einzelner Antibiotika (amycin, Tetracyclin) und

5-Fluorouracil inC. acetobutylicum untersucht.

3.2.1 Bestimmung der minimalen Hemmkonzentration @n

5-Fluorouracil, Kanamycin und Tetracyclin in C. acetobutylicum

Das Fluorpyrimidin 5-Fluorouracil (5-FU) ist ein Alogon der Nukleinbase Uracil.
In Bacillus subtilis und Enterococcus faecalis konnte gezeigt werden, dass es
erfolgreich bei der Gegenselektion zur Erstellungn vKnock-out Mutanten
eingesetzt werden kann (Fabret, Ehrlethal. 2002; Kristich, Maniagt al. 2005).
Die Uracil-Phosphoribosyltransferaseupg) wandelt dabei, aufgrund der
Strukturéhnlichkeit zu Uracil, den Antimetabolite®-Fluorouracil in das
korrespondiere  Monophosphat 5-Fluoro-UMP um. Die wAsenheit des
Monophosphats 5-Fluoro-UMP unterbindet die Funktiter Thymidylat-Synthase
und inhibiert infolgedessen die Replikation der DNE#n Absterben der betroffenen
Zelle ware die Folge. Fur die Etablierung eineskedreien Deletionssystems in

C. acetobutylicum wurde dessen Wachstumsverhalten in Anwesenheit des
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Basenanalogons 5-Fluorouracil, wie unter 2.3.3 Hmgslgen, in Fest- und
Flissigmedium untersucht. Aufgrund einer konstanMutationsrate von 19

erfolgte die exakte Bestimmung der Zellzahl ei@eacetobutylicum Vorkultur mit

Hilfe der Thoma-Zahlkammer. Mit Hilfe der quantiteen Verfahren konnte eine
MHK von 200 pg/ml 5-Fluorouracil gegentb@:. acetobutylicum in Fest- und
Flissigmedium ermittelt werden.

Fur die Bestimmung der MHK von Kanamycin@ acetobutylicum wurde ebenfalls
dessen Wachstumsverhalten in Anwesenheit des Atikbms, wie unter 2.3.3
beschrieben, untersucht. Das quantitative Verfaldetektierte eine MHK von
100 pg/ml Kanamycin in Flissigmedium.

Mit Hilfe der quantitativen Verfahren konnte das a&Nstumsverhalten von
C. acetobutylicum ATCC 824 in Abhangigkeit von Tetracyclin in Festnd

Flissigmedium analysiert werden. Fur Tetracyclinrke eine MHK von 20 pg/ml
unter beiden Bedingungen nachgewiesen werden.

FUr eine Uubersichtliche Darstellung sind die MHKa der Tabelle 3.6

zusammengefasst.

Tab. 3.6: Ubersicht zu den minimalen Hemmkonzentrabnen der untersuchten Selektions-

Marker in C. acetobutylicum.

Selektions-Marker minimale Hemmkonzentration [pug/mi
Fest Flassig
5-Fluorouracil 200 200
Kanamycin - 100
Tetracyclin 20 20

3.3  Etablierung eines markerfreien Deletionssystema C. acetobutylicum

Fur die Manipulation einzelner Gene oder groReremddbereiche werden einfache
Methoden benétigt. Eine Art der gerichteten Mutaggen stellt die markerfreie
Deletion dar. Der Vorteil dieser Methode liegt irerdErzeugung multipler
Mutationen ohne die Insertion von Antibiotikaresisten. Eine Moglichkeit fur die
Etablierung von markerfreien Deletionen wird durdie kodierenden Genen der
Phosphoribosyltransferasen (PRTasen) gewahrl€iSi@ing, Matticket al. 1994;
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Fukagawa, Haywardt al. 1999; Peck, DasSarngh al. 2000; Fabret, Ehrliclet al.
2002; Bitan-Banin, Ortenbergt al. 2003; Pritchett, Zhangt al. 2004; Kristich,
Maniaset al. 2005). Die PRTasen regenerieren freie purine pgamidine Basen
mit deren Umwandlung in ihre korrespondierenden |Bhtid-Monophosphate.
Ungeachtet dessen kdonnen PRTasen Basenanalogazemset dessen Folge
toxische Nukleotideanaloga entstehen. Mutationeesati kodierenden Gene

unterbinden den toxischen Effekt und schaffen disi8@der Gegenselektion.

3.3.1 Die Uracil-Phosphoribosyltransferaseupp)

Die Etablierung eines markerfreien Deletionssyst&mS. acetobutylicum soll auf
der Verwendung der Uracil-Phosphoribosyltransferaseihen. Sie katalysiert die
Umwandlung des Uracils in sein korrespondierendesndphosphat (UMP),
wodurch der Zelle die Verwendung von exogenem Weaonoglicht wird (Neuhard,
1983; Nygaard, 1993). Die Uracil-Phosphoribosykfarase (UPRTase) kann das
toxische Pyrimidinanalogon 5-Fluorouracil (5-FU) isein korrespondierendes
Monophosphat 5-Fluoro-UMP umsetzen. Mit der Syrghekes 5-Fluoro-UMP
entsteht 5-Fluoro-dUMP, ein wirksamer Inhibitor d&hymidylat Synthase
(Neuhard, 1983). Infolge dessen wird die Funktieesels Enzym unterbunden und
die DNA-Replikation inhibiert. Fur die Verwendungrv 5-FU als Marker fur die
Gegenselektion ist jedoch eine Modifikation des gargsstammes notwendig.
Hierbei muss zunachst dagp-Gen vonC. acetobutylicum durch doppelte homologe

Rekombination mit den Deletionsvektoren deletieztden.

3.3.2 Konstruktion der Deletionsvektoren

Fur die Deletion der Uracil-Phosphoribosyltranssera(pp) wurden zunéchst
flankierend homologe Bereiche aulR3erhalb des zuieretaden Gens festgelegt. Mit
Hilfe der Oligonukleotid-Paareupp_Abc_fwdlpp_upF_rev undupp_Rib_rev/
upp_downF_fwd erfolgte die Amplifikation der Flankenurz Erzeugung der
Deletionskassette. Dabei wurden die PositionerOdigonukleotide so gewéhlt, dass
infolge der Deletion desupp-Gens keine neuen ORF's entstehen. Die GroRRe
erzeugten Flanken betrug 839 bp bzw. 915 bp. Wiahmie Oligonukleotide
upp_Abc_fwd undupp_Rib_rev Restriktionsschnittstellen flr die EnzyBamHI
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und Hindlll generierten, verfiigten die beiden inneren Qfigkieotide tber revers
komplementare Sequenzen des jeweils Anderen. Ds®ifrbeider Flanken erfolge
via GeneSOEing (s. 2.6.3). Die erhaltene Deletiass&tte (1714 bp) wurde
nachfolgend mit den RestriktionsendonukleBasHI und Hindlll hydrolysiert. Um

die Rekombinationseffizienz inC. acetobutylicum zu Uberprifen, standen
verschiedene Ausgangsvektoren mit unterschiedlidReplikationsurspriingen zur
Verfugung (pPMADK, pJIR750, pCH1). Nach deren Résion mit der Hilfe der

Enzyme BamHIl und Hindlll erfolgte die Ligation der zuvor hydrolysierten
Deletionskassette in die einzelnen Vektoren. Diaskaierten Deletionsvektoren
wurden mit pMADKupp'll, pDK15 und pDK16 bezeichnet und standen nachrihr
Uberprifung durch Sequenzierung fur den Transferd udie homologe

Rekombination inC. acetobutylicum zur Verfigung. Die Abbildung 3.26 fasst
einzelne Schritte zur Konstruktion der Deletiondeedn am Beispiel von pMADK

Zusammen.
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PCR-Amplifikation der flankierend homologen Bereiche des upp-Gens
aus der genomischen DNA von C. acetobutylicum ATCC 824
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L > e |
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> >
- -

upp_Abc _fwd upp_downF_fwd
upp_upF_rev upp_Rib_rev

Restriktion der Deletionskassette und des Vektors pMADK mit den
Restriktionsendonukleasen BamHI und HindIII

N

ermC

ori
pBR322

PMADK

BamHI [ D & Jimimimimimimi Hindlll
» w

CA_C2878 CA_C2880

ori pE194t

BamHIl  Hindlll

Ligation der Deletionskassette in den Vektor pMADK; Konstruktion
des Deletionsvektors pMADKuppII

pBR322
PMADKupp-IT

1 s
CA_C2878 ori pE194®

N  CA_C2880

Abbildung 3.26: Konstruktion der Deletionsvektoren am Beispiel

von pMADK zur

Inaktivierung der Uracil-Phosphoribosyltransferase (upp) in C. acetobutylicum. bla: Ampicillin-
ResistenzgenermC: Erythromycin-Resistenzgen; oriR pEX94 emperatur-sensitiver Replikations-

ursprung; ori pBR322: Replikationsursprung; Delesikassette dagp-Gens ist durch rote Pfeile mit

einer gestrichelter Linie gekennzeichnet; Oligoeokide sind als schwarze Pfeile dargestellt.
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3.3.3 Deletion desipp-Gens inC. acetobutylicum

Fur eine Elektroporation der DeletionsvektorerCiracetobutylicum ist einein vitro
Methylierung der zu transferierenden DNAHnNcoli ER2275 (pAN1) erforderlich.
Die Elektroporation wurde wie unter 2.4.4.2 bessben, durchgefihrt. Die
erhaltenen Clarithromycin resistenten Klone wurdeméchst in ein Raster auf
Selektivmedium (CG-Medium + Clarithromycin + 50 pgilMymidin) ausgestrichen,
bevor sie auf das Vorhandensein des Vektors mitR¥R untersucht wurden
(s. 2.6.1). Fur die Integration der Deletionsves&iorin das Chromosom von
C. acetobutylicum wurden positiv getestete Transformanten in je 50@FMedium
mit Clarithromycin und 50 uM Thymidin angezogen.rll@er hinaus wurden in
parallelen Experimenten auf die Verwendung von i@lemycin im Medium
verzichtet, die Kulturen mehrfach passagiert und zmterschiedlichen
Inkubationszeiten geerntet. Angesichts der Tatsaatess zwei Integrations-
maoglichkeiten der Vektoren in das Chromosomen besteerfolgte der Nachweis
der 1. Rekombination mit Hilfe verschiedener Oligkieotidpaare (s. Abbildung
3.29 B 1+2) und zwei PCR-Ansatzen. Die Positionen@ligonukleotide wurden so
gewahlt, dass die Integration des Vektors anhameseiGrol3enunterschiedes
ersichtlich wird. Eine korrekte Integration Ubersddown-Fragment (s. Abbildung
3.29 Bl CA_C2878) resultiert unter Verwendung derlig@ukleotide
upp_down_fwd undupp_down_rev in einem 1159 bp groRen PCR-Produkt, evithr
bei nicht erfolgter Integration ein 1789 bp Fragimemisteht. Fir die Integration der
Vektoren Uber das up-Fragment (s. Abbildung 3.29 B C2880) wurden die
Oligonukleotideupp_up_fwd undupp_up_rev verwendet. Wahrend bei Integration
ein PCR-Produkt von lediglich 1005 bp amplifizievird, resultiert der Wildtyp-
Zustand in einem 1635 bp Fragment. In Abh&ngigkerschiedener
Inkubationszeiten und unter Verwendung von Claoitycin konnte keine
Integration des Deletionsvektors pDK16 in das Chosomen vorC. acetobutylicum

nachgewiesen werden (s. Abbildung 3.27).
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kp M 1 2 3 4 5 K 6 7 8 910

025 —

down-Fragment up-Fragment

Abbildung 3.27: Integrationsversuch von pDK16 in da Chromosomen vonC. acetobutylicum.
Untersucht wurden verschiedene InkubationszeiterKdéur unter Verwendung von Clarithromycin
und 50 pM Thymidin. Inkubationszeiten: 24 h (Spule 6); 48 h (2; 7); 120 h (3; 8); 144 h (4; 9);
192 h (5; 10). Genomische DNA vah acetobutylicum diente als Kontrolle (K). M: GeneRuler™
1 kb DNA Ladder.

Um die Rekombinationseffizienz verschiedener Defetvektoren (pMADKpp,
PMADKuppll, pDK15, pDK17) zu untersuchen und mogliche Iatg¢ionen
zwischen Replikationsurspringen eines Vektors immo@lesomen auszuschlieRen
(oriR pE19%), erfolgte die Uberpriifung moglicher Integranteie winter 2.6.1
beschrieben. Trotz verschiedener VektorgrofRen, iRemnsurspringen und
Orientierungen der Deletionskassette (pMAIPK) konnte keine Integration der
Vektoren inC. acetobutylicum nachgewiesen werden. Zudem zeigten die Deletion
des oriR pE192 sowie die Integration vonecA (CA_C1815) mit seinem nativen
Promotor in den Deletionsvektor pDK16 keine WirkuRgir eine direkte Selektion
auf das 2. Rekombinationsereignis wurden posittegjete Clarithromycin resistente
Klone in je 5 ml CG-Medium mit 50 pM Thymidin anggen und zu
unterschiedlichen Inkubationszeiten auf das Seletd¢dium CGM + 5-FU + 50 uM
Thymidin ausplattiert. Die erhaltenen 5-FU resitgan Klone wurden unter
Verwendung der Oligonukleotide cheakpp _fwd und checkupp_rev via PCR
(s. 2.4.2.2 u. 2.6.1) auf die Deletion dgm-Gens untersucht. Die Positionen der
Oligonukleotide wurden dabei so gewahlt, dass amhheines GroRenvergleiches
zwischen Wildtyp (991 bp) und Mutante (361 bp) wsthieden werden konnte
(s. Abbildung 3.29 C). Die direkte Selektion aué ddeletion desipp-Gens unter
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Verwendung des toxischen Pyrimidinanalogon 5-FUWilteste infolge der PCR in
der Amplifikation des Wildtyp-Zustandes (s. Abbitdpu3.28).

L &— 991 bp

BRI R L -

Abbildung 3.28: Untersuchung auf Inaktivierung desupp-Gens inC. acetobutylicum. Untersucht
wurden 5-FU resistente Klone. An die Praparationgomischen DNA (2.4.2.2) schloss sich die

Uberpriifung via PCR an. Der 5-FU resistente Klons@dwie die endogene Kontrolle (K: chr. DNA)
detektierten mit 991 bp den Wildtyp-Zustand. M: &Rnler™ 1 kb DNA Ladder.

Die molekular-biologischen Daten deuten auf einebRmatik in Bezug auf die
Rekombination homologer Bereiche in das ChromosormnC. acetobutylicum

hin. Ohne die Deletiorupp-Gens gestaltet sich die Verwendung des toxischen
Pyrimidinanalogon 5-FU als Marker flr die Gegenlstaba als schwierig. Abbildung

3.29 fasst die Rekombinationsereignisse und didti®esn der Oligonukleotide
zusammen.
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A Chromosomale Orientierung des upp-Gens in C. acetobutylicum ATCC 824
I >  —
[ 9 |
CA_C2877 upp
CA_C2878 CA_C2880 CA_C2881
B Chromosomale Integration des Deletionsvektors pMADKuppIl in

C. acetobutylicum ATCC 824

>
L — o E— L=
<
CA_C2877 CA_(C2878 CA_C2880 ermC  bla  CA_C2878 upp CA_C2880 CA_C2881
L J
integrierter Deletionsvektor
>
2. ) e
<
CA_C2877 CA_C2878 wupp CA_C2880 ermC  bla CA_C2878 CA_C2880° CA_C2881
[ J
integrierter Deletionsvektor
C Die beiden resultierenden Moglichkeiten der chromosomalen Anordnung in

C. acetobutylicum ATCC 824 nach der 2. homologen Rekombination

N >, >
[ S <=—= ) ) — <=
«* <
CA_C2877 CA_C2878°  CA_C2881 CA_C2877 CA _C2878 upp CA_C2880
CA_C2880°
Mutante Wildtyp

Abbildung 3.29: Schematische Darstellung der Rekonibationsereignisse zur Inaktivierung der
Uracil-Phosphoribosyltransferase (pp) in C. acetobutylicum ATCC 824 am Beispiel von
PMADK uppll. CA_C2828° CA C2880° (rote Pfeile): DeletionskassetrmC: Erythromycin-

Resistenzgerhla: Ampicillin-Resistenzgen; Oligonukleotide sind athwarze Pfeile dargestellt.
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3.4 Untersuchung der Temperatursensitivitit am Begel des Vektors
pKVM1

Eine weitere Mdglichkeit zur Erzeugung markerfrei2eletionen basiert auf der
Temperatursensitivitat des Replikationsursprungé® pE194° (Arnaud, Chastanet
et al. 2004). Die Temperatursensitivitdt des Replikatiosprunges geht dabei auf
eine mutagenisierte Form des Vektors pE194 zuritikafane, Bechhoferet al.
1987). Wahrend bei Temperaturen unter 37°C einalst®eplikation des Vektors
sichergestellt ist, wird diese bei nicht-permisaiv€emperaturen (37°C, 42°C)
unterbunden.

Das Deletionssystem wurde urspringlich durch MithBachinger, 2010 fur
Bacillus licheniformis etabliert. In dieser Arbeit sollte Herr Christoplituptas unter
meiner  Anleitung untersuchen, ob dieses Deletimisay auch auf
C. acetobutylicum anwendbar ist.

3.4.1 Wachstum von C. acetobutylicum unter nicht-permissiven

Temperaturen

Fir die Uberprifung des Replikationsursprunges piR94° (Arnaud, Chastanet
al. 2004) hinsichtlich seiner TemperatursensitivitaCi acetobutylicum wurde der
Organismus mit dem Vektor pKVML1 elektroporiert2s4.4.2).

Nach erfolgreicher Elektroporation (s. 2.4.4.2) dauC. acetobutylicum mit dem
Vektor pKVM1 in 8 ml 2x YTG Medium unter Verwendungn Clarithromycin
angezogen. Die Inkubation erfolgte bei 37°C und 18B0min auf dem
Rotationsschittler. Die Vorkultur diente der Inadidn zweier mit je 100 ml
2xX YTG-Medium geflllten Anaeroben-Flaschen. Fiur dintersuchung der
Temperatursensitivitit des  ReplikationsursprungesiR o pE194° wurden
Inkubationstemperaturen von 37°C und 42°C gewablie Inkubation der
Anaeroben-Flaschen erfolgte bei entsprechend gésvéhTemperaturen und
180 U/min auf dem Rotationsschuttler. Ausgehend deninokulationszeit wurden
alle 2 Stunden Proben entnommen, die zum einerBdstimmung der optischen
Dichte (600 nm) und zum anderen dem AnfertigenreWferdiinnungsreihe galten.
Im weiteren Verlauf wurden ausgewahlte Verdinnurtggder Temperaturen zu den
jeweiligen Zeitpunkten (nach 2-10 Stunden und r2@iStunden) auf CGM-Platten
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mit und ohne Selektionsdruck ausplattiert. Die lmdtion der Platten erfolgte bei
37°C fur circa 60 Stunden. Unter Verwendung von GCBlsliten ohne

Selektionsdruck konnte die Gesamtzellzahl/ml detekiverden. Die auf CGM-

Platten mit Clarithromycin gewachsenen Kolonientibasten die Zahl enthaltender
pKVM1 Zellen/ml. Um den Fehler zur Bestimmung dezs@mtzellzahl/ml und der
Zahl enthaltender pKVM1 Zellen/ml zu minimieren, nten zu jedem Zeitpunkt drei
Platten mit unterschiedlichen Verdinnungen ausdezdbadurch konnte der

prozentuale Anteil pKVM1 enthaltener Zellen/ml irlRtion zur Gesamtzellzahl/ml
fur jeden Probenzeitpunkt bei entsprechender Temtyedetektiert werden.

In Abhangigkeit der Inkubationstemperaturen (3742°C) konnten deutliche

Unterschiede hinsichtlich der Temperatursensitivitds Replikationsursprunges in

C. acetobutylicum nachgewiesen werden (s. Abbildung 3.30).

10
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Abbildung 3.30: Untersuchung der Temperatursensitiitdt des Replikationsursprunges oriR
pE194° in C. acetobutylicum am Beispiel von pKVM1. Darstellt sind die Wachstumsverlaufe des
Organismus in Anwesenheit von pKVM1 bei 37°€) (nd 42°C ¢) sowie der Anteil an Zellen mit
Plasmid unter gleichen Bedingungen (37&C42°C: o).

Mit Betrachtung der Abbildung 3.30 wird die Tempearaensitivitdit des
Replikationsursprunges in  Abhangigkeit der Inkubr@dtemperatur in

C. acetobutylicum verdeutlicht. Dabei konnten nur marginale Unteiestdd in Bezug
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auf den Temperatur-abhéngigen Wachstumsverlauf @eganismus beobachtet
werden (max. OBy 42°C: 2,28, max. OEo 37°C: 2,09). Bei einer
Inkubationstemperatur von 37°C verblieb der prozalet Anteil pKVM1
enthaltender Zellen/ml in Relation zur Gesamtzélimal nahezu konstant.
Prozentuale Werte oberhalb der 100 % 122,97 %) deuten darauf hin, dass jede
Zelle den Vektor pKVM1 enthélt. Folglich wurde dReplikation des Vektors unter
diesen Bedingungen nicht signifikant beeinflusst. Kontrast dazu ist das
Replikationsverhalten von pKVM1 inC. acetobutylicum wéahrend einer
Inkubationstemperatur von 42°C zu sehen. Der ptoagsn Anteil pKVM1
enthaltender Zellen/ml in Relation zur Gesamtzélimal verringerte sich wahrend
des Wachstumsverlaufes deutlich. Wahrend der Vgl&fV1 nach 8 h in 66,85 %
der Zellen enthalten war, konnte nach 23 h dasnithsn keiner der Zellen
nachgewiesen werden (0,02 %). Diese Ergebnisseemedrauf hin, dass die
Replikation des Vektors pKVML1 i€. acetobutylicum wahrend des Wachstums bei
42°C inhibiert wird. Folglich kdonnte bei der nighérmissive Temperatur auf

chromosomale Integration oder den Verlust des \fsldelektiert werden.

3.4.2 Temperatursensitivitdt im Vergleich: B. licheniformis MW3 vs.
C. acetobutylicum

Da ein markerfreies Deletionssystem, beruhend aufTémperatursensitivitat des
Replikationsursprunges oriR pEf94Arnaud, Chastanett al. 2004), bereits in
B. licheniformis etabliert worden war, sollte die Temperatursevisiti von
B. licheniformis mit der beiC. acetobutylicum beobachteten, verglichen werden.
Hierfur wurde der Vektor pKVM1 durch ein diparemalMatings irB. licheniformis
MW3 konjugiert (s. 2.4.4.3). Fur die Anzucht derugtkultur vonB. licheniformis
MW3 mit dem Vektor pKVM1l dienten 100 ml LSLB-MediumDie
Temperatursensitivitat des ReplikationsursprungesR opE194° wurde bei
Inkubationstemperaturen von 30°C, 37°C und 42°Cdaafi Rotationsschuittler (180
U/min) untersucht. Ausgehend von der Inokulatioitspeirde jede Stunde eine
Probe zur Bestimmung der optischen Dichte (600 nnd) jede zweite Stunde eine
Probe zur Anfertigung einer Verdunnungsreihe entmem Im weiteren Verlauf
wurden ausgewahlte Verdinnungen zu den jeweliligatpdnkten (nach 1, 3, 5, 7,
9 h und nach 23 h) auf LSLB-Platten bzw. LSLB-Rattmit Erythromycin
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ausplattiert. Die Inkubation der Platten erfolges 87°C Uber Nacht. Mit Hilfe der
LSLB-Platten konnte die Gesamtzellzahl/ml detektiegrden. Die auf LSLB-Platten
mit Erythromycin gewachsenen Kolonien bestimmten£hhl enthaltender pKVM1
Zellen/ml. Um den Fehler zur Bestimmung der Geseliziahl/ml und der Zahl
enthaltender pKVM1 Zellen/ml zu minimieren, wurden jedem Zeitpunkt drei
Platten mit unterschiedlichen Verdinnungen ausdezd&adurch konnte der
prozentuale Anteil pKVM1 enthaltener Zellen/ml irlRtion zur Gesamtzellzahl/ml
fur jeden Probenzeitpunkt bei entsprechender Temerbestimmt und ein
Vergleich zuC. acetobutylicum gezogen werden.

In Abh&ngigkeit der Temperaturen konnten signifteatUnterschiede hinsichtlich
des Replikationsverhaltens von pKVM1 zwischen dea@msnenB. licheniformis
MW3 und C. acetobutylicum beobachtet werden (s. Abbildung 3.31).

1000

100

(]

10 §

0,1 4

pKVM1 enthaltende Zellen [%]

0,01 A

0,001 T T T T A

Zeit [h]
Abbildung 3.31: Temperatursensitivitit des Replikaionsursprunges oriR pE19£ in
B. licheniformis MW3 und C. acetobutylicum am Beispiel von pKVM1. Darstellt ist der Anteil
Plasmid enthaltender Zellen bei verschiedenen latobstemperaturen va. licheniformis MW3
(30°C: e; 37°C: 0; 42°C: A) undC. acetobutylicum (37°C:m; 42°C: o).

Anhand der Abbildung 3.31 werden diese in Bezug dad Replikationsverhalten
des Vektors pKVML1 unter den gewahlten Inkubatiomgteraturen zwischen den
StammenB. licheniformis MW3 und C. acetobutylicum verdeutlicht. Wahrend die

prozentualen Anteile pKVM1 enthaltender Zellen/min iRelation zur
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Gesamtzellzahl/ml bei Temperaturen von 30°C undC3i°beiden Stammen nahezu
konstant blieben, beeinflusste die Inkubationstewatpe von 42°C das Replikations-
verhalten des Vektors signifikant. Bei genauererrd&itung wird indes der
geringere Anteil pKVM1 enthaltender Zellen wahretes Wachstums bei 30°C und
37°C inB. licheniformis MW3 verglichen mitC. acetobutylicum (37°C) sichtbar.
Dennoch konnte keine signifikante Verringerung pKVMnthaltender Zellen in
beiden Stammen beobachtet werden. Folglich wurde stabile Replikation des
Vektors in beiden Stammen wéhrend des Wachstums 368C und 37°C
gewéhrleistet. Demgegeniber ist das Replikatiohstem des Vektors bei einem
Wachstum beider Stamme bei 42°C zu sehen. NadB7licheniformis MW3) bzw.
10 h C. acetobutylicum) Wachstum war eine signifikante Reduzierung pKVM1
enthaltender Zellen zu beobachten. In beiden Stankoenten nach 23 h Wachstum
keine pKVM1 enthaltende Zellen nachgewiesen werdeaher inhibiert eine
Temperatur von 42°C die Replikation des Vektors pKIVin beiden Stdmmen in

gleicher Weise.
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4. Diskussion

4.1  Verminderung der Hy-Produktion durch eine reduzierte Hydrogenase
HydA Menge

Clostridium acetobutylicum generiert seine Energie, wie eine Vielzahl anderer
Clostridien,  Uber Substratketten-Phosphorylierumem Bakterium fehlt die
Fahigkeit, seine Elektronen Uber eine Membran-gébéne Elektronentransportkette
auf terminale Elektronenakzeptoren (Nitrat, Sulfafuerstoff) zu tUbertragen. Die
Produktion von Wasserstoff und den reduzierten Eottlgkten Butanol, Ethanol und
Laktat ermoglichen dem Organismus indes den Vedbrader reduzierten
Elektronentrager wie reduziertem Ferredoxin und NADQledoch wird mit der
Produktion der reduzierten Endprodukte der Koht#h$tluss durch Acetyl- bzw.
Butyryl-Phosphat vermindert und folglich weniger éigie in Form von ATP
gewonnen. Fir die Optimierung seiner Energiepradokiiurch die Substratketten-
Phosphorylierung isC. acetobutylicum bemiht, ein Grof3teil seiner Reduktions-
aquivalente Uber reduziertes Ferredoxin in Form Wasserstoff zu entfernen. Die
Hydrogenase HydA scheint dabei eine zentrale Riolleler H-Produktion von
C. acetobutylicum innezuhaben. Untersuchungen zeigten, dass dasdbgmn-
abhangigeHydA Uber eine 9-fach hohere Aktivitat im Vergleidu der [FeFe]-
Hydrogenase HydB verflugt (Gorwa, Croebal. 1996; King, Posewitet al. 2006)

Im Rahmen dieser Arbeit wurde mit Hilfe der AntisefRNA Technologie die
Enzymmenge der Hydrogenase HydA auf Translatiomsehenter Verwendung
verschiedener Antisense-RNA Konstrukte reduziersteeHinweise darauf lieferten
die durchgefuhrten Northern-Blot Analysen. Die Wiatiption der Antisense-RNA
Konstrukte schien die Bildung von RNA-RNA-Komplexemu verursachen und
folglich die Translation der Hydrogenase HydA zuwluzeren. Es ist daher
anzunehmen, dass durch Hybridisierung von mRNA asfdNA die Proteinmenge
der Hydrogenase HydA entscheidend reduziert wubdese Vermutung steht im
Einklang mit den Beobachtungen von Nakayatnal. (2008). Sie zeigten, dass mit
der Transkription der Antisense-RNA vohupC die Menge der Huptake
Hydrogenase HupCBA deutlich vermindert wurde (Nakag, Kosakat al. 2008).
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Die Antisense-RNA Technologie ist eine zielgerithteMethode um die
Proteinmenge auf Translationsebene entscheidencedurieren und folglich die
Enzymaktivitat zu beeinflussen (Janssen, Jabed. 1990; Desai and Papoutsakis
1999; Perret, Maamaat al. 2004; Scotcher, Rudolpdt al. 2005). Die Autoren um
Desaiet al. liefern erste Hinweise darauf, dass die Proteirgaesusschlaggebend
fur die Aktivitat des Enzyms ist. Die Phosphotrartgbylase (Ptb) und die Butyrat-
Kinase (Bk) zeigten infolge der Repression ihreranBtation eine deutlich
verminderte Aktivitat (Desai and Papoutsakis 19%%.ist demnach anzunehmen,
dass eine reduzierte Hydrogenase HydA Menge dieiviékt dieses H
produzierenden Enzyms deutlich herabsetzt. Die dtyelnase HydA Aktivitaten in
den Stammert. acetobutylicum pDK2 undC. acetobutylicum pDK3 korrelieren in
der Tat mit den Beobachtungen von Desaal. Die Reduktion der HydA Menge
infolge der Repression auf Translationsebene \ggrie die Aktivitat der
Hydrogenase im Vergleich zu der Vektor-Kontralleacetobutylicum pSOSzero um
51 % bzw. 40 %. Dagegen schien die Aktivitat derdidgenase HydA in dem
StammC. acetobutylicum pDK1 nicht beeinflusst zu werden. Eine Erklarwwgrum
die Aktivitdt der Hydrogenase in dem Stan@macetobutylicum pDK1 lediglich um
18 % im Vergleich zu der Vektor-Kontrollé. acetobutylicum pSOSzero reduziert
war, scheint das Verhaltnis von ausgepragten deppaabigen Stamm-Strukturen zu
freien Nukleotiden in der Sekundarstruktur der a8RAU sein. Das Verhdltnis
beschreibt das Mal3 fir die Anzahl freier Nukleatidee mit der komplementaren
MRNA interagieren kdonnen (Tummala, Juneteal. 2003). Wahrend bei einem
niedrigen Verhéltnis, bezogen auf 100 Nukleotide B&A, die Translation am
starksten inhibiert wird, umschreibt ein hohes \adtriis einen geringen Einfluss auf
die Translationseffizienz (Tummala, Welket al. 2003). Folglich ist davon
auszugehen, dass das Antisense-RNA Konstrukt in $&mmC. acetobutylicum
pDK1 Uber eine ausgepragte Anzahl doppelstran@tggnm-Strukturen verfugt und
dadurch die Translation der Hydrogenase HydA naitscheidend inhibiert wird.
Die Enzymmenge der Hydrogenase wirde nachhaltigt m@sentlich beeinflusst
werden. Diese Theorie wird durch die geringe Reddukter Hydrogenase HydA
Aktivitat (um 18 %) inC. acetobutylicum pDK1 im Vergleich zur Vektor-Kontrolle
C. acetobutylicum pSOSzero untersttitzt. Dartber hinaus scheinefVeibaltnisse
von ausgepragten doppelstrangigen Stamm-Strukizuweineien Nukleotiden in der

Sekundarstruktur der asRNA in den Stdmm@n acetobutylicum pDK2 und
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C. acetobutylicum pDK3 relativ niedrig zu sein. Daflir sprechen digngikanten
Reduktionen der Hydrogenase HydA Aktivitaten, did-olge der Komplementaritat
zwischen asRNA und mRNA der Hydrogenase und denusaresultierenden
Inhibition der Translation entstanden sind.

Die Aktivitaten der Hydrogenase HydB (King, Posewd al. 2006) und einer
[NiFe]-Hydrogenase (Ndlling, Breton et al. 2001)nasi fir Bestimmung der
Hydrogenase HydA Aktivitdt augenscheinlich nichtlevant, da in den
Transkriptionsanalysen wahrend der logarithmischéfachstumsphase keine

Expressionen ihrer Gene nachgewiesen werden kannten

Die Hydrogenase HydA Aktivitdit wird von der Proteiange dieses H
produzierenden Enzyms bestimmt. Mit dieser Erkasrdréngte sich die Frage auf,
welchen Einfluss eine reduzierte Hydrogenase Hyd#&viéat auf die H-Produktion
von C. acetobutylicum austibt.

FUr die Untersuchung dieser Fragestellung werdenbitbchemischen Daten der
quantitativen Analyse der JHProduktion in den Stammen mit enthaltenden
Antisense-RNA Konstrukten naher beleuchtet. In &gmmenC. acetobutylicum
pDK2 und C. acetobutylicum pDK3 konnte eine Reduktion derx4Produktion pro
Stunde um den Faktor von 1,4 im Vergleich zu derktdieKontrolle

C. acetobutylicum pSOSzero nachgewiesen werden. Es scheint, als wiiitdder
Reduktion der Hydrogenase HydA Aktivitat die,-Aroduktion des Organismus
entscheidend herabgesetzt werden.

Die Beobachtungen von Kirgt al. (1984) korrelieren mit dieser Annahme. Mit der
CO-Begasung einerC. acetobutylicum Kultur verminderten sie diein vivo
Hydrogenase Aktivitat bis zu 65 % und verursactitdglich einen rapiden Abfall
der H-Produktion (Kim, Bellows et al. 1984). Daruber hinaus zeigten
Untersuchungen in Anwesenheit von Neutal-Rot, eiratifiziellen Elektronen-
Trager, eine 83 %-ige Reduktion der vivo Hydrogenase Aktivitat und daraus
resultierend der HProduktion (Girbal, 1995). Ahnliche Beobachtungemnten
unter erhohten RPartialdricken (Doremus, Lindea al. 1985), unter Eisen-
limitierenden Bedingungen (Bahl, Gottwaltl al. 1986) (Junelles, 1988; Klein,
2009) und in Anwesenheit von Methylviologen (Rad &nutharasan 1987; Peguin
and Soucaille 1995; Peguin and Soucaille 1996p{fetr werden. Jedoch handelt es
sich bei diesen Formen der Enzym-Inaktivierung umpezifische Veranderungen
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des Stoffwechsels, die auch andere Enzyme im Zusamamg mit der H
Produktion beeinflussen konnten. Aus diesem Grumdl Sie kein eindeutiger Beleg
fur eine Reduktion der #Produktion durch eine verminderte Hydrogenase\Atit.
Unter dem Gesichtspunkt, dass die Gene einer [Héf@jogenase HydB und einer
H,-oxidierenden [NiFe]-HydrogenasemighL, mbhS) in den durchgefihrten
Transkriptionsanalysen keine Expressionen zeigt@nd die zentrale Rolle der
Hydrogenase HydA fir die Produktion von molekulareWasserstoff in
C. acetobutylicum untermauert. Diese Erkenntnisse Kkorrelieren mitn de
Untersuchungen von Kingt al. Die Hydrogenase HydA ist das wichtigste Enzym
fur die H-Produktion inC. acetobutylicum (King, Posewitzt al. 2006).

4.2  Hydrogenase HydA — Schlusselenzym fir die Pro#tselektivitat?

Im Verlauf der Acidogenese generigtft acetobutylicum seine Energie Uber die
Substratketten-Phosphorylierung. Die angehéauftenduR@nsaquivalente wie
reduziertes Ferredoxin werden in Form von molelamaH, entfernt und dadurch
regeneriert. Mit denshift in die Solventogenese verringert sich die Aktividzr
Hydrogenase HydA (Gorwa, Crowet al. 1996) und der Verbrauch der
Reduktionsaquivalente wird mit der Produktion veduzierten Losungsmitteln wie
Butanol, Ethanol und Laktat gewahrleistet. Aus eilesGrund besteht zwischen der
Produktion von Wasserstoff und den reduzierten Eowtlgkten ein Konkurrenz-
Verhéltnis um den Elektronenfluss.

In solventogenen Chemostaten Kulturen konnte nachw&et al. eine deutlich
verminderte Hydrogenase HydA Aktivitat im Vergleizhh acidogenen Chemostaten
Kulturen nachgewiesen werden. Diese Erkenntniggenlelie Vermutung nahe, dass
mit der Reduktion der Hydrogenase HydA Aktivitafolge der Antisense-RNA
Technologie die SolventogeneseGnacetobutylicum vorzeitig induziert wird. Der
Elektronenfluss wirde sich auf Kosten der-Ptoduktion in Richtung der
Lésungsmittel-Produktion verschieben. In der Tatnrke in den Stdmmen
C. acetobutylicum pDK2 undC. acetobutylicum pDK3 mit reduzierter l#Produktion
eine signifikante Steigerung der Loésungsmittel Bota Ethanol und Aceton
nachgewiesen werden. Die Reduktion der HydrogeHgs&\ Aktivitat scheint eine
verminderte Protonenaufnahme (Alkalisierung) im dpj@sma hervorzurufen

(Girbal, Vasconcelogt al. 1994) und reduziertes Ferredoxin anzuhaufen.t&k s
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sich jedoch die Frage, wie reduziertes FerredorMNdADH-abhangigen Reaktionen
der Solventogenese begulnstigen kann.

Ein Erklarungsansatz fur die Steigerung des NADHiahes der Zelle durch
reduziertes Ferredoxin konnte die Ferredoxin-NAZeduktase liefern. Das Enzym,
dessen Gen bislang noch nicht identifiziert wuikdan nach Vasconcelos, Girlsl

al. (1994) die Reduktion von NADdurch reduziertes Ferredoxin katalysieren und so
den NADH-Gehalt der Zelle steigern (Vasconcelostb@iet al. 1994). Diese
Reaktion ist jedoch diskussionswirdig, da sie ieffimienter Energieverwertung
verbunden mit einer unvorteilhaften Ansammlung M#DH resultiert.

Ein weiterer Erklarungsansatz fur die Steigerung d¢ADH-Gehaltes durch
angehauftes reduziertes Ferredoxin scheint die FRIDI-enthaltende
Dehydrogenase mit dea- und B-Untereinheiten eines Elektronen-tbertragenden
Flavoproteins (CA_C2542-CA_C2544) zu sein. Es vdimekbar, dass das reduzierte
Ferredoxin mit einem Regulationssystem interagieet/ches die Expression der
Dehydrogenase an das NADH/NANerhiltnis der Zelle anpasst. Je nach
Verfiigbarkeit an reduziertem Ferredoxin wirde deglition von NAD mit der
Hilfe der FAD/FMN-enthaltende Dehydrogenase und dgfAB Komponenten
(CA_C2542-CA_C2544) erfolgen. Als Folge dessen nimder NADH-Gehalt der
Zelle zu und NADH-abhéngige Reaktionen der Solvgemese kdnnen beginstigt
werden.

In Streptomyces coelicolor und Bacillus subtilis konnte ein solcher globaler
Regulator identifiziert werden. Der Repressor Reassp die Expression der
Dehydrogenasen an das NADH/NAWMerhaltnis der Zelle an und reguliert so u.a.
die Expression der fermentativen Laktat-Dehydrogen@rekasis and Paget 2003;
Larsson, Rogstanet al. 2005). Uber das Vorhandensein eines homologen Rex
Proteins inC. acetobutylicum ist jedoch bis dato noch nichts verdéffentlicht.

In E. coli konnte gezeigt werden, dass die Expression adhEl von dem
NADH/NAD *-Gehalt der Zelle abhangt (Leonardo, Cunningtetua. 1993). Auch

in den StdmmeRk. acetobutylicum pDK2 undC. acetobutylicum pDK3 konnte eine
signifikant verstarkte Expression voadhEl nachgewiesen werden. Dieses
Transkriptionsverhalten unter einer erhéhten NADetUgbarkeit korreliert mit der
Steigerung der Ethanol-Konzentration in den Stamm@eacetobutylicum pDK2 und

C. acetobutylicum pDK3 um bis zu 21 %. Der Zusammenhang zwischeerein

erhohten NADH-Verfugbarkeit und der Steigerung tlésungsmittel-Produktion
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wird durch Girbalet al. untermauert. In Anwesenheit von Neutral-Rot bebteten
sie eine Aktivitdtszunahme aller NADH-abhangigerzne, die an der Konversion
von Acetyl-CoA zu Alkoholen beteiligt sind. Fur dig¢hanol-Produktion konnte eine
3-fache Steigerung nachgewiesen werden (Girbak)199

Die Alkohol-Aldehyd-Dehydrogenase adhEl) bedingt zudem die Butanol-
Produktion inC. acetobutylicum (Dtirre, Fischert al. 1995). NeberadhEl zeigte
das Gen einer NADH-abhangigen Butanol-DehydrogeiiodiaB) eine signifikant
verstarkte Expression in den Stdmme@. acetobutylicum pDK2 und
C. acetobutylicum pDK3. Die hohe NADH-Verfugbarkeit der Zelle scheidie
Expression der Butanol-Dehydrogends#hB) zu induzieren und daraus resultierend
die Butanol-Produktion zu steigern. In dem Sta@nacetobutylicum pDK3 konnte
folglich eine 75 %ige Steigerung der Butanol-Korteation nachgewiesen werden.
Girbal et al. stitzen diese Theorie. Die Aktivitat der NADH-abb&en Butanol-
Dehydrogenase stieg bei einem erhéhten NADH/NA®rhaltnis und einem
geringen ATP-Gehalt und resultierte in einer eratihButanol-Produktion (Girbal
and Soucaille 1994).

Die verminderte Hydrogenase HydA Aktivitat scheil@n NADH-Gehalt der Zelle
zu steigern und dadurch die Lésungsmittel-Produktie induzieren. Daruber hinaus
ist anzunehmen, dass als Folge der Solventogemes&erminderte Substratketten-
Phosphorylierung verbunden mit der ATP-Produktibtaaft. Diese Vermutungen
korrelieren indes nicht mit der Hypothese von Pégeiset al. Er berichtete von
einer moglichen Schlisselrolle des ATPs fiur die dBktselektivitat in
C. acetobutylicum. Bei einer niedrigen ATP-Konzentration in der 2eWirde die
Produktion von Sauren unterstitzt werden, wohingegei einer hohen ATP-
Konzentration die Solventogenese induziert wirdp@rReisakis, 1983). Die Induktion
der Solventogenese und die verminderte Substratk@hosphorylierung durch die
Reduktion der Hydrogenase HydA Aktivitdt sprechdaelmehr dafir, dass die
Hydrogenase HydA eine Schlusselrolle in der Prosklkktivitat in

C. acetobutylicum innezuhaben scheint.
Bei einer reduzierten Hydrogenase HydA Aktivitéfiolge einer verminderte HydA

Menge steigt die NADH-Verfugbarkeit der Zelle undDH-abhangige Reaktionen

der Solventogenese werden begunstigt.
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Es stellt sich allerdings die Frage, wie eine réelte Hydrogenase HydA Aktivitat
die Produktion von Aceton stimulieren kann.

Fur die Aceton-Produktion scheint der Gehalt delA-Joansferase (CoAT) der
limitierende Faktor zu sein (Tummala, Wellatral. 2003). Die kodierenden Gene
der CoA-TransferasectfA, ctfB) bilden zusammen mit dem Gen der Alkohol-
Aldehyd-DehydrogenaseadhEl das wesentliche genetische Element der
Lésungsmittel-Produktionsgl-Operon) inC. acetobutylicum (Sauer, Durreet al.
1995). Im oberen Abschnitt wurde bereits auf eiriafiues Regulationssystem
aufmerksam gemacht, dass die Expression der Defpwdasen an das
NADH/NAD *-Verhaltnis der Zelle anpasst. Der hohe NADH-Gelddtr Zelle
infolge einer reduzierten Hydrogenase HydA Aktivitasst vermuten, dass die
Expression desol-Operons durch ein Regulationssystem induziert windl der
Gehalt der CoA-Transferase steigt. Das Regulatystss und folglich der Gehalt
CoA-Transferase kdnnten somit auch die ExpressasrAdetoacetat-Decarboxylase
(adc) sensieren und die Aceton-Produktion bei reduzieilydrogenase HydA
Aktivitat steigern.

Dartber hinaus ist die Decarboxylierung von Acegtaiczu Aceton eine spontan
verlaufende unumkehrbare Reaktion. Es ist anzunehdass die Decarboxylierung
als Teil der Solventogenese die Reassimilation $&uren unterstitzt und das
Gleichgewicht in Richtung der Aceton-Produktionteie

Gestutzt werden diese Vermutungen durch die slgmifi verstarkten Expressionen
dessol-Operons ¢tfA, ctfB, adhEl) und der Acetoacetat-Decarboxylasdd) sowie
der 63 %ige Steigerung der Aceton-Konzentratiodam StamnC. acetobutylicum
pDK3.

Die verstarkte Aceton-Produktion infolge einer reéuaen Hydrogenase HydA
Aktivitat geht jedoch nicht mit den Beobachtunge&m\Ho6nickeet al. konform. Sie
postulierten unter Verwendung des Hydrogenase-iton# Methylviologen (MV)
eine signifikante Reduktion der Aceton-Konzentnati@arlber hinaus zeigten sie,
dass die Gene der CoA-Transferag&( ctfB) nicht reguliert bzw. repremiert waren
(Honicke, Jansseret al. 2012). Es scheint, als wirde Methylviologen als
Hydrogenase-Inhibitor auch die Aktivitat anderezine beeinflussen und dadurch
die veranderte Produktselektivitdt des Organisnaeasrigen.
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4.3  Veranderung des Transkriptionsverhalten in C. acetobutylicum bei
reduzierter Hydrogenase HydA Aktivitat

Mit der Verminderung der Hydrogenase HydA Aktivigtheint der Elektronenfluss
in Richtung der reduzierten Endprodukte gelenkt died Solventogenese induziert
zu werden. Es stellt sich jedoch die Frage, weldleednderung eine reduzierte
Hydrogenase HydA Aktivitdt auf das Transkriptiondwten inC. acetobutylicum

bewirkt.

Transportsysteme

Zucker-Metabolismus. Eine Vielzahl von Bakterien entwickelten Mechangsmdie
der selektiven Aufnahme und dem Katabolismus vohl&thydraten dienen. Dies
ermoglicht ihnen ein schnellst mogliches Wachstumd dolglich ein Vorteil im
Konkurrenzverhalten gegeniiber anderen Bakterierer(S@hauvauxet al. 1996;
Bruckner and Titgemeyer 2002; Singh, Schmaliseh al. 2008). Das
Phosphotransferase-System (PTS) ist der bevorzigteahme-Mechanismus fir
Kohlenhydrate bei anaeroben und fakultativen BadterDas clostridiale PTS
katalysiert die spezifische Bindung des Substratinen Transfer durch die
Zellmembran sowie dessen Phosphorylierung (Mitcl8tawet al. 1991; Tangney,
Brehm et al. 1998; Tangney, Rouss# al. 1998; Tangney and Mitchell 2000).
Untersuchungen zeigten, dass einige dieser Phospltgrase-Systeme substrat-
spezifisch induziert werden (Behrens, Mitchetllal. 2001; Tangney, Wintergt al.
2001; Tangney, Galinieat al. 2003; Tangney and Mitchell 2007; Yu, Tangrewl.
2007). In Gegenwart von Glukose ist die Transkoiptivon Genen fir die
Verwertung einer zweiten Kohlenstoff-Quelle deutlrepremiert. Dadurch wird die
maximale Verwertung der praferierten Glukose trAtawesenheit eines zweiten
Kohlenhydrats gewahrleistet (Grimmler, Hedtl al. 2010; Servinsky, Kiekt al.
2010). Dieses Phanomen weist auf eine Regulatiochddie Kohlenstoff-Katabolit
Repression hin und ist in Clostridien konserviesaiér, Chauvawet al. 1996;
Bruckner and Titgemeyer 2002; Tangney, Galisteal. 2003).

Die Transkriptionsanalysen bei reduzierter Hydragen HydA Aktivitat zeigten
beim Wachstum auf der préaferierten Kohlenstoff-@u&lukose eine signifikante
Expression von Genen des Fruktose-(CA_C0231-CA_€023Laktose-
(CA_C2963-CA_C2966) und Fruktose/Mannose-PTS (CAGBACA_ P0068).
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Dariber hinaus konnte auch fur das Gen eines petatiXylulose-Protonen-
Symporters (CA_C3422) eine deutlich erhdhte Expoessachgewiesen werden.

Es stellt sich die Frage, aus welchen Grun@enacetobutylicum infolge einer
verminderten Hydrogenase HydA Menge und einer daraasultierenden
verminderten Aktivitat, eine Reihe PhosphostrarsierSysteme und Transporter fur
Kohlenhydrate induziert.

Die Transkriptionsdaten von Batch-Fermentationen@hiikose als Substrat zeigten
in der frihen stationdren Wachstumsphase eine &rtgpression von Genen zur
Verwertung der MonosaccharidgFruktose, Galaktose, Mannose, Xylolose),
Disaccharide (Maltose, Laktose, Saccharose) und kienplexen Kohlenhydrate
(Xylan, Cellulose, Starke, Glykogen) (Jones, Pased# al. 2008). Einen
Erklarungsansatz fir diese signifikant erhdhten rEsgionen trotz ausreichender
Mengen von Glukose im Medium (44 % der Ausgangs&otration) konnten die
Autoren nicht liefern. Ein &hnliches Transkriptivaghalten konnte fiir die Zellen eines
Chemostaten beobachtet werden. Dabei zeigten arkeAumnsport involvierte Gene
eine signifikante Induktion wahrend der Solventaggen Der Glukose-Verbrauch nimmt
wahrend der stationdren Wachstumsphase ab undellie gheint nach alternativen
Kohlenstoff-Quellen zu suchen (Grimmler, Jansstead. 2011). Vorhergehende Studien
berichteten darlber hinaus von einer vorzeitigemultion des shifts in die
Solventogenese acidogener Zellen als Reaktion @ufZdgabe des Hydrogenase-
Inhibitors Methylviologen (MV) (Rao and Mutharasd®87; Grupe and Gottschalk
1992).

Die StammeC. acetobutylicum pDK2 und C. acetobutylicum pDK3 scheinen als
Reaktion auf einer reduzierte Hydrogenase HydA VAi&i den NADH-Gehalt der
Zelle zu steigern und die Solventogenese zu indezieUnterstiutzt wird diese
Vermutung mit den signifikant verstarkten Expressio Lésungsmittel-spezifischer
Gene &dc, ctfA/B, adhE1, bdhB).

Daruber hinaus scheint die Zelle mit der Induktumm Genen des Zuckertransports
nach alternativen Substraten zu suchen. Diese Mangu wird durch die
Beobachtungen von Honicleeal. untermauert. Mit der Zugabe von Methylviologen
konnten sie eine signifikant erhdhte Expression @amen des Laktose-, Mannose-,
Fruktose- und Cellubiose-PTS nachweisen (Honickesseret al. 2012).
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Eisen-Stoffwechsel. Neben den Genen des Zuckertransports zeigten @ene
Eisenaufnahme eine signifikant verstarkte Expressiei reduzierter Hydrogenase
HydA Aktivitat. In E. coli wurde eine Operon-Struktur zur anaeroben Aufnahome
Eisen {eo) charakterisiert (Kammler, Schomt al. 1993). Mit Hilfe der
Genomanalyse vo@. acetobutylicum konnte ein putativeteo-Operon (CA_C1029-
CA _C1031) identifiziert werden. Untersuchungetkirtoli zeigten, dass das Operon
der anaeroben Aufnahme von Eisen dient und einclesidiender Faktor fur den
Eisen-Gehalt der Zelle darstellt. Dabei ist Eisénveesentlicher Bestandteil vieler
Enzyme und flr deren Aktivitat unabdingbar. So hignhdbeispielweise die
Acetoacetat-Decarboxylase (Adc) Eisen fur die AceBddung (Westheimer, 1963).
Die verstarkte Expression vomdc bei reduzierter Hydrogenase HydA Aktivitat
erhoht den Gehalt der Acetoacetat-Decarboxylase)(Add steigert dadurch den
Eisen-Bedarf der Zelle. Dies ist nur ein Erklarugsatz fur eine signifikant
verstarkte Expression defeo-Operons bei verminderter Hydrogenase HydA
Aktivitat.

Eisen ist dartber hinaus ein wesentlicher Faktodi& Bildung von Eisen-Schwefel
Zentren in Eisen-Schwefel Proteinen (Imlay 2006ydtdgenasen, die Pyruvat-
Ferredoxin-Oxidoreduktase sowie Ferredoxine zahien den Eisen-Schwefel
Proteinen (Meyer 2000). Mit der Reduzierung der tdgeénase HydA Menge auf
Translationsebene wird die Aktivitat der Hydrogemagrmindert. Es scheint, als
wirde die Zelle mit der erhdhten Expression teesOperons die Aktivitat der
Hydrogenase steigern wollen oder die Aktivitdt aedeEisen-Schwefel Proteine
stimulieren. Die Gene der [FeFe]-Hydrogenase Hyd®dE), der Pyruvat-
Ferredoxin-Oxidoreduktase (CA _C2229) oder der feafredoxine zeigten jedoch
bei reduzierter Hydrogenase HydA Aktivitat keinegRlationen.

Im Rahmen einer leichten und subletalen BeluftunigSauerstoff erhéhte sich das
Redox-Potential vorC. acetobutylicum und fir einzelne Gene ddso-Operons
konnte ebenfalls eine erhéhte Expression untgiSttess nachgewiesen werden
(Hillmann, Doring et al. 2009). Dabei ist erwahneed, dass die [FeFe]-
Hydrogenasen durch Sauerstoff irreversibel gesghadverden und so die
Expressionen ddeo-Operons zu erklaren sind (Erbes, Ket@l. 1979).
Sulfat-Reduktion und Cystein-Biosynthese.Bakterien konnen Sulfat fur die
Synthese organischer Schwefel-Metaboliten verwend&e stufenweise Sulfat-
Reduktion fuhrt zur Synthese von Cystein und MetimdAndre, Everet al. 2008).
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Cysteine scheinen Uber ihre Thiolgruppen eine koattve Funktion in Eisen-
Schwefel-Clustern auszuuben. Dartber hinaus erh&memmit der Bildung von
Disulfid-Briicken die Stabilitat von Proteinen. Gnter et al. postulierten fur die
Gene der Sulfat-Reduktion und der Cystein-Biosysgheine signifikant verstarkte
Expression wahrend des solventogenen Wachstumshii@er, Janssed al. 2011).
Diese Erkenntnisse legen die Vermutung nahe, dass &hnliches
Expressionsverhalten dieser Gene bei reduziertelrddgnase HydA Aktivitat und
induzierter Solventogense zu erwarten ist. Jedagten die Gene der Sulfat-
Reduktion und der Cystein-Biosynthese (CA_C0102-CR04, CA CO0106-
CA_C0110, CA_C0930) in den Transkriptionsanalysere esignifikant verstarkte
Expression in der Vektor-Kontroll€. acetobutylicum pSOSzero (s. Tabelle 7.16,
Anhang).

Veranderung des Kohlenstoff-Flusses

C. acetobutylicum verfugt tUber drei Wege, Pyruvat oxidativ zu veneer Pyruvat-
Ferredoxin-Oxidoreduktase (CA_C2229; EC 1.2.7.1)yrufPat-Formiat-Lyase
(CA_C0980; EC 2.3.1.54) und Pyruvat-Decarboxyl&e (P0025; EC 4.1.1.1). Des
Weiteren kann Pyruvat mit Hilfe der L-Laktat-Dehgdenase (CA_C0267,
EC 1.1.1.27) zu Laktat reduziert werden.

Die Oxidation von Pyruvat zu Acetyl-CoA und g@urch die G@-sensitive Pyruvat-
Ferredoxin-Oxidoreduktase stellt den Hauptabbau-Weg Pyruvat dar. Die
Elektronen dieser Reaktion werden auf ein Ferregdobertragen (Meinecke,
Bertram et al. 1989) und die angehauften Reduktionsaquivalenee reduziertes
Ferredoxin in Form von FHentfernt.

Mit der Reduktion der Hydrogenase HydA Menge audnBtationsebene wird die
Aktivitdt dieses Enzyms vermindert und als Folgessé® weniger reduziertes
Ferredoxin in Form von Hregeneriert. Der Kohlenstoff-Fluss durch die Pgtuv
Ferredoxin-Oxidoredukatase wird demnach reduzi®te Pyruvat-Ferredoxin-
Oxidoredukatase konnte auf diese Weise ein sogéemrottleneck fur den
Kohlenstoff-Fluss der Zelle darstellen.

Es stellt sich die Frage, wi@. acetobutylicum den entstandenen Kohlenstoff-Stau
am Pyruvat infolge einer reduzierten HydrogenaseAdktivitat umgehen kann.

C. acetobutylicum ist der einzige Organismus unter den solventogéZlestridien,

der Uber eine Pyruvat-Decarboxylase verfugt. Dian$kriptionsanalysen zeigten
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eine signifikant verstarkte Expression dafc Gens bei reduzierter Hydrogenase
HydA Aktivitat. FUr die Auflésung des Kohlenstoftghis scheint der Organismus
das angehaufte Pyruvat aus der Glycolyse unteratsg von CQfir die Ethanol-
Bildung zu verwenden, ohne dabei CoA zu benotigemliche Beobachtungen
machten Grimmleet al. Sie zeigten, dass das Gen der Pyruvat-Decarlsxydc)
lediglich wahrend des metabolischafts von der Acidogenese zur Solventogenese
induziert war und dadurch die Ethanol-Produktiomhiringig von CoA gesteigert
werden konnte (Grimmler, Janssgral. 2011).

Neben der Oxidation von Pyruvat durch die Pyruvat®boxylase verfugt
C. acetobutylicum Uber einen reduktiven Weg den Kohlenstoff-Staubeseitigen.
Die L-Laktat-Dehydrogenase (CA_C0267) katalysieet Reduktion von Pyruvat zu
Laktat unter Verwendung des ReduktionsaquivaleN&bH.

Bei reduzierter Hydrogenase HydA Aktivitdt konni@ fdas Gen einer L-Laktat-
Dehydrogenase (CA_C0267) eine signifikant verséfkkpression nachgewiesen
werden. Diese Expressionsdaten legen die Vermubahg, dass der Kohlenstoff-
Stau am Pyruvat durch einen verminderten Kohlefiloks in Richtung des
Acetyl-CoA mit der Produktion von Laktat beseitigird. Gleichzeitig konnen die
Reduktionsaquivalente in Form von NADH aus der @Glyke mit der Bildung von
Laktat entfernt werden. Dieser Erklarungsansatz ZBeseitigung eines
angenommenen Kohlenstoff-Staus wird durch anderbeifen untermauert. In
Anwesenheit des Hydrogenase-Inhibitors Methylvielogind einem pH-Wert > 5
konnte in C. acetobutylicum eine erhdhte Laktat-Produktion beobachtet werden
(Peguin, 1994) (Peguin and Soucaille 1996). Eangunehmen, dass die paralogen
Gene CA C0267 und CA _C1543 verstarkt exprimiert ewar Ahnliche
Beobachtungen zeigten sich beim Wachstum unten#isgtierenden Bedingungen
und erhdhtem pH-Wert (> 5) (Hanson and Rodgers ;18&hl, Gottwaldet al.
1986). Die Autoren um Bala al. erklarten diese erhdhte Produktion von Laktat mit
einer verminderten Aktivitdt der Pyruvat-Ferredefiridoreduktase infolge der
Eisen-Limitierung. Die Reduktionséquivalente deyKalyse wirden bevorzugt tber
die Laktat-Dehydrogenase entfernt werden und wenitdper die Reduktion von
Acetyl-CoA zu Alkoholen.

Die L-Laktat-Dehydrogenase besitzt ein pH-Optimunonv5,8 (Freier and
Gottschalk, 1987) und ist bei einem pH-Wert untein&ktiv (Jones and Woods
1986). Dies wurde erklaren, warum der Kohlenstdfisb wahrend des stationéren
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Wachstums in den Stammén acetobutylicum pDK2 undC. acetobutylicum pDK3
zu einem grof3eren Teil Uber die Pyruvat-Decarbmeyleerlauft.

Clostridien kénnen alternativ Pyruvat zu Acetyl-Ca#fnd Formiat mit Hilfe der
Pyruvat-Formiat-Lyase konvertieren. Die physiolobs Rolle des Enzyms im
clostridialen Metabolismus ist bis dato unbekagpedioch wird dartiber spekuliert,
dass es eher der anabolischen als der kataboliBohktion dient (Wood and
Jungermann 1972; Weidner and Sawers 1996)C.Imcetobutylicum konnte das
kodierende Gen der Pyruvat-Formiat-Lyase idenéfiziverden (N6lling, Bretoset
al. 2001). In einer personlichen Mitteilung von Dr.néin Ehrenreich wurde auf die
Bedeutung Pyruvat-Formiat-Lyase fur die Solventegenin C. acetobutylicum
hingewiesen. Ohne das Enzym kodnne der Organismuse kedsungsmittel-
Produktion betreiben (persénliche Mitteilung, Dr.rmfin Ehrenreich). Es ist
demnach anzunehmen, das#B in den Transkriptionsanalysen eine signifikant
verstarkte Expression bei reduzierter Hydrogenag@AHAktivitat und induzierter
Solventogenese zeigt. Entgegen den ErwartungetezedochpflB eine signifikant

verstarkte Expression in der Vektor-Kontralleacetobutylicum pSOSzero.

Mit der Synthese von Acetyl-CoA wird die Substrat&e-Phosphorylierung und
damit die Energieproduktion in Form von ATP €. acetobutylicum
aufrechterhalten. Ohne die Bildung von Acetyl-CoAirde der Organismus eine
wichtige Energie-Quelle verlieren. Aus diesem Grustddavon auszugehen, dass
trotz der Reduktion der Hydrogenase HydA MengeTaahslationsebene durch die
Antisense-RNA Technologie ein gewisser Kohlenskdifss in Richtung des Acetyl-
CoA besteht.

Die Konversion zweier Acetyl-CoA Molekile zu Acetedtyl-CoA wird durch die
Thiolase katalysiert. InC. acetobutylicum existieren zwei paraloge Gene der
Thiolase t(hlA, thIB). Grimmler et al. und Winzeret al. berichten von einer
antagonistischen Regulation beider Gene. Wahrersdcleomosomal lokalisierte
thlA (CA_C2873) unter acidogenen Bedingungen induxient, konnte flr das auf
dem Megaplasmid pSOL1 lokalisiettdB (CA_P0078) eine signifikante Expression
wéahrend des metabolischdhmifts in die Solventogenese beobachtet werden (Winzer,
Lorenz et al. 2000; Grimmler, Janssest al. 2011). Bei reduzierter Hydrogenase
HydA Aktivitdt konnte ein &hnliches antagonistisshexpressionsverhalten beider

Gene nachgewiesen werden. ®ilA wurde keine Anderung seitens der Expression
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ermittelt. Die signifikante Expression dédB unter solventogenen Bedingungen
scheint indes den Acetoacetyl-CoA Gehalt der Zalisteigern und die angehé&uften
Sauren Acetat und Butyrat fir ihre Reassimilatioraktivieren.

C. acetobutylicum verfugt Uber zwei Sets von Genen, welche fur die
3-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydrogenase (CA _C2009, CA708) und die Enoyl-
CoA-Hydratase (CA_C2012, CA_C2016, CA C2712) kaghelwWahrend die Gene
mmgB (CA_C2009) undadB (CA_C2012, CA_C2016) in der Fettsaure-Biosynthese
involviert sind, katalysierehbd (CA_C2708) undcrt (CA_C2712) die Umsetzung
von Acetoactyl-CoA zu Crotonyl-CoA. In den Trangitionsanalysen konnte fur die
Gene der 3-Hydroxybutyryl-CoA Dehydrogenabkbd) und der Crotonasert) bei
reduzierter Hydrogenase HydA Aktivitdt keine Exgieasanderung nachgewiesen
werden. Diese Gene scheinen durch die reduziertedggnase HydA Aktivitat und
die daraus resultierende vorzeitige Solventogemés®t induziert zu werden um
ausgehend von Acetoacetyl-CoA vermehrt Crotonyl-Ca& bilden. Die
Transkriptionsdaten von Chemostaten-Zellen stitzese Vermutung. Fir die Gene
hbd (CA_C2708) undcrt (CA_C2712) konnten nur unter acidogenen Bedingange
signifikante Expressionen nachgewiesen werden (@hem Janssed al. 2011).

In C. acetobutylicum bilden die Genehbd (CA _C2708),crt (CA_C2712), bcd
(CA_C2711)etfA (CA_C2709) uncetfB (CA_C2710) eine Operon-Struktur (Wang,
Li et al. 2011). Es konnte gezeigt werden, dass die Gener @ntyryl-CoA-
Dehydrogenase b¢d) und die dero- und B-Untereinheiten eines Elektronen-
ubertragenden Flavoproteirgff, etfB) gleichzeitig exprimiert werden. Dabei ist die
Anwesenheit von EtfA und EtfB fur die Aktivitdt d&utyryl-CoA-Dehydrogenase
unabdingbar (Boynton, Bennet al. 1996). In den Transkriptionsanalysen bei
reduzierter Hydrogenase HydA Aktivitat konnte fiike &Genebcd, etfA und etfB ein
ahnliches Expressionsverhalten wie fiibd und crt ermittelt werden. Dieses
Transkriptionsverhalten der Operon-Struktur (Warget al. 2011) lasst vermuten,
dass die Gene bei reduzierter Hydrogenase HydAviaktinicht an der Bildung von
Butyryl-CoA beteiligt sind. Dabei stehen die Trangionsdaten der Operon-
Struktur mit jenen in Gegenwart des Hydrogenas@itdnrs Methylviologen nicht
im Einklang (Honicke, Jansseet al. 2012). Die Autoren berichten von einer
erhohten Expression dieser Gene in Anwesenheit Wethylviologen und
spekulieren Uber eine vermehrte Produktion von BA#HgoA und folglich von

Butanol.
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Es stellt sich die Frage, uUber welche StoffwechegkvC. acetobutylicum bei
reduzierter Hydrogenase HydA Aktivitat das Intermgorodukt Butyryl-CoA fir
die Synthese derg&Kompenenten produziert, wenn die Gene fir die Kosion von
Acetoacetyl-CoA zu Butyryl-CoA nicht reguliert sind

Die Antwort auf diese Fragestellung liegt in deodRrktion und Reassimilation der
Sauren Acetat und Butyrat. Die Gene der Phosphgtratransferaseptb) und der
Butyrat-Kinase Ifuk) bilden in C. acetobutylicum eine Operon-Struktur (Cary,
Peterseret al. 1988). Mit den Transkriptionsanalysen bei redduereHydrogenase
HydA Aktivitdt konnte sowohl fir die Operon-Struktals auch fur die Gene der
Phosphat-Acetyltransferasptd) und der Acetat-Kinasea¢kA) keine Expressions-
anderung nachgewiesen werdénacetobutylicum scheint infolge einer reduzierten
Hydrogenase HydA Aktivitat und eines daraus residtidenbottieneck fir den
Kohlenstoff-Fluss an der Pyruvat-Ferredoxin-Oxidluldase weniger Acetat und
Butyrat zu bilden.

Ahnliche Beobachtungen fanden die Autoren um Meyeal. Die Beluftung einer
Glukose-limitierenden Chemostaten Kultur mit denversiblen Hydrogenase-
Inhibitor CO resultierte in einer deutlichen Mindeg der Acetat-, Butyrat- und
H,-Produktion (Meyer, 1986

Im oberen Teil dieses Abschnittes wird auf einaisigant verstarkte Expression des
thIB bei reduzierter Hydrogenase HydA Aktivitat hingesen. Mit der Expression
von thIB konnte der Acetoacetyl-CoA Gehalt der Zelle gestdi und die
produzierten Sauren zur Reassimilation aktiviertdea. Die signifikant verstarkte
Induktion der CoA-TransferasetfA, ctfB) untermauert diese Theorie. Mit Hilfe der
Acetoacetyl-CoA:Acetat/Butyrat CoA Transferase £Ctf CtfB) werden die
gebildeten S&auren Acetat und Butyrat in Acetyl-Qa#d vermehrt in Butyryl-CoA
umgesetzt (Rogers, 1986). Dies wuirde erklaren, ®@ie acetobutylicum bei
reduzierter Hydrogenase HydA Aktivitdt Butyryl-CoAynthetisiert und den
Kohlenstoff-Fluss in Richtung der,&omponenten lenkt.

Die Reduktion von Butyryl-CoA zu Butyraldehyd ist die Aktivitat einer NADH-
abhangigen bifunktionalen  Alkohol-Aldehyd-Dehydrogee gebunden. In
C. acetobutylicum konnten zwei paraloge Gene der Alkohol-Aldehyd-
Dehydrogenasea(lhEl, adhE2) auf dem Megaplasmid pSOLL1 identifiziert werden.
Bei reduzierter Hydrogenase HydA Aktivitdt konnfén die paralogen GeradhEl
und adhE2 unterschiedliche Expressionen ermittelt werdenhigd adhE2 keine
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Expressionsanderung zeigte, konnte &ihEl eine signifikante Expression bei
reduzierter Hydrogenase HydA Aktivitat nachgewieseerden. Es ist demnach
anzunehmen, dass AdhEL eine essentielle RolleriKaleversion von Butyryl-CoA
zu Butyraldehyd bei reduzierter Hydrogenase HydAiVvMiat innezuhaben scheint.
Dartber hinaus lassen die Expressionsdaten der &l und adhE2 auf eine
antagonistische Regulation schlieRen. Diese Vemgutuwird durch die
Transkriptionsanalysen von Chemostaten-Zellen bgstaVahrendadhE2 unter
acidogenen Bedingungen signifikant induziert istd umahrend des metabolische
shifts in die Solventogenese repremiert wird, konnte &dhEl eine deutliche
Expression unter solventogenen Bedingungen naclkegewi werden (Winzer,
Lorenzet al. 2000; Grimmler, Janssetal. 2011).

Die Reduktion von Butyraldehyd zu Butanol wird @ acetobutylicum von zwei
Butanol-Dehydrogenasen (CA_C3299, CA_C3298) kaitysDie chromosomal
lokalisierten GenebdhA (CA_C3299) undbdhB (CA_C3298) sind dabei in
benachbarten monocistronischen Operon-Strukturgangsiert (Petersen, Welah
al. 1991; Walter, Bennett al. 1992). In den Transkriptionsanalysen bei redteier
Hydrogenase HydA Aktivitat konnten fir die GeodhA undbdhB unterschiedliche
Expressionsdaten ermittelt werden. WahreloghA keine Expressionsanderung
zeigte, konnte flrbdhB eine signifikant verstarkte Expression bei vermitete
Hydrogenase HydA Aktivitat nachgewiesen werdensélsint, als sei das Enzym
BdhB neben der Alkohol-Aldehyd-Dehydrogenase Adh&irwiegend fir die
Butanol-Produktion in den Stdmmen mit reduziertgditdgenase HydA Aktivitat
verantwortlich. Dartber hinaus sprechen die Expoasdaten fir eine
unterschiedliche Regulation beider Gene auf Traps&nsebene.

Gestutzt wird diese Annahme durch die Beobachtuagelerer Forschungsarbeiten.
Mit der Induktion der Solventogenese durch die Mimohg des pH-Wertes in
kontinuierlichen Kulturen konnte eine Transkriptioler GenebdhA, bdhB und
adhEl ermittelt werden (Fischer, Helmet al. 1993; Durre, Fischeet al. 1995).
Jedoch konnte in solventogenen Kulturen urgeady-state Bedingungen kein
Transkript dedbdhA Gens nachgewiesen werden, obwohl die TranskriptiorbdnB
undadhE1l ermittelt werden konnte (Girbal, 1995).

Die Ethanol-Produktion inC. acetobutylicum ist an die Aktivititen der
bifunktionalen Alkohol-Aldehyd-Dehydrogenasen Adhtiid AdhE2 gebunden. Im
Vergleich zur Butanol-Synthese katalysieren die yiamz indes die vollstandige
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Reduktion von Acetyl-CoA zu Ethanol. Mit der Protiok von Ethanol kann der
Organismus somit die Reduktionsaquivalente in Feom NADH verbrauchen und
NAD™ regenerieren. Die GeraelhEl undadhE2 sind auf dem Megaplasmid pSOL1
lokalisiert. Dabei unterscheiden sie sich in ihgenetischen Organisation deutlich
voneinander. WahrenddhE2 (CA_P0035) ein monocistronisches Operon bildet
(Fontaine, Meynial-Sallegt al. 2002), istadhEl in dem polycistronischeisol-
Operon organisiert (s. Abbildung 4.1).

A
[ > 4 ] & 1 4 ]
CA_P0034 adhE2 CA_P0036 CA_P0037
B
[ > > | > {— —
—
CA P0161 adhE1l ctfd ade CA P0166

cyB

Abbildung 4.1: Genetischer Kontakt von adhEl und adhE2 in C. acetobutylicum.

A: Dargestellt ist das monocistronische Operon \amhE2 (Alkohol-Aldehyd-Dehydrogenase
AdhE2) mit seinen up- und downstream Bereichen-(iral). B: Dargestellt ist dasol-Operon mit
den GenenadhEl (Alkohol-Aldehyd-Dehydrogenase AdhEL1RtfA und ctfB (CoA-Transferase
CtfAB) (dunkel-grau) mit seinen up- und downstrea®ereichen (hell-grau).adc: Gen der
Acetoacetat-Decarboxylase (Adc). Erlauterung siedd.

Zusammen mit den beiden Untereinheiten der AcetgbCeA:Acetat/Butyrat CoA

Transferase ffA, ctfB) bildet adhE1l ein wesentliches genetisches Elemesul- (

Operon) fur die Losungsmittel-Produktion @ acetobutylicum (Sauer and Diirre,
1995). Im oberen Abschnitt wurde auf die antagestbe Regulation der Gene
adhEl und adhE2 aufmerksam gemacht. WahrenddhE2 bei reduzierter
Hydrogenase HydA Aktivitat nicht reguliert war, kden fir die Gene desol-

Operons &dhE1L, ctfA, ctfB) eine signifikant verstarkte Expression nachgegnes
werden. Dieses Expressionsverhalten spricht zuneneifiir die Reassimilation
produzierter Sauren und zum anderen fir die vernmeProduktion von Ethanol
durch die Aktivitdt der Alkohol-Aldehyd-Dehydrogesea AdhEl. Die Ethanol-
Produktion scheint des Weiteren durch die Verlaggrdes Kohlenstoff-Flusses
erhoht zu werden. Der verminderte Substratflusscidudie Pyruvat-Ferredoxin-

- 162 -



Diskussion

Oxidoreduktase wird mit der Aktivitat der Pyruvaeéarboxylase aufgelést und das
Pyruvat aus der Glykolyse mit Hilfe von AdhEl aubdfen der Aceton- und
Butanol-Produktion direkt zu Ethanol umgesetzt. Diglkohol-Aldehyd-
Dehydrogenase AdhE1l scheint demzufolge eine zentrallle in der Ethanol-
Produktion bei reduzierter Hydrogenase HydA Ak#vitinnezuhaben. Diese
Vermutung wird durch ein &hnliches Expressionsv&ha von adhEl in
Chemostaten-Kulturen mit der Steigerung der Eth&notuktion unter

solventogenen Wachstumsbedingungen unterstitan(@er, Jansseet al. 2011).

Neben den reduzierten Endprodukten Ethanol und mBlUtaproduziert
C. acetobutylicum das Losungsmittel Aceton. Das Gen der Acetoacetat-
Deacrboxylasegdc) ist in einem monocistronischen Operon organigiéerischer
and Durre 1992) undownstream dessol-Operon lokalisiert (s. Abbildung 4.1). Das
Enzym Adc katalysiert dabei die Decarboxylierung Vacetoacetat zu Aceton. Fur
adc konnte bei reduzierter Hydrogenase HydA Aktivigitie signifikant verstarkte
Expression nachgewiesen werden. Untersuchungeriemejgdoch, dass fur die
Aceton-Produktion nicht allein die Expression @es Gens, sondern vielmehr der
Gehalt der CoA-Transferase (CoAT) der limitierenBaktor zu sein scheint
(Tummala, Welkeet al. 2003). Die erhdhte Expression der CoA-Transfe(et$A,
ctfB) und die vermehrte Aceton-Produktion unterstitzke Erkenntnisse von
Tummala et al. C. acetobutylicum scheint bei reduzierter Hydrogenase HydA
Aktivitdt die Aceton-Produktion als Reaktion aufediAktivierung der Sauren
(Acetoactyl-CoA Produktion durch Thiolase) und deReassimilation verstarkt zu
induzieren. Diese Annahme steht jedoch nicht inklgimg mit den Beobachtungen
frherer Forschungsarbeiten. Unter Fe-limitierend@edingungen und in
Anwesenheit des Hydrogenase-Inhibitors Methylvielogkonnte keine Produktion
von Aceton inC. acetobutylicum beobachtet werden (Peguin and Soucaille 1995).

Veranderung des Elektronen-Flusses

Fur die Optimierung der Energieproduktion entwitéel Clostridien verschiedene
Strategien. InC. acetobutylicum werden die Reduktionsaquivalente wie reduziertes
Ferredoxin in Form von Wasserstoff entfernt undesergie aus der Substratketten-
Phosphorylierung gewonnen. Die Hydrogenase HydAnmirdabei eine zentrale

Rolle in der H-Produktion und Regeneration des reduzierten Fexied ein (King,
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Posewitzet al. 2006). Die Regenration von Reduktionsaquivaleniash folglich die
Energiegewinnung durch die Substratketten-Phospibougpg ist in Clostridium
beijerinkii an die Aktivitat einetrimeric bifurcating hydrogenase gekoppelt (Schut
and Adams 2009). Das Enzym gewahrleistet die gteitige Oxidation von
reduziertem Ferredoxin und NADH unter Bildung vorp. Hergleichend zu

C. acetobutylicum kann C. beijerinkii NADH dabei durch die Produktion von,H
verbrauchen. Doch ist diese Art des-Produktion im Gegensatz zu jener basierend
auf Ferredoxin energetisch ungtinstiger, da verotutin geringerer HPartialdruck
entsteht. In diesem Zusammenhang wird die zenRalee der Hydrogenase HydA
in der Energie-Optimierung i@. acetobutylicum verdeutlicht.

Die Modifikation der Hydrogenase HydA unter Verwend der Antisense-RNA
Konstrukte hatte nachweislich keine Auswirkungeh das Transkriptionsverhalten
der Hydrogenase. Es ist daher anzunehmen, das#litfet der Antisense-RNA
Technologie die Proteinmenge der Hydrogenase arislationsebene reduziert und
dadurch die Aktivitdt vermindert wurde. Die [FeRé&ydrogenase HydB und die
[NiFe]-Hydrogenase HupSL spielen in der-Produktion in Anwesenheit der
Antisense-RNA Konstrukte eine untergeordnete Raila, ihre Genexpressionen
nicht nachweisbar oder nicht reguliert vorlagen.

Die Reduzierung der Hydrogenase HydA Menge vermitnderen Enzymaktivitat
und verursacht eine Veranderung des Kohlenstofdds inC. acetobutylicum
(s. Abschnitt Verdnderung des Kohlenstoff-Flussgs) stellt sich daher die Frage,
welchen Einfluss eine reduzierte Hydrogenase Hyddivikat auf den Elektronen-
Fluss des Organismus ausubt.

Der physiologische Elektronen-Donor der HydrogenbBiselA ist das reduzierte
Ferredoxin. Es entsteht wahrend der oxidativen Becglierung von Pyruvat zu
Acetyl-CoA durch die Aktivitat der Pyruvat-FerredoxOxidoreduktase. In
C. acetobutylicum konnten finf ORF's von Ferredoxinen (CA_C0075, CA105,
CA _C0303, CA C3527, CA _C3621) identifiziert werdéolling, Bretonet al.
2001). Die Transkriptionsanalyen unter logarithrhest Wachstum zeigten eine
verminderte Expression der Gene CA _C0303 und CAO0E&O0bei reduzierter
Hydrogenase HydA Aktivitdt. Es ist anzunehmen, dass der Reduktion der
Hydrogenase HydA Aktivitat die Oxidation von Pyrtivai Acetyl-CoA durch die
Pyruvat-Ferredoxin-Oxidoreduktase vermindert ahlawind folglich weniger
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reduziertes Ferredoxin, welches mit der HydrogenidgdA interagieren kann,
entsteht.

Untersuchung irC. acetobutylicum zeigten, dass das Ferredoxin CA_C0303 10-mal
effektiver mit der Hydrogenase HydA interagiert ais Vergleich das Ferredoxin
CA _C3527. Aus diesem Grund ist Ferredoxin CA_C0888 Haupt-Ferredoxin in
C. acetobutylicum (Demuez, Cournaet al. 2007; Guerrini, Burlagt al. 2008).

Die Expressionsdaten von CA_C0303 bei reduzierygréjenase HydA Aktivitat
stitzen die Erkenntnisse anderer Forschungsgrupmpehegen die Vermutung nahe,
dass es sich bei dem Ferredoxin CA_C0303 um jenaddit, das direkt mit der
Hydrogenase HydA interagiert und die Reduktion Beotonen und folglich die
H.-Produktion beeinflusst.

Als Folge der reduzierten Hydrogenase HydA Aktiviist eine Anhaufung von
reduziertem Ferredoxin und folglich ein UberschassProtonen im Cytoplasma
denkbar. Der Uberschuss an Protonen wirde die i@tietten-Phosphorylierung

und dadurch die Energie-Gewinnung in Form von ATiRd@rn.

Neben der Pyruvat-Ferredoxin-Oxidoreduktase verigicetobutylicum Uber zwei
weitere Enzyme, reduziertes Ferredoxin unter a@deg Wachstumsbedingungen
zu generieren. Eines dieser Enzyme ist die NADH#demxin-Oxidoreduktase
(Vasconcelos, Girbaét al. 1994) (Girbal, 1995). Das Enzym, dessen Gen rgsla
nicht identifiziert werden konnte, soll die thernypdmisch ungtinstige Reduktion
des Ferredoxins durch NADH katalysieren. Glukosge&iol Chemostaten-Kulturen
sind durch ein hohes NADH/NAEVerhéltnis gekennzeichnet (Girbal and Soucaille
1994). Jedoch weisen sie eine geringe Expression N&DH-Ferredoxin-
Oxidoreduktase auf (Vasconcelos, Girehlal. 1994). Es ist anzunehmen, dass
infolge der reduzierten Hydrogenase HydA Aktivitdd einer Anh&ufung von
reduziertem Ferredoxin, die Aktivitdt einer mdodgkoh NADH-Ferredoxin-
Oxidoreduktase vermindert vorliegt um kein zusételreduziertes Ferredoxin zu
bilden.

In Clostridium Klyveri bilden die Butyryl-CoA-Dehydrogenase (Bcd) und @ieund
B-Untereinheiten eines Elektronen-ubertragendendpiateins (EtfA, EtfB) einen
Proteinkomplex. Der Komplex katalysiert die NADHkéngige Reduktion von
Crotonyl-CoA zu Butyryl-CoA und bedingt durch dieseergonische Reaktion, wird

ebenfalls die NADH-abhangige Reduktion von Ferrémleermdglicht (Herrmann,

- 165 -



Diskussion

Jayamaniet al. 2008; Li, Hinderbergeet al. 2008; Seedorf, Fricket al. 2008;
Kbopke, Held et al. 2010). Das Vorhandensein eines Bcd/EtfAB-Kompdexe
C. acetobutylicum spricht ebenfalls fir eine Butyryl-CoA abhéngigedgktion von
Ferredoxin unter Verwendung von NADH. Das gebildettuzierte Ferredoxin kann
fur die H-Produktion und letztlich zur Energie-Optimierungurch die
Substratketten-Phosphorylierung genutzt werdenrd&hizierter Hydrogenase HydA
Aktivitat konnte indes flr den Bcd/EtfAB-Komplex ike Regulation oder eine
signifikant erhdhte Expression detfA und etfB Gene in der Vektor-Kontrolle
C. acetobutylicum pSOSzero nachgewiesen werden. Es scheint, als ewdrd
C. acetobutylicum bei reduzierter Hydrogenase HydA Aktivitat einesaizliche
Synthese von reduzierten Ferredoxin unterbinderjed@en Regeneration Uber die
Hydrogenase HydA lediglich vermindert ablauft. @ieSrkenntnisse stehen indes
nicht mit den Genexpressionsdaten des Bcd/EtfAB-glem in Anwesenheit des
Hydrogenase-Inhibitors Methylviologen im Einklargdhicke, Jansseet al. 2012).
Die Autoren berichten von einem verstarkten Expoesverhalten der Gene
CA_C2709-CA_C2711.

C. acetobutylicum fehlt die Mdoglichkeit seine Elektronen Uber eine
Elektronentransportkette auf terminale Elektrondwzeptoren (Nitrat, Sauerstoff,
Sulfat) zu Ubertragen und dadurch Energie zu gersri Aus diesem Grund muss
der Organismus seine Elektronen-Trager wie redieggeFerredoxin oder NADH
Uber die Produktion von Hund reduzierten Endprodukten entfernen. Mit der
Reduktion der Hydrogenase HydA Aktivitat wird uritessen eine Regeneration des
reduzierten Ferredoxins deutlich vermindert. Editstech daher die Frage, welche
alternativen Wege€. acetobutylicum zur Regeneration des reduzierten Ferredoxins
verwendet.

In C. beijerinkii konnten kodierende Gene fir einen membran-geb@emd&mf-
Komplex identifiziert werden (Biegel and Muller 201Biegel, Schmidét al. 2011).
Die Ferredoxin-abhangige NAEReduktion ist dabei an die Erzeugung eines
Protonengradienten gekoppelt, wodurch die Regemrales reduzierten Ferredoxins
fur die Energiekonservierung in Form von ATP gehwterden kann (Herrmann,
Jayamani et al. 2008). Der Nachteil dieser Art pdeltes Ferredoxin zu
regenerieren, besteht in der Produktion von NADIesBs muss auf Kosten einer

verminderten Substratketten-Phosphorylierung wéahrder Synthese von Sauren

- 166 -



Diskussion

durch die Produktion reduzierter Endprodukte regertewverdenC. acetobutylicum

ist jedoch eines der wenigen Clostridien, die Udersen Rnf-Komplex nicht
verfligen, sondern ihr Ferredoxin Uber eine schreelied effektivere HProduktion
regenerieren.

Das Fehlen eines Rnf-Komplexes und die Reduktion lgdrogenase HydA
Aktivitat legen die Vermutung nahe, da€s acetobutylicum Uber andere Wege
verfugt, reduziertes Ferredoxin zu regenerieren.

Girbal et al. berichten im Zusammenhang mit einem hohen NADH/NWddhaltnis
und einer niedrigen intrazellularen ATP Konzentmativon einer verstarkten
Expression einer Ferredoxin-NAMBReduktase (Girbal and Soucaille 1994). Das
Enzym katalysiert die Reduktion von NARlurch reduziertes Ferredoxin, wodurch
der NADH-Gehalt der Zelle steigt (Vasconcelos, @irlet al. 1994). Mit der
Reduktion der Hydrogenase HydA Aktivitat scheirg &iTP-Produktion infolge der
Substratketten-Phosphorylierung abzunehmen und Menge an reduziertem
Ferredoxin zu steigen (s. Abbildung 4.2).
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Abbildung 4.2: Veranderung des Elektronen-Flussesnfolge einer reduzierten Hydrogenase
HydA Aktivitat in  Anwesenheit einer Ferrdoxin-NAD *-Reduktase. Reaktionswege des
Elektronen-Fluss, die aufgrund einer reduziertemylraktivitat (HydA) oder keiner Veranderung der
Expression (CA _C2229bcd) vermindert ablaufen, sind mit Hilfe gestricheltBeaktionspfeile
gekennzeichnet. Die Anhaufung von reduziertem Eertim ist durch umrandete Symbole markiert.
NADH-abhangige Reaktionen, die von der erhdhten MNAZerfiigbarkeit der Zelle beginstigt
werden, sind durch einen breiteren Reaktionspfellegnzeichnet. Reaktionswege, die unter diesen
Umstéanden nicht vollzogen werden, sind durchgdstric 1. Pyruvat-Ferredoxin-Oxidoreduktase;
2. Hydrogenase HydA 3. Alkohol-Aldehyd-Dehydrogenase (AdhE1l, AdhEZ); Acetaldehyd-
Dehydrogenase, Alkohol-Aldehyd-Dehydrogenase (AdhEAdhE2); 5. Alkohol-Aldehyd-
Dehydrogenase (AdhEl, AdhE2J. Butanol-Dehydrogenase (BdhA, BdhBY. Butyryl-CoA-
Dehydrogenase;8. Elektronen-iibertragende Flavoproteine (EtfA/EtfBY, Ferrdoxin-NAD'-
ReduktaselO. L-Laktat-Dehydrogenase. Zwischenprodukte des &tfhsels ¢). Erlauterung siehe
Text.
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Die Anhaufung von reduziertem Ferredoxin lasst weaem, dass infolge der
Ferredoxin-NAD-Reduktase Aktivitit die NADH-Konzentration der RBelsteigt

(Rao and Mutharasan 1987; Grupe and Gottschalk )1888 NADH-abhangige
Reaktionen begulnstigt werden. Die Regeneratiorrethszierten Ferredoxins wirde
demnach mit der Produktion der reduzierten Endpktmu Laktat, Butanol und
Ethanol einhergehen. Jedoch ist die Reaktion dereffexin-NAD-Reduktase

umstritten, da sie mit einer ineffektiven Energmwvertung verbunden ist und in

einer unvorteilhaften Ansammlung von NADH resuliemwirde.

Aus diesem Grund rickt erneut die Frage in den ®gmind, welche Enzyme an
der Regeneration des reduzierten Ferredoxins ulglicto an der Synthese von
NADH beteiligt sind, wodurch die vermehrte Ethanoid Butanol-Produktion zu
erklaren waren.

Riboflavine (Vitamin B) dienen als essentielle Vorstufen der Flavin-Sgs¢h(FAD,
FMN). Die Coenzyme FAD und FMN sind als prosthdtest Gruppen in einer
Vielzahl von Redoxenzymen enthalten und konnen bbwawei aufeinander
folgende Ein-Elektronen Transfer-Prozesse als airedn Zwei-Elektronen-Transfer
durchfihren (Massey 2000). Bei reduzierter HydragenHydA Aktivitat konnten
fur einzelne Gene der Riboflavin-Synthese (CA_COQ5@A C0592) erhohte
Expressionen nachgewiesen werden (s. Tabelle Arittang). Die Expressionsdaten
legen die Vermutung nahe, dass die Synthese denz@oe FAD und FMN
unterstutzt wird.

In C. acetobutylicum konnten neben den Genen CA_C2769A) und CA_C2710
(etfB) zwei weiteren- undp-UntereinheitendtfA CA_C2543;etfB CA_C2544) eines
Elektronen-Ubertragenden Flavoproteins mit einer DFAMVIN-enthaltenden
Dehydrogenase (CA_C2542) identifiziert werden. Dadiedie physiologische Rolle
dieses Gen-Clusters bislang unbekannt. In den Krigtisnsanalysen bei reduzierter
Hydrogenase HydA Aktivitat zeigten die Gene CA C2&JA C2544 eine
signifikant verstarkte Expression. Es ist anzunahmdass die FAD/FMN-
enthaltende Dehydrogenase mit den und B-Untereinheiten eines Elektronen-
Ubertragenden Flavoproteins (EtfA, EtfB) an der étegation des reduzierten
Ferredoxins und folglich an der Synthese des Reshadquivalents NADH beteiligt
ist (s. Abbildung 4.3).
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Abbildung 4.3: Veranderung des Elektronen-Flussesnfolge einer reduzierten Hydrogenase
HydA Aktivitat in Anwesenheit eines Kontrollsystems Reaktionswege des Elektronen-Fluss, die
aufgrund einer reduzierten Enzymaktivitat (HydA) eodkeiner Verdnderung der Expression
(CA_C2229,bcd) vermindert ablaufen, sind mit Hilfe gestrichelfeeaktionspfeile gekennzeichnet.
Die Anhaufung von reduziertem Ferredoxin ist durgimrundete Symbole markiert. NADH-
abhangige Reaktionen, die von der erhdhten NADHdtrarkeit der Zelle beglnstigt werden, sind
durch einen breiteren Reaktionspfeil gekennzeichRetktionswege, die unter diesen Umstanden
nicht vollzogen werden, sind durchgestrichkerPyruvat-Ferredoxin-Oxidoreduktasz;Hydrogenase
HydA; 3. Alkohol-Aldehyd-Dehydrogenase (AdhEl, AdhE2), Acetaldehyd-Dehydrogenase,
Alkohol-Aldehyd-Dehydrogenase (AdhE1l, AdhEZ; Alkohol-Aldehyd-Dehydrogenase (AdhE1,
AdhE?2); 6. Butanol-Dehydrogenase (BdhA, BdhB); Butyryl-CoA-Dehydrogenase3. Elektronen-
Ubertragende  Flavoproteine  (EtfA/EtfB);9. Ferrdoxin-NAD'-Reduktase; 10. L-Laktat-
Dehydrogenase. Zwischenprodukte des Stoffwechsgl&(lauterung siehe Text.
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Das reduzierte Ferredoxin kdnnte mit einer Art Kolt oder Regulationssystem
interagieren und die Dehydrogenase an die ReddxéeafZelle anpassen. Je nach
Verfugbarkeit und Menge des reduzierten Ferredoxwisde die Reduktion von
NAD* durch die FAD/FMN-enthaltende Dehydrogenase und dgtiAB
Komponenten erfolgen und dadurch der NADH-GehaltAtdle gesteigert werden.
Uber das Vorhandensein eines derartigen Kontrdésys inC. acetobutylicum ist
jedoch bis dato nichts bekannt. Es wirde allerdishgys Zusammenhang zwischen
der Regeneration des reduzierten Ferredoxins umdStieigerung der NADH-
Verfugbarkeit der Zelle erklaren, in dessen Folgehveislich NADH-abhangige
Reaktionen (Butanol, Ethanol) induziert werden.

Butanol-Stress

Die Energie-Produktion inC. acetobutylicum wird durch die Verlagerung der
Elektronen von reduziertem Ferredoxin zu molekuake optimiert. Dadurch muss
der Organismus weniger Reduktionsaquivalente irmFeon NADH verbrauchen
und ein schnelleres Wachstum verbunden mit eineefgih ATP-Produktion wird
ermoglicht. Mit der erhohten ATP-Produktion steigties der Acetat- und Butyrat
Gehalt der Zelle. Aufgrund der Tatsache, dass éehibnzentrationen von Butyrat
den Protonengradient der Cytoplasma-Membran stosengden gebildete Sauren
reassimiliert und zusammen mit dem verbliebenens®aibzu den Lésungsmitteln
Aceton, Butanol und Ethanol umgesetzt (Durre, 2qQe&rris, Welkeret al. 2002).
Die Losungsmittel-Produktion ist somit eine met&uble Verlangerung der
Lebensdauer des Organismus um Zeit fur die Spawalau gewinnen.

Mit der Reduktion der Hydrogenase HydA Menge awdnBtationsebene wird deren
Aktivitat vermindert und der Gehalt an reduziertEerredoxin gesteigert. Im
Abschnitt ,Verdnderung des Elektronen-Flusses® wadf die verschiedenen
Moglichkeiten des Organismus, reduziertes Ferredaxiregenerieren und dadurch
die NADH-Konzentration der Zelle zu steigern, eiggegen. Mit der erhdhten
NADH-Konzentration der Zelle werden NADH-abhangiBeaktionen begtnstigt
und die Produktion von Losungsmitteln (Butanol, &tbl) steigt. Losungsmittel in
erhohten Konzentrationen sind indes toxisch fur @eganismus (Durre, Bohringer
et al. 2002). So zeigten Untersuchungen, dass bei Bukammentration von Uber
2 % in der Zelle, die Fluiditat der Cytoplasma-Memb steigt (Ingram 1976;
Vollherbst-Schneck, Sandtal.1984; Baer, Blaschedt al. 1987; Baer, Bryardt al.
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1989), und Transport-Proteine (Ounine, Petitdemasige. 1985) (Bowles, 1985;
Moreira, 1981) sowie ATPasen (Terraciano und KashK&®86) irreversibel
geschadigt werden.

Es stellt sich daher die Frage, welche Auswirkunggne erhtéhte Butanol-
Konzentration auf das Transkriptionsverhalte€imcetobutylicum austibt.

Im oberen Abschnitt dieser Arbeit wird auf die ka@inden Gene einer
3-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydrogenase (CA_C2009) undinee Enoyl-CoA-
Hydratase (CA_C2012, CA_C2016) verwiesen. Die GangB (CA_C2009) und
fadB (CA_C2012, CA C2016) sind in der Fettsaure-Biosgae involviert und in
einem grolBen Gen-Cluster lokalisiert (CA_C1988-CA0L9). Bei reduzierter
Hydrogenase HydA Aktivitat und induzierter Solveggoese konnte fir die Gene
mmgB undfadB eine signifikant verstarkte Expression nachgewieserden. Es ist
anzunehmen, dass die Gene der Fettsdure-Biosyniifesge steigender Butanol-
Konzentrationen und dadurch verdndernder Zellmendmrainduziert werden.
Gestutzt wird diese Vermutung durch ahnliche Bebhawmen aus den
Transkriptionsanalysen unter Butanol-Stress uné&ontinuierlichen Chemostaten-
Kulturen (Tomas, Beamistt al. 2004; Grimmler, Janssehal. 2011).
Transkriptionsanalysen unter Butanol-Stress zeigtariiber hinaus ein erhdhtes
Expressionsverhalten des Sporulations-spezifis&igma Faktors F (CA_C2306) in
Abhangigkeit des Sporulations-Regulators Spo§go@A) (Tomas, Beamisiet al.
2004). Bei reduzierter Hydrogenase HydA Aktivitabhdu bereits wahrend des
logarithmischen Wachstums konnten ebenfalls fir @Giene der Sporulations-
bezogenen Sigma Faktoren F und $&gK, sigG), deren Verantwortung in der
Kontrolle friiher Sporulations-Ereignisse liegt (Tasn Alsakeret al. 2003), eine
signifikant verstarkte Expression nachgewiesen wmerdEs ist anzunehmen, dass
C. acetobutylicum als Reaktion auf die erhthte Butanol-Konzentratiord die
vorzeitige Solventogenese, die Expression Spoonsispezifischer Gene induziert

um das Uberleben der Zelle zu sichern.

Die steigende Butanol-Konzentration induziert desitédfen die Synthese bekannter
Stressproteine, wie z.B. den Hitzeschock-Prote({fienracciano and Kashket 1986).
Hitzeschock-Proteine (HSP) spielen eine essentiRlddle in der Synthese, des
Transports und in der Faltung von ProteinenClracetobutylicum erhdhte sich die

Butanol-Toleranz mit der Uberexpression des HitaskiProteins GroESL (Tomas,
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Welker et al. 2003). Die Transkriptionsanalysen bei reduziertgdrogenase HydA

Aktivitat zeigten erhOhte Genexpressionen einet2di® von Hitzeschock-Proteinen
(DnaK, DnalJ, GroEL, GroES, Hspl8). Mit der Induktidieser Gene wahrend
erhohter Butanol-Konzentrationen schet acetobutylicum die Aggregation von

Proteinen zu verhindern und die korrekte ProteiliRg sicherzustellen. Ahnliche
Expressionsdaten postulierten die Autoren um Toghals unter Butanol-Stress. Die
Gene einer Reihe von Hitzeschock-Proteinen zeigténhrend steigender Butanol-
Konzentrationen sowohl im Uberexpressions-Stamm(@2ROE1) als auch im

Kontrollstamm 824(pSOS95del) eine signifikant vérste Expression (Tomas,
Beamishet al. 2004).

Im Rahmen einer Studie mit dem Cyanobacterfymechocystis sp. zeigten Gene
der Lipoproteine nach hyperosmotischem Stress ain@hte Expression (Kanesaki,
Suzuki et al. 2002). Dabei fungieren einige Lipoproteine alseefrt Membran-
Chaperon zur Unterbindung unproduktiver Wechselwiden mit der Zellwand
(Wahlstrom, Vitikaineret al. 2003). Das Gen eind?are Lipoproteins (CA_P0058)
zeigte bei reduzierter Hydrogenase HydA Aktivitédinee signifikant erhohte
Expression. Unter dem Gesichtspunkt, dass erhoht@&nBl-Konzentration die
Fluiditat der Cytoplasma-Membran erhéhen, schéntacetobutylicum mit der

Synthese dieses Lipoproteins die Zellstabilitateaiftzuerhalten.

4.4  Mutagenese-Systeme i@. acetobutylicum

Im ersten Teil dieser Arbeit konnte gezeigt werdedass die Antisense-RNA
Technologie eine effiziente Methode fir die Redumeg der Hydrogenase HydA
Menge auf Translationsebene darstellt. Fur die karan einzelner Gene oder
ganzer Genombereiche werden unterdessen mit déchigéen und ungerichteten
Mutagenese-Systemen einfache Methoden benétigt. B&ispiel der gerichteten
Mutagenese seien markerfreie Deletionssysteme nmeme Fir die Etablierung
markerfreier Deletionssyteme @ acetobutylicum wurde im Zuge dieser Arbeit die
Temperatursensitivitat des ReplikationsursprungepE194° (Arnaud, Chastanet

al. 2004) und die Wirkungsweise der Uracil-Phosphayitoansferase naher

untersucht. Dartber hinaus galt es, mit einer passnmutagenese, basierend auf
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dem mariner Transposon TnYLB-1, erste Erkenntnisse Uber digetohtete
Mutagenese iiC. acetobutylicum zu erlangen.

Uracil-Phosphoribosyltransferase (pp)

Fur die genetische Manipulation von Prokaryontemdeum Laufe der Zeit eine
Vielzahl von Markern fur die Gegenselektion entvelitk Unter Verwendung der
Phosphoribosyltransferasen (PRTasen) konnten inschiEdenen Bakterien
markerfreie Deletionssysteme etabliert werden (priMattick et al. 1994;
Fukagawa, Haywardt al. 1999; Peck, DasSarnghal. 2000; Fabret, Ehrlicket al.
2002; Bitan-Banin, Ortenbergt al. 2003; Pritchett, Zhangt al. 2004; Kristich,
Maniaset al. 2005). Die PRTasen regenerieren freie Purine &geimidine Uber
deren Umwandlung in ihre korrespondierenden Nuldeldionophosphate. PRTasen
konnen mit Basenanaloga reagieren, woraufhin tbristlukleotide entstehen.
Mutanten der PRTasen unterbinden diesen toxisclégktEund schaffen so die
Basis einer Gegenselektion.

Die Uracil-Phosphoribosyltransferasapyy) ist eine dieser PRTasen. B subtilis
undE. faecalis konnte unter Verwendung der Uracil-Phosphoriboagkferaseupp)
ein markerfreies Deletionssystem erfolgreich etblverden (Fabret, Ehrlictt al.
2002; Kristich, Maniast al. 2005).

Es stellt sich die Frage, ob dieses markerfreief@system unter Verwendung der
Uracil-Phosphoribosyltransferasepp) auf C. acetobutylicum tbertragen werden
kann.

Fur die Untersuchung dieser Fragestellung und @&evendung von 5-Fluorouracil
(5-FU) als Marker fur die Gegenselektion war einedMikation des Ausgangs-
stammes notwendig. Das kodierende Gen der Uraas$itioribosyltransferasapp)
musste durch einelouble cross-over Rekombination deletiert werden. Fur die
Deletion desipp-Gens wurde zunéchst der Deletionsvektor pMAPK ori pE194*
verwendet. Der Vektor tragt eine Deletion im Regliansursprung ori pE184so
dass eine Replikation 8. acetobutylicum ausgeschlossen ist. Die Verwendung von
nicht-replikativen Integrationsvektoren beschrankieh zunachst auf leicht zu
transformierende Bakterien (Kieser and Hopwood 198hassy and Murphy, 1993;
Perego, 1993). Die Etablierung einer effizienteanBformationsprozedur und das
vermehrte Wissen Uber Gen-Strukturen und Funktioeemdglichte indes die

Verwendung von nicht-replikativen Integrationsvekto in C. acetobutylicum
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(Mermelstein and Papoutsakis 1993; PapoutsakisBamhett 1993). So beruhten
Integrations-Mutanten der Germa, buk und aad in C. acetobutylicum auf der
Verwendung dieser Technologie (Green and Benné6;1&reen, Boyntoret al.
1996). Die Autoren um Greegt al. berichteten ungeachtet dessen von einer sehr
geringen Integrations-Effektivitdt  der  nicht-reglikven  Vektoren in
C. acetobutylicum. Mit 0,5 Mutanten pro pg transformierter nichtdriegtiver
Plasmid-DNA gelang die Insertion in viele weitereer® jedoch nicht. Die
Problematik in Bezug auf die Integrations-Effektai von nicht-replikativen
Vektoren inC. acetobutylicum konnte mit der Verwendung des Deletionsvektors
PMADKupp ori pE194° bestétigt werden. Trotz mehrerer Versuche konnteeke
Integration des Vektors in das Genom ¥@racetobutylicum nachgewiesen werden.
Fur die Untersuchung der Rekombinationseffizien€.imacetobutylicum wurden aus
diesem Grund verschiedene replikative Deletionswekt mit unterschiedlichen
Replikationsurspriingen und Orientierungen der Dwiskassette verwendet. Die
Deletionsvektoren pMADKpp, pMADKupp'll, pDK15 und pDK16 zeigten trotz
verschiedener Inkubationszeiten bei 37°C und in ésemheit von Clarithromycin
und Thymidin kein Rekombinationsereignis. AhnlicHiResultate konnten in
parallelen Experimenten in Abwesenheit von Claoithycin beobachtet werden. Es
scheint, als sei die RekombinationseffizienZiracetobutylicum unabhéngig der Art
der verwendeten Deletionsvektoren sehr gering.

Diese Vermutung wird teilweise von den Erkenntmssen Harriset al. gestutzt.
Nach mehreren Versuchen eine SpoOA Mutante durcbht-neplikative
Integrationsvektoren zu generieren, entwickeltem eine Methode basierend auf
einem replikativen Vektor. Zwar konnten sie eineeltion inspoOA infolge eines
unerwartetercoss-over zwischen 10 bp langen homologen Sequenzen nadamyeis
doch blieb diese Methode bei vielen weiteren Vemsucinsertions-Mutanten zu
erzeugen erfolglos (Harris, Welketral. 2002).

Die Erkenntnisse dieser Arbeit und vorherigen Sindleuteten auf Unterschiede im
Rekombinationsapparat vo@. acetobutylicum hin. Untersuchungen irkE. coli
zeigten, dassecA eine essentielle Rolle in der homologen Rekomlmnaginnimmt
(Roca and Cox 1990; Roca and Cox 1997). Um die Rékuationseffizienz in
C. acetobutylicum zu steigern, wurden zusatzliche Kopien veoA in Form von
pDK17 in den Organismus eingebracht. Die Rekomlmnatles Vektors in das

Chromosom blieb unterdessen erfolglos.
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Es stellt sich die Frage, warur@. acetobutylicum Uber solch eine geringe
Rekombinationseffizienz verfiigt.

Ein Erklarungsansatz hierfur kdnnte in der geringieansformationseffizienz liegen.
Der DNA-Transfer in eine Vielzahl von Clostridiest wenig effizient, wodurch die
Integration eines Vektors infolge der homologen éekination erschwert wird. Die
Entstehung dedouble cross-over Mutanten inClostridium perfringens kann mit der
hohen Frequenz, DNA in diesen Organismus zu tramséoen, erklart werden
(Awad, Bryantet al. 1995; Bannam, Crelligt al. 1995).

Ein weiterer Erklarungsansatz fur die sehr geriRg&ombinationseffizienz kdnnte
in der Rekombinations-Maschinerie vah acetobutylicum begrindet sein. Die
homologe Rekombination ist eihouse keeping Prozess, der in nahezu allen
Organismen gleich ist (Fraser, Hanage al. 2007). Die dafir bendtigte
Zellmaschinerie scheint jedoch nicht notwendigeseekonserviert zu sein. So
zeigten Sequenzvergleiche zwischgrsubtilis und sechs verschiedenen Clostridien-
Stammen, dass u.&. acetobutylicum Gber kein Homolog zuecU ausB. subtilis
verfugt (Tracy, B.P. Patent, 2009). Das ®etlJ kodiert fir eine Resolvase, die den
genetischen Informationsaustausch zwischen homolo§equenzen in einer
Holliday-Struktur katalysiert. Die Bedeutung diedeesolvase in Gram-positiven
Organismen wird mit Deletionsmutanten dieses Gesgtlidh. Diese weisen ein
Defizit in der DNA-Reparatur und Rekombination g&krnandez, Sorokiet al.
1998; Carrasco, Cozat al. 2004; Carrasco, Ayora al. 2005). Es ist anzunehmen,
dass das Fehlen von RecU Auswirkungen auf die Rbk@ahon von
C. acetobutylicum hat. Hinweise darauf liefern die Erkenntnisse Aetoren um
Tracyet al. In Anwesenheit desecU Gens au$3. subtilis konnte die Funktionalitat
des Rekombinationssystems @. acetobutylicum verbessert und folglich die
Integrationseffizienz der Vektoren deutlich erhai¢rden. Mit der Verwendung
dieser Technologie erzeugten sie sm0A undsige Mutanten inC. acetobutylicum
(Tracy, B.P. Patent, 2009).

Temperatursensitivitdt des Replikationsursprunges o pE194"

Die Etablierung markerfreier Deletionssysteme im d&td&mmenSaphylococcus
aureus, Listeria monocytogenes und Bacillus cereus basiert auf der
Temperatursensitivitat des ReplikationsursprungepB194° (Arnaud, Chastanet

al. 2004). Die Temperatursensitivitdt geht dabei @nt mutagenisierte Form des
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Vektors pE194 zurlck, in dessen Folge die FunkdienReplikation beeinflusst wird
(Gryczan, Hahmet al. 1982; Villafane, Bechhofest al. 1987).

Fur die Untersuchung der Temperatursensitivitat Replikationsursprunges ori
pE194° in C. acetobutylicum stand der Vektor pKVM1 (Rachinger, 2010) zur
Verfugung. Der Vektor ist ein Derivat des Plasmpdi$AD (Arnaud, Chastanet al.
2004) und verbindet einen einfachen konjugativean$fer mit einem effizienten
gerichteten Mutagensesystem.

In einer vergleichenden Darstellung der Temperansiivitat des Replikations-
ursprunges ori pE1%4 zwischen den Stadmmem. licheniformis MW3 und

C. acetobutylicum konnte gezeigt werden, dass die Inkubationstentyrevan 42°C
die Replikation des Vektors pKVM1 in beiden Stamnsggnifikant inhibiert wird
(s.3.4.2).

Es stellt sich jedoch die Frage, warum der prozdatdnteil pKVM1 enthaltender
Zellen/ml in Relation zur Gesamtzellzahl/miBnlicheniformis MW3 bereits in den
frihen Stadien des Wachstums unter nicht-replikatiBedingungen sinkt, wahrend
der prozentuale Anteil pKVM1 enthaltender Zellen/mh Relation zur
Gesamtzellzahl/ml irC. acetobutylicum in den ersten 8 h Wachstum unter nicht-
replikativen Bedingungen nahezu konstant bleibt.

Ein Erklarungsansatz kdonnte die Temperatursensiticies Replikationsursprunges
ori pE194°in den OrganismeB. licheniformis MW3 undC. acetobutylicum liefern.
Es scheint, als sei der Replikationsursprung ofig# in B. licheniformis MW3 im
Vergleich zuC. acetobutylicum wesentlich temperatursensitiver. Als Folge dessen
der Effekt der Temperatursensitivitat bereits nagmigen Stunden des Wachstums
unter nicht-replikativen Bedingungen zu erkennen.

Ein weiterer Hinweis daflr, dass die Replikatiom\yuKVM1 in C. acetobutylicum
erst nach mehr als 8 h des Wachstums inhibiert, wtheint die Generationszeit des
Organismus bei einer Inkubationstemperatur von 42740 sein. Fur
C. acetobutylicum konnte bei einer Inkubationstemperatur von 42°Qieei
Generationszeit von 2,54 h bestimmt werden. Im @Gs@ dazu, zeigte
B. licheniformis MW3 mit 1,17 h eine deutliche geringere Generatzeit bei dieser
Temperatur. Es ist zu vermuten, dass bei einer redhé&enerationszeit die
Segregation des Vektors pKVM1 @ acetobutylicum verlangsamt wird und so der
Effekt der Temperatursensitivitat des Replikatiosprunges ori pE1%4erst zu

einem spéteren Zeitpunkt zu erkennen ist. Fiintsdor pE19%, von welchem das
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Plasmid pKVM1 abgeleitet ist, konnte bei einer Temypur von 32°Ceine
Kopienzahl von 10 Plasmiden pro Zelle B subtilis nachgewiesen werden
(Villafane, Bechhoferet al. 1987). Unter dem Gesichtspunkt, dass jede Zalle v
C. acetobutylicum zu Beginn des Wachstums bei einer Temperatur &3 £ine
vergleichbare Kopienzahl von 10 Plasmiden pKVM1 fFelle aufweist und die
Generationszeit 2,54 h betragt, bendtigt der Osyans nahezu 8,44 h
(logz (10)+ g), bis die ersten Zellen keine Kopie des Vek€¥M1 aufweisen und
der Effekt der Temperatursensitivitait des Replikagirsprunges ori pE194u
erkennen ist. Gestitzt wird diese Theorie durch dmkenden Anteil pKVM1
enthaltender Zellen nach 8 h des Wachstums undiatsache, dass nach 23 h keine
pKVM1 enthaltenden Zellen nachgewiesen werden lemnDie Ergebnisse deuten
darauf hin, dass der Replikationsursprunges ori 9gE1 iber eine
Temperatursensitivitat von 42°C {D. acetobutylicum verflgt und die Replikation
des Vektors pKVM1 inhibiert.

mariner Transposonmutagenese in Anwesenheit eines RepoHéektors

Fiur die Generierung einer Bibliothek von zufalligsérierten Transposon-Mutanten
in das Chromosom vorC. acetobutylicum sollte eine Transposonmutagenese
basierend auf demmariner Transposon TnYLB-1 etabliert werden. Die
Identifizierung der Transposon-Mutanten sollte deif Verwendung eines Reporter-
Vektors basieren. Reportergene dienen in der Glentdagie dazu, Genexpressionen
bestimmter Proteine anzuzeigen oder im Zuge demsp@sonmutagenese spezielle
Insertionsmutanten zu identifizieren.

In C. perfringens konnten zwei verschiedene Reportergene erfolgreiolgesetzt
werden. Das kodierende Gen der Chloramphenicolyftcansferase datP)
vermittelte dem Organismus eine Resistenz gegenudien Antibiotikum
Chloramphenicol (Steffen and Matzura 1989). Einteres Reportersystem in
C. perfringens beruhte auf dem kodierenden Gen des Luciferaser&maysvibrio
fischeri (Phillips-Jones 1993; Phillips-Jones 2000). Die ifarase katalysiert die
Produktion von Licht ausgehend von FMMNHINd langkettigen aliphatischen
Aldehyden. Fur diese Reaktion ist jedoch Sauerstoifi NoOten, so dass das
Reportersystem lediglich in aeroben und fakultatiemaeroben Organismen weit
verbreitet ist (Stewart and Williams 1992).
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Die Entwicklung eines Reportersystems in dem stakiaeroben Organismus
C. acetobutylicum basierte auf den Proteinen der Serie evo§lder Firma evocatal
GmbH (Dusseldorf, Deutschland). Die Proteine beggidtiim Gegensatz zu anderen
,Grin-fluoreszierenden Proteinen* (GFP) und ihrearisinten fir die Ausbildung
threr fluorophoren Gruppe keinerlei Sauerstoff. d@ieFahigkeit wird fur die
Entwicklung von anaeroben Reportersystemen genutzt.

Anhand  der  Transkriptionsanalysen von  Chemostatdiuken  aus
C. acetobutylicum ist bekannt, dass das kodierende Gen der Acetiacet
Decarboxylase adc) eine signifikant verstarkte Expression in derv8otogenese
zeigt (Grimmler, Jansseat al. 2011). Fur die ldentifizierung von Transposon-
Mutanten, dessen Gene oder Proteine die SolvergegenC. acetobutylicum direkt
beeinflussen, wurden die Vektoren pDK4, pDK5 undKgDkonstruiert. Sie
enthalten eine Fusion des Promotors \amit mit den evogloW Proteinen aus
Pseudomonas putida und B. subtilis. Untersuchungen im Transilluminator zeigten,
dass die Proteine auf Basis der Vektoren Gn acetobutylicum schwach
fluoreszierten. Es besteht die Vermutung, dassStéeke der Fluoreszenz von der
Sporulation und dem vegetativen Zustand der Zedbhangt. Die Sporenhiille
scheint die sichtbare Fluoreszenz der Proteinesdundern.

Die Transposonmutagenese basierend aufrdarnmer Transposon konnte bereits in
einer Vielzahl von Bakterien etabliert werden (RybAkerleyet al. 1999; Pelicic,
Morelle et al. 2000; Wong and Mekalanos 2000; Guo and Mekal2004; Sassetti,
Boyd et al. 2001; Lamichhane, Zignadt al. 2003; Youderian, Burket al. 2003;
Bourhy, Louvelet al. 2005; Le Breton, Mohapatet al. 2006; Cartman and Minton
2010). Die Selektion der Transposon-Mutanten alsgglvon dem Vektor pMarA
(Le Breton, Mohapatraet al. 2006) beruht auf dem Antibiotikum Kanamycin.
Anaerobier besitzen eine intrinsische Resistenzemgi@ger den Aminoglycosiden
Streptomycin, Kanamycin und Gentamycin (Ellen voma@ewski, 2010). Aus
diesem Grund sollte das Antibiotika-Resistenzgen Kanamycin gegen jene von
Chloramphenicol oder Tetracyclin (s. Tabelle 3.@)sgetauscht werden. Unter
Verwendung der verschiedensten Klonierungs-Strategnd -Mdglichkeiten gelang
es jedoch nicht, die Antibiotika-Resistenzgene v@hloramphenicol oder
Tetracyclin in dasnariner Transposons TnYLB-1 zu klonieren. Dabei wurde diaf
Insertion von Restriktionsschnittstelle via GeneS8@HPCR (s. 2.6.3), die
Hybridisierung von DNA-Fragmenten (s. 2.4.3.4) uddée Subklonierung via
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»1OPO-TA"-Klonierung der Firma Invitrogen zurickg#ten. Es ist vermuten, dass
die Klonierung der Chloramphenicol oder Tetracychntibiotika-Resistenzgene

durch dercut and paste Mechanismus des Transposons erschwert wird.

4.5  Ausblick

Mit der Reduktion der Hydrogenase HydA Aktivitaigten an der Solventogenese
beteiligte Gene eine erhthte Expression. Die Bifdder Losungsmittel Ethanol und
Butanol ist von NADH abhangig. Im Rahmen diesereNrbvurden zwei Wege der
Reduktion von NADH durch reduziertes Ferredoxirkdigrt. Es gilt, das Gen der
Ferredoxin-NAD-Reduktase zu identifizieren und falls dieses @istdie Funktion
des Proteins naher zu charakterisieren. Dartibeubisollte die explizite Funktion
der FAD/FMN-enthaltende Dehydrogenase mit den EtfABomponenten
(CA_C2544-CA_C2542) aufgeklart und einen mdgliceisammenhang zu einem
globalen Redox-Regulator untersucht werden.

Das markerfreie Deletionssytem unter Verwendung Udeacil-Phosphoribosyl-
transferaseupp) offenbarte eine Problematik seitens der homoldgekombination.
Fur die Optimierung der Rekombinationseffizienzt g, einen Vektor mit einer
Kombination aus temperatursensitivem Replikatiossumg ori pE194 der Uracil-
Phosphoribosyltransferaseipp) und einer Resolvase au& subtilis (recU) zu

konstruieren.
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5. Zusammenfassung

Clostridium acetobutylicum ATCC 824 generiert seine Energie durch Fermemtatio
Fur die Optimierung seiner Energie-Produktion ist @rganismus bemiht, einen
Grol3teil seiner Reduktionsaquivalente wie reduggeferredoxin in Form von,H
abzugeben. Die Hydrogenase HydA nimmt dabei eitecbaidende Rolle in deraH
Produktion ein.

Mit der Antisense-RNA Technologie konnte im Rahmedieser Arbeit die
Proteinmenge der Hydrogenase HydA auf Translatlmerse reduziert werden. Dabel
ist die Proteinmenge der limitierende Faktor fie diktivitat des Enzyms. In den
StammenClostridium acetobutylicum pDK2 und C. acetobutylicum pDK3 konnte
eine signifikante Reduktion der Hydrogenase HydAitat und daraus resultierend
der H-Produktion nachgewiesen werden. Die HydrogenastAHgheint zudem ein
Schlisselenzym in der Produktselektivitat @nacetobutylicum zu sein. Mit der
Reduktion der Hydrogenase HydA Aktivitdt konnte iden Stammen
C. acetobutylicum pDK2 und C. acetobutylicum pDK3 eine vermehrte Produktion
der Losungsmittel Aceton, Ethanol und Butanol beiohzeitiger Konzentrations-
Abnahme der produzierten S&uren Acetat und Butyaghgewiesen werden. Das
veranderte Fermentationsverhalten korrelierte neih dExpressionsdaten aus den
Transkriptionsanalysen, basierend auf DNA-Microgsra Die Reduktion der
Hydrogenase HydA Aktivitat verursachte vermutlich sogenanntebottleneck des
Kohlenstoff-Flusses der Zelle an der Pyruvat-FerxedOxidoreduktase. Fur die
Beseitigung des Kohlenstoff-Staus konnten erhoheee®@pressionen der Pyruvat-
Decarboxylase und der L-Laktat-Dehydrogenase beiuzierter Hydrogenase
Aktivitat nachgewiesen werden. Die Reduktion derdidbgenase HydA Aktivitat
hatte zudem offenbar Folgen fir den Elektronend~ln<C. acetobutylicum. In den
Transkriptionsanalysen konnten fur die Gene der NAdbhéngigen Alkohol-
Aldehyd-DehydrogenaseadhEl) und der Butanol-DehydrogenadadiiB) erhéhte
Expressionen bei reduzierter Hydrogenase HydA Adédtivermittelt werden. Ein
ahnliches Expressionsverhalten zeigten die GeneAdetoacetat-Decarboxylase
(adc) und der CoA-TransferasetfA, ctfB) unter letztgenannter Bedingung.

Mit der Modifikation von Enzymen durch die AntiseRBRNA Technologie richtete

sich das Interesse im Folgenden auf die einfacheetgpehe Manipulation in
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C. acetobutylicum. Im Rahmen dieser Arbeit konnte zudem, unter Vaouag eines
Uracil-Phosphoribosyltransferase-basierten mar&ienfr Deletionssystems, auf die
Problematik seitens der RekombinationseffizienLiracetobutylicum aufmerksam
gemacht werden. Fur die verschiedenen konstruidd&rtionsvektoren gelang es
trotz vielen Versuchen nicht, ein Rekombinationggne in C. acetobutylicum

nachzuweisen.
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7. Anhang

Lange der Antisense-RNA Konstrukte und Position deiNorthern-Blot Sonden

5 atgaaaacaa taatcttaaa tggcaatgaa gtgcatacag ataaaga tat tactatcctt

tacttitgtt attagaattt accgttactt cacgtatgtc tatt

tctata atgataggaa

gagctagcaa gagaaaataa tgtagatatc ccaacactct gett

tttaaa ggattgtggc

ctcgatcgtt ctcttttatt acatctatag ggttgtgaga cgaa

aaattt cctaacaccg

aattttggaa aatgcggagt ctgtatggta gaggtagaag gcaa

gggctt tagagctget

ttaaaacctt ttacgcctca gacataccat ctccatcttc cgtt

cccgaa atctcgacga

tgtgttgcca aagttgaaga tggaatggta ataaacacag aatc

cgatga agtaaaagaa

acacaacggt ttcaacttct accttaccat tatttgtgtc ttag

gctact tcattttctt

cgaatcaaaa aaagagtttc aatgcttctt gataagcatg aatt

taaatg tggacaatgt

gcttagtttt tttctcaaag ttacgaagaa ctattcgtac ttaa

atttac acctgttaca

tctagaagag aaaattgtga attccttaaa cttgtaataa agac

aaaagc aaaagcttca

agatcttctc ttttaacact taaggaattt gaacattatt tctg

tittcg ttttcgaagt

aaaccatttt taccagaaga taaggatgct ctagttgata atag

aagtaa ggctattgta

tttggtaaaa atggtcttct attcctacga gatcaactat tatc

ttcatt ccgataacat

attgacagat caaaatgtgt actatgcggt agatgcgtag ctgc

atgtaa acagcacaca

taactgtcta gttttacaca tgatacgcca tctacgcatc gacg

tacatt tgtcgtgtgt

agcacttgct caattcaatt tattaaaaaa gatggacaaa gggc
tcgtgaacga gttaagttaa ataatttttt ctacctgttt cccg

gatgtttgtc ttgatgactc aacatgctta ttatgcggtc agtg
ctacaaacag aactactgag ttgtacgaat aatacgccag tcac

gttgctgctt taaaagaaaa atcccatata gaaaaagttc aagaagc
caacgacgaa attttctttt tagggtatat ctttttcaag ttct

aaaaaacatg tcattgttgc aatggctcca tcagtaagaa ctgc
ttttttgtac agtaacaacg ttaccgaggt agtcattctt gacg

aaaatgggat atggaaaaga tgtaacagga aaactatata ctgc
ttttacccta taccttttct acattgtcct titgatatat gacg

tttgataaag tatttgatat aaactttggt gcagatatga ctat
aaactatttc ataaactata tttgaaacca cgtctatact gata

gaacttttag gcagagttaa aaataatggc ccattcccta tgtt
cttgaaaatc cgtctcaatt tttattaccg ggtaagggat acaa

gcatgggtaa gattagctca aaattatcat cctgaattat taga
cgtacccatt ctaatcgagt tttaatagta ggacttaata atct

aaatcaccac aacaaatatt tggtactgca tcaaaaactt acta
tttagtggtg ttgtttataa accatgacgt agtttttgaa tgat
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tgttgg aactgttgat
acaacc ttgacaacta
A as hydA30
tgtaat cgcttgtcct
acatta gcgaacagga

tct taatgaccct
tcgaga attactggga

tatggg cgaattattc
ataccc gcttaataag

acttag aatgttaggc
tgaatc ttacaatccg

aatgga agaagctact
ttacct tcttcgatga

tacatc ttgctgtcct
atgtag aacgacagga

taatct ttcatcagca
attaga aagtagtcgt

tccttc aatttcagga
aggaag ttaaagtcct



Anhang

fortlaufende Sequenz

atagctccag aagatgttta tacagttact atcatgcctt gtaa
tatcgaggtc ttctacaaat

gcagatattc ctttcatgga aactaacagc ttaagagata ttga
cgtctataag gaaagtacct ttgattgtcg aattctctat aact

agagagcttg caaaaatgat taaagatgca aaaattaaat ttgc
tctctcgaac gtttttacta atttctacgt ttttaattta aacg

gaagttgatc ctgctatggg tacttacagt ggtgctggag ctat
cttcaactag gacgataccc atgaatgtca ccacgacctc gata

ggcgttatgg aagctgcaat aagatcagct aaagactttg ctga
ccgcaatacc ttcgacgtta ttctagtcga tttctgaaac gact

aatgttgatt acactgaagt aagaggcttt aaaggcataa aaga
ttacaactaa tgtgacttca ttctccgaaa tttccgtatt ttct

gctggaaata aactaaacgt tgctgttata aatggtgctt ctaa
cgacctttat ttgatttgca acgacaatat ttaccacgaa gatt

aaatctggaa aaatgaacga aaaacaatat cactttatag aagt
tttagacctt tttacttgct tittgttata gtgaaatatc ttca

ggatgtataa atggtggagg tcaacctcac gtaaatgctc ttga
cctacatatt taccacctcc agttggagtg catttacgag aact

tacagaaaac taagagcatc agtattatac aaccaagata aaaa
atgtcttitg attctcgtag tcataatatg ttggttctat tttt

aagtcacatg ataatccagc tattattaaa atgtatgata gcta
ttcagtgtac tattaggtcg ataataattt tacatactat cgat

A as hydA94
gaaggacttg ctcacaaatt actacacgta aaatacacaa aagataa

cttcctgaac gagtgtttaa tgatgtgcat tttatgtgtt ttct

catgaataa 3
gtacttatt

tgataa aaaatatgaa

atgtcaatga tagtacggaa cattactatt ttttatactt
A as hydAe60

tgcatc cttaactaca
acgtag gaattgatgt

agatct tgaagatggt
tctaga acttctacca

ctttgg tgcaaccggt
gaaacc acgttggcca

aaataa agaacttgaa
tttatt tcttgaactt

agcgga agttgaaatt
tcgect tcaactttaa

cttctt cgagtttatg
gaagaa gctcaaatac

aatggc ttgccctggt
ttaccg aacgggacca

tagaga aaatgttgat
atctct tttacaacta

tgttct ttcaaagaga
acaaga aagtttctct

ctttgg aaaaccaggt
gaaacc ttttggtcca

aaa tgtttcaaaa
attttt acaaagtttt

Abbildung 7.1: Gensequenz der Hydrogenase HydA au<. acetobutylicum ATCC 824.
Dargestellt ist die chromosomale Sequenz A in 5°— 3° Richtung. Der “antisense’- Strang des
hydA Gens wird in den Vektoren pDK1, pDK2 und pDK3 alsgnd von dem Thiolase Promotor
(Py) gelesen. Die Lange der Antisense-RNA Konstruitesgehend vom Start-Codon ATG, ist mit
einem Dreieck markiert. Die Position der Sonden Bbatektion der mRNA und asRNA der

Hydrogenase in der Northern-Blot Analysen ist durokerstrichene Sequenzen gekennzeichnet.
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Verwendete Oligonukleotide

Tab. 7.1: Amplifikation der Antisense-RNA Konstrukte und der Vektor-Kontrolle.

Unterstrichene Sequenzen kennzeichnen eingefugs&rilR®nsschnittstellen. Die Oligonukleotide

wurden von der Firma Eurofins MWG Operon (EberspBreutschland) synthetisiert.

Name Sequenz (5~ 3)) Anwendung

HydA_fwd ATAGGATCCTTAATAATAGCTG  Amplifikation hydA Gen
GATTATC (94 %),BamH|I

HydA_rev ATAGGCGCCATGAAAACAATAA Amplifikation hydA Gen
TCTTAAATGG (Narl)

HydA60 fwd ATAGGATCCGTAACTGTATAAA Amplifikation hydA Gen
CATCTTC (60 %),BamH]I

HydA30_fwd ATAGGATCCCAACAGCCCTTTGT Amplifikation hydA Gen
CCATCT (30 %),BamH]I

DK3_fwd CATTAGTGCATTTAAGCGTCAGA Sequenzierungsprimer der
G Vektoren

DK4_rev TCATTAGGCACCCCAGGCTTT Sequenzierungsprirder

Vektoren

Tab. 7.2: Detektion von mRNA und asRNA der Hydrogease HydA.Hervorgehobene Sequenzen

kennzeichnen eingefligte T7-RNA Polymerase Erkensgsguenzen. Die Oligonukleotide wurden
von der Firma Eurofins MWG Operon (Ebersberg, Dehiend) synthetisiert.

Name Sequenz (5~ 3)) Anwendung
HydA30_as AATTGAATTGAGCAAGTGCTTGT Sonde gegen asRNA
RNA_fwd G
HydA30_as TAATACGACTCACTATAGGGA Sonde gegen asRNA
RNA _rev GAATGAAAACAATAATCTTAAA

TG
HydA30_ ATGAAAACAATAATCTTAAATG Sonde gegen mRNA
mRNA_fwd
HydA30 TAATACGACTCACTATAGGGA Sonde gegen mRNA
MRNA_rev GAAATTGAATTGAGCAAGTGCT

TGTG
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Tab. 7.3: Konstruktion der Deletionsvektoren.Unterstrichene Sequenzen kennzeichnen eingeflgte
Restriktionsschnittstellen. Die Oligonukleotide wen von der Firma Eurofins MWG Operon

(Ebersberg, Deutschland) synthetisiert.

Name Sequenz (5> 37) Anwendung
upp_up_rev ATAAAGCTTACTTGCCTCGGT Amplifikation up,
AATG Homologieregiorupp,

Konstruktion von
pPMADK upp (HindlII)
upp_upF_fwd TACAATGGAGGAATGAAATA  Fusionsprimer,
ATTGCATAAATAAAAAGGGC  Konstruktion von

pMADK upp
upp_downF_fwd GCCCTTTTTATTTATGCAATTA Fusionsprimer,
TTTCATTCCTCCATTGTA Konstruktion von
pMADK upp
upp_down_fwd ATAGGATCCAGCTTTTTCAGC Amplifikation down,
AGGTG Homologieregiorupp,

Konstruktion von
pPMADK upp (BamHI)
upp_Abc_fwd ATAGGATCCAGCAATATGGA Amplifikation CA_C2878

GGTTGTTAAA fur pMADKuppll,
pDK15, pDK16 BamH]I)
upp_Rib_rev ATAAAGCTTGGTAGTTAGGGA Amplifikation CA_C2880
GAACTTAGGCA fur pMADKuppll,
pDK15, pDK16 Hindlll)
recA fwd ATAGGTACCTGATTTATTTTG  Amplifikation recA mit
CATAAAATGGATATAA nativem Promotoripnl)
recA rev ATAGAATTCTTATTTTGTATT  Amplifikation recA mit
ATTTTCAGTTCCTTTTTCA nativem PromotorHcoRlI)
marR_fwd ATAGATATCGATAATTTAGAA Amplifikation marR,
ATGTTGGCGCTG Homologieregiorpdc,
Konstruktion von pDK13
(EcoRV)
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marRF_rev TTTAAAATGCTATATTTTGAA  Fusionsprimer,
AATTGTCACCTCCACCTTAAT  Konstruktion von pDK13
T
hypF_fwd AATTAAGGTGGAGGTGACAA Fusionsprimer,
TTTTCAAAATATAGCATTTTA  Konstruktion von pDK13
AA
hyp rev ATAGGATCCTGGGACTTACCT Amplifikation hyp. Gen,
TGTTCCTT Homologieregiorpdc,
Konstruktion von pDK13
(BamH1)
cbs fwd ATAGGATCCTGTGTATAAATA Amplifikation cbs,
CAGGAGAATGCTG Homologieregiomfl B,
Konstruktion von pDK14
(BamH1)
cbsF_rev AATGAATTTTTCCCAAATTAA  Fusionsprimer,
CACCTACAAAAACTCTCCTTC Konstruktion von pDK14
ATTT
pflAF_fwd AAATGAAGGAGAGTTTTTGTA Fusionsprimer,
GGTGTTAATTTGGGAAAAATT Konstruktion von pDK14
CATT
pflA_rev ATAGGATCCTGTAATTGCTGC Amplifikation pflA,
TCAGGCTCAA Homologieregiomfl B,
Konstruktion von pDK14
(BamHlI)
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Tab. 7.4: Uberpriifung auf Rekombination in C. acetobutylicum ATCC 824. Die Oligonukleotide
wurden von der Firma Eurofins MWG Operon (EberspBeutschland) synthetisiert.

Name Sequenz (5> 3)) Anwendung
upp_down_fwd CCATGGAGAAAGTGGCTCTTTG 1. Rekombination tber
C down-Fragment
upp_down_rev  GCCAGGAATAAGAGCAGCTGTA 1. Rekombination tber
TG down-Fragment
upp_up_fwd TCCAGGTGGAACAGTTGCCCTTA 1. Rekombination tber
C up-Fragment
upp_up_rev CAGCAGGTGCATCTGCTATTCAT 1. Rekombination tber
GG up-Fragment
checlkaupp _fwd GGAACAGTTGCCCTTACATCTGT Untersuchung auf
ATTAAC 2. Rekombination
checldupp rev GTGCCAGGAATAAGAGCAGCTG Untersuchung auf
TATG 2. Rekombination

Tab. 7.5: Reportersystem und Transposonmutageneseinterstrichene Sequenzen kennzeichnen
eingefligte Restriktionsschnittstellen. Hervorgemeb&equenzen entsprechen revers-komplementéare
Sequenzen. Die Oligonukleotide wurden von der FirBwarofins MWG Operon (Ebersberg,

Deutschland) synthetisiert.

Name Sequenz (5~ 3)) Anwendung
Padc_fwd ATACCTGCAGGATGCAGAATTTT Amplifikation desadc-
TAGGAAGT Promotors $ofl),
Konstruktion von pDK4
und pDK5
PadcF_Ppl-Cl_ AGAAGTTTTGCATTTATCATAAA Fusionsprimer,
rev AGTCACCTTCCTAAATT Konstruktion von pDK4
PadcF _Ppl1-Cl_ AATTTAGGAAGGTGACTTTTATG Fusionsprimer,
fwd ATAAATGCAAAACTTCT Konstruktion von pDK4
Evo Ppl-Cl_rev ATAGATATCTTAATGTTTTGCTT Amplifikation von
GTCCTT evoglow Pp1-Cl
(EcoRV), Konstruktion
von pDK4
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PadcF Bs2-Cl _
rev
PadcF_Bs2-Cl_
fwd
Evo Bs2-Cl_rev

Padc 2 fwd

Evo PplCl 2

rev

Himarl fwd

HimarlF rev

HimarlF_fwd

Himarl rev

pMarA_fwd

pMarA_rev

catP_fwd

catP_rev

AAACTTTGAAAACTTGCCATAA
AAGTCACCTTCCTAAATT
AATTTAGGAAGGTGACTTTTATG
GCAAGTTTTCAAAGTTT
ATAGATATCTTATTCAAGAAGCT

TTTCAT

ATAGGATCCATGCAGAATTTTTA

GGAAGT

ATAAAGCTTTTAATGTTTTGCTT

GTCCTT

ATAGAATTCATTAGTCATCTGGA

TGATGA

CAATTCATCCAGTAAAATATCTC
GAGCCGGTGATATTCTCATTTTA
TAAAATGAGAATATCACCGGCT
CGAGATATTTTACTGGATGAATT

G

Fusionsprimer,
Konstruktion von pDK5
Fusionsprimer,
Konstruktion von pDK5
Amplifikation von
evoglow Bs2-Cl
(EcoRV), Konstruktion
von pDK5
Amplifikation desadc-
Promotors BamH]I),
Konstruktion von pDK6
Amplifikation von
evoglow Ppl1-Cl
(Hindlll), Konstruktion
von pDK6
Amplifikation Himar1
(EcoRl), Konstruktion
von pDK9
FusionsprimerXhol),
Konstruktion von pDK9
FusionsprimerXhol),
Konstruktion von pDK9

ATACCATGGAGCTTGCATGCCTG Amplifikation TnYLB-1

CAGTAAC

CCTCTTTTCTACAGTATTTAAAG

ATACCCCAAG

GATGTCTAAAAAGCTTTAACTAC

AAGCTTTTTAGACAT

TTAACTATTTATCAATTCCTGCA

ATTCGTTTA

TGAAGCCAGTTACCTTCGGAAA

AAGAG
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Hybridisierungsprimer
fur tetM undcatP
Hybridisierungsprimer
fur tetM undcatP
Hybridisierungsprimer
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pMarASTrev  TTATTATTTCCTT CCTCTTTTCT Hybridisierungsprimer
ACAGTATTTAAAGATACCCCAA  fur pMarA undcatP
G

pMarAST fwd TACCTAGATTTA GATGTCTAAA Hybridisierungsprimer
AAGCTTTAACTACAAGCTTTTTA  far pMarA undcatP
GACAT

catPST fwd TAAATCTAGGTA TTAACTATTT  Hybridisierungsprimer
ATCAATTCCTGCAATTCGTTTA  flr pMarA undcatP

catPST fwd AAGGAAATAATAA TGAAGCCA  Hybridisierungsprimer

GTTACCTTCGGAAAAAGAG fur pMarA undcatP
tetM_fwd CTAAGTTATTTTATTGAACATAT  Hybridisierungsprimer
ATCGTACTTTATCTATCCG tetM
tetM_rev GCTATTTTGTAATCACGTACTCT Hybridisierungsprimer
CTTTGATAAA tetM

tetMST_fwd TAAATCTAGGTA CTAAGTTATT  Hybridisierungsprimer
TTATTGAACATATATCGTACTTT  fUr pMarA undtetM
ATCTATCCG

tetMST _rev AAGGAAATAATAA GCTATTTTG Hybridisierungsprimer
TAATCACGTACTCTCTTTGATAA  flir pMarA undtetM
A

Verwendete Enzyme
Sofern nichts anders erwahnt, wurden Enzyme derdfirFermentas (St. Leon-Rot),

Roche (Mannheim), Sigma-Adidrich (Minchen), Qiadefilden) und Finnzymes

(Espoo, Finnland) verwendet.
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Verwendete Chemikalien und Gerate

Sofern nichts anders erwahnt, wurden sonstige vetete Chemikalien von den

Firmen Merck, Fluka, Oxoid, Serva, Sigma und Ratp.iA. Qualitat bezogen.

Autoklav Zirbus, Bad Grund, Deutschland

Biofuge fresco (Sorvall # 3328) Heraeus Christe@xle, Deutschland

Biofuge primo R (Sorvall # 7588) Heraeus Christiegdsde, Deutschland

Eppendorf Centrifuge 5417R Eppendorf, Hamburg, Behiand

Eppendorf Mastercycler gradient Eppendorf, HambDeytschland

French Pressure Cell American Instrument CompaiherS
Spring, U.S.A.

Primus HT MWG AG Biotech

Magnet-Heizrihrer JAK Werk, Staufen

Mikroskop Carl Zeiss Zeiss, Gottingen, Deutschland

Spannungsgerat Bio-Rad Laboratories California USA

Vortex Genie 2V Bender & Hobein AG, Zirich, Schweiz

Spektrophotometer VARIAN CARRY  Varian Deutschland GmbH, Darmstadt
100Scan

Waage Sartorius Bl 3100 Sartorius, Gottingen, Deutschland
Typ 2462
Typ 2254

Wasservollentsalzungsanlage Millipore, Schwalb&wytschland
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Expressionsdaten der durchgeftihrten Transkriptionsaalysen

Tab. 7.6: Expressionsverhéltnisse von Genen verseliener Transportsysteme in den Stammen
C. acetobutylicum pDK2 und C. acetobutylicum pDK3 bei logarithmischem Wachstum.Werte
groRer 1 entsprechen einer verstarkten Expressiatien StdmmerC. acetobutylicum pDK2 und
C. acetobutylicum pDK3. Werte kleiner -1 hingegen deuten auf einestéekte Expression in der

Vektor-Kontrolle C. acetobutylicum pSOSzero hin. Hierbei handelt es sich um reprateat
Einzelmessungenn.b. (nicht bestimmt) kennzeichnet Siganl-Intetsitdvon Genen, die zumeist

unterhalb der des Hintergrunds lagen und somitrdaeder gewahlten Kriterien.

ID Gen Annotation log Expressionsverhaltnis
pDK2/pSOSzero pDK3/pSOSzero

CA_C0231 DeoR-ahnlicher 3,86 -0,18
Transkriptions-
regulator

CA C0232 fruB 1-Phosphofrukto- 2,10 0,03
kinase

CA_C0233 PTS 1,41 -0,26
ElIA-Komponente

CA_C0234 PTS 1,13 0,52
ElIBC-Komponente

CA_CO0570 PTS 1.52 -1,18
Ell-Komponente

CA_C0662 Zucker ABC- 3,14 1,22

Transporter, peri-
plasmatisches

Zucker-bindendes

Protein

CA _C0663 Hypothetisches n.b. 1,66
Protein

CA C0664 Zucker-bindendes n.b. 0,49

periplasmatisches
Protein
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CA_C0665

CA_C0666
CA_C0667

CA_C1705

CA_C1706
CA_C1707

CA_C1708

CA_C1709

CA_C2963

CA_C2964

CA_C2965

CA_C2966

CA_C3422

CA_C3550

phoU

lacG

lacE

lacF

lacR

natB

ABC-type Zucker-
Transportsystem,
Permease-
Komponente
Zucker-Permease
Zucker-bindendes
periplasmatisches
Protein
Periplasmatisches
Phosphat-bindendes
Protein
Phosphat-Permease
Permease-
Komponente
ATPase-
Komponente des
ABC-type Phosphat-
Transportsystem
Phosphauptake
Regulator
6-Phosphd3-D-
Galaktosidase
PTS EIIBC*-
Komponente
PTS ENA™-
Komponente
DeoR-ahnlicher
Transkriptions-
regulator
Zucker:Protonen-
symporter
(Xylulose)
Natrium ABC-

Transporter
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n.b.

2,01
1,79

n.b.

n.b.
n.b.

n.b.

n.b.

0,75

2,16

0,98

1,96

4,57

-0,39

0,93

0,28
1,56

2,46

2,98
2,50

191

1,56

-0,93

-0,73

-0,92

-0,90

-0,48

1,86
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CA_C3551

CA_C3680

CA_C3681

CA_C3682

natA

kdpC/
atkC
kdpB/
atkB

kdpA/
atkA

Natrium ABC-
Transporter, ATP-
bindendes Protein
K*-transportierende
ATPase
K*-transportierende
ATPase,
Untereinheit B
K*-transportierende
ATPase,
Untereinheit A

0,23

-2,28

-2,62

n.b.

1,78

1,12

1,07

1,54

Tab. 7.7: Expressionsverhéltnisse von Genen dagr Locus und der frihen Sporulation in den

StammenC. acetobutylicum pDK2 und C. acetobutylicum pDK3 bei logarithmischem Wachstum.

Werte gréRer 1 entsprechen einer verstarkten Esjoresn den Stamme@. acetobutylicum pDK2

und C. acetobutylicum pDK3. Werte kleiner -1 hingegen deuten auf einestéekte Expression in der

Vektor-Kontrolle C. acetobutylicum pSOSzero hin. Hierbei handelt es sich um reprateat

Einzelmessungenn.b. (nicht bestimmt) kennzeichnet Siganl-Intertsitivon Genen, die zumeist

unterhalb der des Hintergrunds lagen und somitrdafieder gewahlten Kriterien.

ID Gen Annotation log Expressionsverhaltnis
pDK2/pSOSzero pDK3/pSOSzero

CA PO0O177 SpoOJ Regulator 1,90 -0,33

CA _C0078 agrB  Genregulator- 5,19 -0,91
Protein B

CA_C0079 agrD  Autoinducer Peptid 6,20 -0,34

CA _C0080 agrC  Histidin-Sensor 1,01 -0,37
Kinase

CA _CO0081 agrA  Response-Regulator- -0,08 -0,62
Protein A

CA_CO0686 Sporencortex n.b. 1,04

lytisches Enzym,
Peptodoglukan-

bindende Doméne
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CA_C1337 cotd

CA_C1696 sigG

CA_C2306 sigF

CA_C2365 sspA

CA_C3214

CA_C3317 cotF

Sporenhillen-
Protein COTJB
Sporulations-Sigma-
Faktor SigG
Sporulations-Sigma-
Faktor SigF

Kleines Saure-
|6sliches Sporen-
Protein

SpoVT
Sporulations-Protein
Sporenhillen-
Protein F (CotF)

0,64

2,71

2,76

n.b.

n.b.

n.b.

1,67

0,75

-0,07

3,40

2,54

2,32

Tab. 7.8: Expressionsverhdltnisse von Genen der Eis-Aufnahme bzw. des Transports in den

StammenC. acetobutylicum pDK2 und C. acetobutylicum pDK3 bei logarithmischem Wachstum.

Werte gréRRer 1 entsprechen einer verstarkten Esjoresn den Stamme@. acetobutylicum pDK2

und C. acetobutylicum pDK3. Werte kleiner -1 hingegen deuten auf einestéekte Expression in der

Vektor-Kontrolle C. acetobutylicum pSOSzero hin. Hierbei handelt es sich um reprateat

Einzelmessungenn.b. (nicht bestimmt) kennzeichnet Siganl-Intertsitivon Genen, die zumeist

unterhalb der des Hintergrunds lagen und somitrdaieder gewahlten Kriterien.

ID Gen Annotation log Expressionsverhaltnis
pDK2/pSOSzero pDK3/pSOSzero

CA_C1029 FeoA-ahnliches 1,74 0,24
Protein

CA_C1030 FeoA-ahnliches 2,23 0,07
Protein

CA C1031 feoB FeoB-ahnliches 4,45 0,51
GTPase

CA_C1989 ABC-ahnliches 1,25 0,13

Fe(lll) Transport-

system, ATPase
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CA_C1990 ABC-ahnliches 1,46 -0,09
Fe(lll) Transport-
system, Permease

CA_P0057 Putatives 4,74 -0,53
Glycoprotein oder
Slayer

CA_P0058 Rare Lipoprotein A 5,99 0,59
(RLPA)

Tab. 7.9: Expressionsverhéltnisse von Genen verseliener Transportsysteme in den Stammen
C. acetobutylicum pDK2 und C. acetobutylicum pDK3 bei stationarem Wachstum.Werte gréRer 1
entsprechen einer verstarkten Expression in demmiB8&n C. acetobutylicum pDK2 und

C. acetobutylicum pDK3. Werte kleiner -1 hingegen deuten auf einestéekte Expression in der

Vektor-Kontrolle C. acetobutylicum pSOSzero hin. Hierbei handelt es sich um reprateat
Einzelmessungenn.b. (nicht bestimmt) kennzeichnet Siganl-Intertsitivon Genen, die zumeist

unterhalb der des Hintergrunds lagen und somitrdaeder gewahlten Kriterien.

ID Gen Annotation log Expressionsverhaltnis
pDK2/pSOSzero pDK3/pSOSzero
CA_P0066 ptna Mannose- 0,99 0,99
spezifisches PTS,
EIIAB-
Komponente
CA P0067 manY/ Mannose/Fruktose- 1,33 1,13

leviF spez. PTS,

ElIC-Komponente

CA _P0068 ptnd Mannose- 1,03 1,15
spezifisches PTS,
ElID-Komponente

CA_CO0231 DeoR-ahnlicher 1,26 0,36
Transkriptions-
regulator

CA_C0232 fruB 1-Phosphofrukto- 1,82 0,26
kinase
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CA_C0233

CA_C0234

CA_C2963

CA_C2964

CA_C2965

CA_C2966

CA_C3288

CA_C3289

CA_C3290

CA_C3422

CA_C3550

CA_C3551

lacG

lacE

lacF

lacR

natB

natA

PTS

ElIA-Komponente

PTS EIIBC-

Komponente

6-Phosphd3-D-

Galaktosidase
PTS EIIBC*-
Komponente
PTS EIIA®-
Komponente
Laktose-PTS
Repressor
Eisen ABC-
Transporter
ATPase
Untereinheit
Eisen ABC-
Transporter
Membran-
Komponente
Eisen ABC-
Transporter
Membran-

Komponente

Zucker:Protonen-

symporter
(Xylulose)
Natrium ABC-
Transporter
Natrium ABC-

Transporter, ATP-

bindendes Protein

0,79

1,87

1,13

0,64

0,45

0,41

1,89

2,05

1,73

0,27

2,97

2,54

-0,30

1,32

1,81

1,583

0,91

1,41

-0,90

-0,71

-0,49

1,85

1,11

1,14
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Tab. 7.10: Expressionsverhéltnisse von Genen der Gtismat-Biosynthese in den Stammen
C. acetobutylicum pDK2 und C. acetobutylicum pDK3 bei stationarem Wachstum.Werte gréRer 1
entsprechen einer verstarkten Expression in demmiB8&n C. acetobutylicum pDK2 und

C. acetobutylicum pDK3. Werte kleiner -1 hingegen deuten auf einestéekte Expression in der

Vektor-Kontrolle C. acetobutylicum pSOSzero hin. Hierbei handelt es sich um reprateat
Einzelmessungenn.b. (nicht bestimmt) kennzeichnet Siganl-Intetsitdvon Genen, die zumeist

unterhalb der des Hintergrunds lagen und somitrdafieder gewahlten Kriterien.

ID Gen  Annotation log Expressionsverhaltnis
pDK2/pSOSzero pDK3/pSOSzero

CA _C0892 3-Deoxy-7-Phospho- 1,11 0,51
heptulonat-Synthase

CA _C0893 Prephenat- 1,23 0,40
Dehydrogease

CA C0894 aroB  3-Dehydroquinat- 1,26 0,08
Synthetase

CA _CO0895 aroA  3-Phosphoshikimat 1,51 0,09
1-carboxyvinyl-
Transferase

CA_C0896 aroC Chorismat-Synthase 1,50 0,25

CA_C0897 aro Fusion Chorismat- 0,84 0,32

Mutase und Shikimat-
5-Dehydrogenase

CA _C0898 aroK  Shikimat-Kinase n.b. -0,17
CA _C0899 3-Dehydroquinat- n.b. 0,91
Dehydratase
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Tab. 7.11: Expressionsverhéltnisse von Genen der @in-Synthese in den Stammen
C. acetobutylicum pDK2 und C. acetobutylicum pDK3 bei stationarem Wachstum.Werte gréRer 1
entsprechen einer verstarkten Expression in demmiB8&n C. acetobutylicum pDK2 und

C. acetobutylicum pDK3. Werte kleiner -1 hingegen deuten auf einestéekte Expression in der

Vektor-Kontrolle C. acetobutylicum pSOSzero hin. Hierbei handelt es sich um reprateat
Einzelmessungenn.b. (nicht bestimmt) kennzeichnet Siganl-Intetsitdvon Genen, die zumeist

unterhalb der des Hintergrunds lagen und somitrdafieder gewahlten Kriterien.

ID Gen Annotation log Expressionsverhaltnis
pDK2/pSOSzero pDK3/pSOSzero

CA _CO0210 bioB  Biotin-Synthase n.b. 1,52

CA C1360 bioY  Uncharakterisiertes n.b. 4,26
Protein der BioY-
Familie

CA C1361 bioD  Dithiobiotin- n.b. 4,23
Synthetase

CA _C1362 bhioA  Adenosylmethionin- n.b. 4,72
8-amino-

7-Oxononanoat

Aminotransferase
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Tab. 7.12: Expressionsverhaltnisse von Genen Fetts&-Biosynthese und der Sporulation in
den StdmmenC. acetobutylicum pDK2 und C. acetobutylicum pDK3 bei stationdrem Wachstum.
Werte gréRer 1 entsprechen einer verstarkten Esipresn den Stamme@. acetobutylicum pDK2
und C. acetobutylicum pDK3. Werte kleiner -1 hingegen deuten auf einestéekte Expression in der

Vektor-Kontrolle C. acetobutylicum pSOSzero hin. Hierbei handelt es sich um reprateat
Einzelmessungenn.b. (nicht bestimmt) kennzeichnet Siganl-Intetsitdvon Genen, die zumeist

unterhalb der des Hintergrunds lagen und somitrdafieder gewahlten Kriterien.

ID Gen Annotation log Expressionsverhaltnis
pDK2/pSOSzero pDK3/pSOSzero

CA _C1696 sigG Sporulation Sigma- 1,40 0,99
Faktor (SigG)

CA C1817 spoVS  Sporulations- 0,41 1,96
Protein, SpoVS

CA _C2071 Spo0A Protein 1,20 0,85

CA_C2126 spoVE  Sporulations- 0,63 1,71
Protein E,
FtsW/MrdB/SpoVE
Familie

CA _C2130 spoVD  Sporulations-Protein 0,44 2,31
D, Ftsl/pbp Familie

CA C2306 sigF Sporulations-Sigma- 0,46 1,13
Faktor SigF

CA_C2307 Anti-Sigma F Faktor -0,15 0,99

CA _C2308 spollAA  Anti-anti-Sigma- 0,12 1,91
Factor (Antagonist
von SpollAB)

CA _C3223 spoVG  Sporulations- 0,91 1,21
Protein G

CA _C3568 accA Acetyl-CoA 0,98 0,14

Carboxylase alpha
Untereinheit
CA_C3569 acch Acetyl-CoA 1,10 0,07
Carboxylase beta
Untereinheit
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CA_C3570

CA_C3571

CA_C3572

CA_C3573

CA_C3574

CA_C3575

CA_C3576

CA_C3577

CA_C3578

CA_C3579

accC

fabZ

accB

fabF

fabG

fabD

acp

fabH

Acetyl-CoA
Carboxylase
(BR)-
Hydroxymyristoyl
ACP Dehydratase
Biotin Carboxyl
carrier Protein der
Acetyl-CoA
Carboxylase
3-Oxoacyl-(Acyl
carrier Protein)
Synthase
3-Ketoacyl-(Acyl-
carrier-Protein)
Reductase
Acyl-carrier-Protein
S-Malonyl-
Transferase
Dioxygenase
(2-Nitropropan
Dioxygenase)
Acyl Carrier
Protein, ACP
3-Oxoacyl-(Acyl
carrier Protein)
Synthase
Transkriptions-
Regulator, MarR /

EmrR Familie

0,86

0,65

1,26

1,11

1,38

0,60

1,17

1,02

1,60

2,04

0,16

0,52

0,27

0,37

0,37

-0,38

n.b.

0,67

-0,02

0,10
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Tab. 7.13: Expressionsverhdaltnisse von Genen der WBstabilitat, der Zellteilung und des

,Quorum sensing’ in den StammenC. acetobutylicum pDK2 und C. acetobutylicum pDK3 bei

stationarem Wachstum.Werte grol3er 1 entsprechen einer verstarkten Esipresn den Stammen

C. acetobutylicum pDK2 undC. acetobutylicum pDK3. Werte kleiner -1 hingegen deuten auf eine

verstarkte Expression in der Vektor-Kontrofle acetobutylicum pSOSzero hin. Hierbei handelt es

sich um reprasentative Einzelmessungeb. (nicht bestimmt) kennzeichnet Siganl-Intensitévon

Genen, die zumeist unterhalb der des Hintergrumden und somit auerhalb der gewahlten

Kriterien.
ID Gen Annotation log Expressionsverhaltnis
pDK2/pSOSzero pDK3/pSOSzero

CA_P0057 Putatives 1,12 1,03
Glycoprotein oder
Slayer

CA_P0058 Rare Lipoprotein A 0,24 2,38
(RLPA)

CA_CO0078 agrB Genregulator- -0,42 1,13
Protein B

CA _C0079 agrD Autoinducer Peptid 1,29 0,23

CA_CO0080 agrC Histidin-Sensor n.b. 0,53
Kinase

CA_CO0081 agrA Response-Regulator- n.b. 1,02
Protein A

CA_C1692 ftsA Zellteilungs-Protein, 0,56 1,68
FtsA

CA C1693 ftsz Zellteilungs-Protein, -0,32 0,37
FtsZ

CA C1871 ftsK DNA Segregation n.b. 1,37

ATPase, YDC(B.
subtilis Ortholog
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Tab. 7.14: Expressionsverhéltnisse von Genen versedener Stressproteine in den Stdmmen
C. acetobutylicum pDK2 und C. acetobutylicum pDK3 bei stationarem Wachstum.Werte gréRer 1
entsprechen einer verstarkten Expression in demmiB8&n C. acetobutylicum pDK2 und

C. acetobutylicum pDK3. Werte kleiner -1 hingegen deuten auf einestéekte Expression in der

Vektor-Kontrolle C. acetobutylicum pSOSzero hin. Hierbei handelt es sich um reprateat
Einzelmessungenn.b. (nicht bestimmt) kennzeichnet Siganl-Intetsitdvon Genen, die zumeist

unterhalb der des Hintergrunds lagen und somitrdafieder gewahlten Kriterien.

ID Gen Annotation log Expressionsverhaltnis
pDK2/pSOSzero pDK3/pSOSzero

CA_C0456 lonA ATP-abhangige 4,80 0,87
Protease (lonA)

CA_CO0457 Transcriptions- 4,37 -0,92
Regulator, AcrR
Familie

CA_Co0471 GrpE Protein HSP- 1,10 0,19
70 Co-Faktor

CA_CO0472 dnaK DnaK Protein 1,22 0,33
(Hitzschock-Protein),
HSP70/DnaK
Familie

CA _C0473 dnaK DnaK Protein 1,16 0,56

(Hitzeschock-
Protein), C-terminale
Region hat VWA
type A Domane
CA C1280 hrcA Hitze-induzierbarer 1,29 -1,20

Transkriptions-

Repressor

CA C1282 dnaK Molekulares 1,62 -1,17
Chaperon DnaK

CA C1283 dnal Molekulares 1,73 -0,05

Chaperon DnaJ
(HSP40 Familie)
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CA_C2637

CA_C2639

CA_C2703
CA_C2704

CA_C3189

CA_C3190

CA_C3191

CA_C3192

CA_C3714

lonA

clpX

groEL

groES

clpC

hspl8

ATP-abhéangige Lon 0,73
Protease

ATP-abhéangige 1,17
Protease ATP-

bindende

Untereinheit

Chaperonin GroEL 1,67
Co-Chaperonin 1,19
GroES, HSP10

Familie

ATPase mit 2,47
Chaperone Aktivitat

clpC, zwei ATP-

bindende Doménen

putative ATP 1,81
Guanido-Phospho-

Transferase
Uncharakterisiertes 1,94
konserviertes

Protein, bestehend

aus ClpE-like Zn-

Domaéane, YACHB.

subtilis Ortholog

Transkiptionas- 1,78
Regulator CTSR
Molekulares 3,39

Chaperon (kleines
Hitzeschock-
Protein), HSP18

0,56

0,46

-0,38
0,35

-1,10

-1,35

-0,86

-1,92

-0,58
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Tab. 7.15: Expressionsverhéltnisse von Genen der WRiflavin-Synthese in dem Stamm
C. acetobutylicum pDK2 bei logarithmischem Wachstum. Werte grof3er 1 entsprechen einer
verstarkten Expression in den Starfmacetobutylicum pDK2. Werte kleiner -1 hingegen deuten auf
eine verstarkte Expression in der Vektor-Kontr@leacetobutylicum pSOSzero hin. Hierbei handelt
es sich um reprasentative Einzelmessungeb. (nicht bestimmt) kennzeichnet Siganl-Interteitéa

von Genen, die zumeist unterhalb der des Hintedguagen und somit au3erhalb der gewdahlten

Kriterien.
ID Gen Annotation log Expressionsverhaltnis
pDK2/pSOSzero

CA _C0590 ribD Riboflavin 1,34
Biosynthese-Protein
RIBD

CA_CO0591 ribB Riboflavin Synthase 2,12
Untereinheit alpha

CA C0592 ribA Riboflavin 1,54
Biosynthese-Protein
RIBA

CA _C0593 ribH Riboflavin Synthase -0,52

Untereinheit beta
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Anhang

Tab. 7.16: Expressionsverhaltnisse von Genen der Wat-Reduktion und der Cystein-

Biosynthese in dem StammC. acetobutylicum pDK3 bei logarithmischem Wachstum. Werte

groRer 1 entsprechen einer verstarkten Expressiaten StamnC. acetobutylicum pDK3. Werte

kleiner -1 hingegen deuten auf eine verstarkte &gion in der Vektor-Kontroll€. acetobutylicum

pSOSzero hin. Hierbei handelt es sich um représeat&inzelmessungem.b. (nicht bestimmt)

kennzeichnet Siganl-Intensitdten von Genen, dieetsinunterhalb der des Hintergrunds lagen und

somit auBerhalb der gewahlten Kriterien.

ID Gen Annotation log Expressionsverhaltnis
pDK3/pSOSzero
CA _C0102 O-Acetylhomoserin -2,76
Sulfhydrylase
CA _C0103 cysC  Adenylylsulfat-Kinase -2,63
CA _C0104 Adenylylsulfat-Rreductase -2,87
CA_C0106 ABC-type -2,90
Sulfat-Transporter,
periplasmatisches Binde-
protein
CA_Co0107 ABC-type -2,92
Sulfat-Transporter, ATPase
Komponente
CA_CO0108 ABC-type Sulfat- -2,14
Transporter, Permease
Protein
CA _CO0109 cysD  Sulfat-Adenylyltransferase -3,02
2. Untereinheit
CA_CO0110 cysN  GTPase, -2,72
Sulfat-Adenylattransferase
1. Untereinheit
CA_C0930 metB  Cystathionin Gamma- -1,70

Synthase
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