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Research in the 5-keto-D-gluconate formation with

Gluconobacter oxydans

The aim of this work was a rational strain development of the acetic acid bacterium
Gluconobacter oxydans DSM 2343 for whole-cell-biotranformation of glucose to 5-keto-

D-gluconic acid (5-KGA), a precursor of L-(+)-tartaric acid.

G. oxydans exhibits two separately localised enzyme systems for the oxidation of
glucose to 5-KGA. On the one hand, there is a system of pyrrolochinoline-quinone-
dependent (PQQ) dehydrogenases which are orientated to the periplasmatic space. On
the other hand, there are cytosolic, NADP*-dependent oxidoreductases which perform
the oxidation of glucose to 5-KGA, too. Besides the favoured oxidation product 5-KGA,
G. oxydans was also able to accumulate the undesired structural isomer, 2-keto-D-
gluconic acid (2-KGA). By inserting a gene-sequence of a kanamycine-resistance
protein into the chromosomal part of the gluconate-2-dehydrogenase (MGA2DH), the
formation of 2-KGA was completely prevented. This action led to an increase in the total

5-KGA-formation rate and final concentration, respectively.

By homologues overexpression of the cga5dh-gene, which encodes for a cytosolic
NADP*-dependent gluconate-5-dehydrogenase (cGA5DH), the 5-KGA concentration
could be enhanced by 20%, as compared to the wild-type. To ensure the availability of
the necessary cofactor NADP”, the gene for a transhydrogenase (UDHA) of E. coli was
heterologously coexpressed thus guaranteeing the reoxidation of NADPH via NAD and

the respiratory chain.

By inactivating the mga5dh-gene it could be demonstrated that the membrane-bound
gluconate-5-dehydrogenase (MGA5DH) was the enzyme mainly responsible for 5-KGA
formation. The resulting mutant strain showed a basal 5-KGA formation of 20% as
compared to the wild-type strain. Exchanging the native promoter of the mga5dh-gene
against the stronger tufB and mgdh-promoter led to an increase of the 5-KGA formation
activity and the final 5-KGA concentration. Finally, a 5-KGA production strain could be
developed, which showed an enhanced final 5-KGA concentration (300 mM), which was

20-fold higher than that of the wild-type strain.






Untersuchungen zur 5-keto-D-Gluconat Bildung mit

Gluconobacter oxydans

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Entwicklung eines Gluconobacter oxydans
Stammes fur die Biotransformation von Glucose zu 5-Keto-D-Gluconat (5-KGA). Es
wurde im ersten Schritt ein geeigneter Stamm ausgewabhlt, der die hochsten 5-KGA-
Ausbeuten erreichte. G. oxydans besitzt fir die Oxidation von Glucose zu 5-KGA ein
cytosolisches System aus NADP*-abhingigen Dehydrogenasen und ein System aus
Membran-assoziierten, PQQ-abhangigen Dehydrogenasen.

Durch Insertionsmutagenese des mga2dh-Gens, welches in G. oxydans flr eine
membrangebundene, FAD-abhéngige Gluconat-2-Dehydrogenase (mMGA2DH) kodiert,
konnte die Bildung des Nebenproduktes 2-Keto-D-Gluconat unterbunden werden. Zur
Steigerung der 5-KGA-Produktivitdt, wurde dann das Gen fir die cytosolische
Gluconat:NADP™ 5-Oxidoreduktase (GNO) homolog tiberexprimiert, wodurch 5-KGA-
Konzentrationen von 200 mM erzielt wurden. Die Regeneration des Cofaktors NADP”
konnte durch heterologe Coexpression des Gens der cytosolischen Pyridinnukleotid
Transhydrogenase (UDHA) aus E. coli gesteigert werden. Untersuchungen des
Membran-assoziierten Systems in G. oxydans zeigten die Bedeutung der PQQ-
abhangigen Gluconat-5-Dehydrogenase (MGA5DH) bei der 5-KGA-Bildung. Nach der
Inaktivierung der mGAS5SDH verblieb eine Restaktivitat der 5-KGA-Bildung von 20 %, die
der cytosolischen GNO zuzuordnen war. Damit wurde die mGA5DH als das Enzym
identifiziert, welches in G. oxydans primar fur die 5-KGA-Bildung verantwortlich ist. Zur
weiteren Verbesserung der 5-KGA-Produktivitdt wurden anschliel3end sowohl das Gen
der membrangebundenen, PQQ-abhéngigen Glucose-Dehydrogenase (mGDH) als
auch das Gen der Gluconat-5-Dehydrogenase (MGA5DH) homolog in G. oxydans
Uberexprimiert. Ein Austausch des mga5dh-Promotors des Gluconat-5-Dehydrogenase
Gens gegen den tufB-Promotor des Elongationsfaktors (EF-Tu) aus G. oxydans
resultierte in einer weiteren Steigerung der 5-KGA-Konzentration (300 mM). Um die
Glucosekonzentration bei der Biotransformation mdéglichst niedrig zu halten, wurde ein
fed-batch Verfahren entwickelt, was zu einer weiteren Steigerung der 5-KGA-Bildung
fuhrte. Das gebildete Produkt konnte durch Zugabe von CaCl, als Ca(5-KGA),-Salz in

nahezu reiner Form isoliert werden.
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1. Gluconobacter oxydans

Viele Gram-negative aerobe Bakterien oxidieren Substrate vollstandig zu H,O und CO..
Nur unter ungunstigen Wachstumsbedingungen, wie z.B. Sauerstoffmangel, werden die
Substrate unvollstandig oxidiert (Fritsche, 1999). Eine Ausnahme bilden die
Essigsaurebakterien (Acetobacteraceae). Bei Wachstum mit Ethanol oder Glucose als
C-Quelle fuhren diese Bakterien eine unvollstandige Oxidation der Substrate durch,
wobei z.B. Ethanol zu Essigsaure umgesetzt wird, welche sich im Medium ansammelt
(De Ley et al, 1984; Matsushita et al.,, 1992). Diese Eigenschaft machte die
Acetobacteraceae schon vor tber 2000 Jahren zu den ersten Speiseessig-Produzenten
(De Ley & Swings, 1981; De Ley et al., 1984; Ruiz et al., 2000).

Die strikt aeroben, 0,6 - 0,8 x 1,0 - 4,0 um langen, stabchenférmigen Acetobacteraceae
lassen sich in die Gattungen Acetobacter, Gluconacetobacter und Gluconobacter
unterteilen. Die Gattung Gluconobacter kann dabei nicht, wie die Gattung Acetobacter,
Acetat und Lactat zu H,O und CO, zu oxidieren (De Ley et al. 1984). Eine eindeutige
molekularbiologische Differenzierung Gluconobacters von Acetobacter konnte durch
16S-rRNA-Vergleiche erreicht werden (Sievers et al., 1995). Innerhalb der Gattung
Gluconobacter lassen sich die vier Arten asaii, cerinus, frateurii und oxydans
unterscheiden (De Ley et al., 1984). Dabei kénnen Gluconobacter cerinus, asaii und
oxydans im Vergleich zu Gluconobacter frateurii weder mit L-Arabitol noch mit meso-
Ribitol als C-Quelle wachsen. Das Wachstum ist zudem von dem Vorhandensein des

Vitamins Nicotinsaure (Niacin, B5) abhangig (Katsura et al., 2002).

Die natiurlichen Habitate von G. oxydans sind Blutennektar, Gartenerde, gegorene
Getranke wie Wein und Bier, aber auch Bienenhonig und Friichte (Battey & Schaffner,
2001; Gupta et al., 2001). G.oxydans wachst optimal bei 25 bis 30°C; bei
Temperaturen Uber 37°C ist kein Wachstum mehr nachweisbar (De Ley et al., 1984).
Bei einem pH-Wert von 5 bis 6 kann G. oxydans unter Verwendung unterschiedlicher C-
Quellen wie z.B. Glucose, Fructose, Glycerin oder Sorbit wachsen (Olijve & Kok, 1979),
wobei Mannit die fir das Wachstum optimale C-Quelle darstellt (Gosselé et al., 1980).

Bei pH-Werten unterhalb von 3 findet in G. oxydans aufgrund der Inhibition der Enzyme
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des zentralen Pentose-Phosphat-Wegs nur sehr geringes Wachstum statt (Olijve & Kok,
1979).

Abbildung 1, Elektronenmikroskop Aufnahme von Gluconobacter oxydans DSM 2343
Mit freundlicher Genehmigung von Dr. Armin Ehrenreich, Institut fir Mikrobiologie und Genetik,
Georg-August-Universitat Gottingen

G. oxydans DSM 2343 (Abbildung 1) ist das erste Essigsaurebakterium dessen Genom
vollstandig sequenziert wurde. Der GC-Gehalt der genomischen DNA ist mit 61 % im
Vergleich zu anderen Bakterien relativ hoch (De Ley et al., 1984; Prust et al., 2005).
Neben dem bakteriellen Chromosom von 2.702 kb besitzt G. oxydans DSM 2343
zusatzlich funf Plasmide (163,1 kb; 26,6 kb; 14,6 kb; 13,2 kb und 2,7 kb), womit das
gesamte Genom von G. oxydans DSM 2343 eine Groéf3e von 2.922 kb aufweist (Prust et
al., 2005). Bis zum heutigen Zeitpunkt konnten sowohl 2664 putative Protein-
kodierende, offene Leserahmen, als auch vier Kopien fur rRNA Operons und 55 tRNA
Gene identifiziert werden. Es wird angenommen, dass das G. oxydans DSM 2343
Genom zu 89,9 % fur Proteine oder stabile RNA kodiert, wobei 1877 offenen
Leserahmen eine tatsédchliche Funktionalitat zugeordnet wurde (Prust et al., 2005). Das
Vorhandensein von 18 Insertionselemente und 103 Transposasen verdeutlicht die
beobachtete relative Instabilitat bzw. Variabilitit des Genoms (Kondo & Horinouchi,
1997; Prust et al., 2005).
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2. Glucoseoxidation

Wie der Name Gluconobacter impliziert, kann diese Gattung Glucose zu Gluconat und
weiter zu Keto-Gluconsduren oxidieren. Die Oxidation von Glucose zu Gluconat wird in
G. oxydans hauptsachlich durch eine membrangebundene PQQ-abhéngige Glucose-
Dehydrogenase (mGDH) katalysiert (Ameyama et al., 1981; Pronk et al., 1989). Das
gebildete Gluconat kann dann entweder durch eine membrangebundene, FAD-
abhangige Gluconat-2-Dehydrogenase (mGA2DH) zu 2-Keto-D-Gluconat (2-KGA)
oxidiert werden oder wird durch eine membrangebundene, PQQ-abhéngige Gluconat-5-
Dehydrogenase (MGAS5DH) zu 5-Keto-D-Gluconat (5-KGA) oxidiert (Abbildung 2),
(Olijve & Kok, 1979; Shinagawa et al., 1981; Matsushita et al., 1982; Matsushita et al.,
2003). Das durch die mGDH gebildete Gluconat kann aber ebenso von der Zelle
aufgenommen werden, wo es Uber eine Gluconokinase zu 6-Phosphogluconat

umgesetzt wird, welches dann in den Pentose-Phosphat-Weg oder den Entner-

Doudoroff-Weg eingeschleust und verstoffwechselt werden kann (Kitos et al., 1958)
(Anhang, Abbildung 29).

Plasmamembran

Cytosol

Abbildung 2, Umsetzung von Glucose zu Gluconat bzw. Keto-Gluconaten durch
membranassoziierte Dehydrogenasen in G. oxydans

Abkirzungen: mGA2DH, FAD-abhéngige Gluconat-2-Dehydrogenase; mGDH, PQQ-abhangige
Glucose-Dehydrogenase; mGA5DH, PQQ-abhangige Gluconat-5-Dehydrogenase

Das gebildete 2-KGA und 5-KGA kann ebenfalls in die Zelle aufgenommen werden, wo
es wieder zu Gluconat reduziert und schliel3lich zu 6-Phosphogluconat phosphoryliert

werden kann (Weenk et al.,, 1984; Gupta et al., 2001). In Pseudomonas aeruginosa
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PAO1 soll 2-KGA durch einen spezifischen 2-KGA-Transporter in das Cytosol
aufgenommen und durch eine 2-KGA-Kinase zu 2-KGA-6-Phosphat umgesetzt werden
(Swanson et al.,, 2000). Darauf folgt eine Reduktion des 2-KGA-6-Phosphats zu
6-Phosphogluconat und eine anschlieRende Verstoffwechslung im Pentose-Phosphat-
Weg (Swanson et al., 2000). Eine cytosolische NADPH-abhangige 2-KGA-Reduktase,
(2KGR) wurde aus G. oxydans isoliert und proteinbiochemisch untersucht (Ameyama,
1982). Aus diesem Grund sind fur die Verstoffwechslung von 2-KGA und 5-KGA in
G. oxydans ahnliche Wege anzunehmen (Gupta et al., 2001).

Die Bildung von 5-KGA im Cytosol von G.oxydans wird durch zwei
Oxidationsreaktionen katalysiert. Dabei wird Glucose zunachst von einer cytosolischen
Glucose-Dehydrogenase (cGDH) zu Gluconat oxidiert und dieses anschliel3end durch
die Gluconat:NADP" 5-Oxidoreduktase (GNO) zu 5-KGA weiteroxidiert (Abbildung 3)
(Ameyama et al., 1981; Pronk et al., 1989; Klasen et al., 1995).

CHO NADP* NADPH COOH NADP* NADPH COOH
——OH — OH —— OH
OH — OH — OH —
— OH — OH —OH
—— OH — OH —©
CH,OH CH,OH CH,OH
D-Glucose D-Gluconséaure 5-keto-D-Gluconsaure

Abbildung 3, Oxidation von Glucose zu Gluconat bzw. 5-Keto-D-Gluconat im Cytosol von
G. oxydans

Abkirzungen: cGDH, cytosolische Glucose-Dehydrogenase; GNO, Gluconat: NADP-5-
Oxidoreduktase

Die beiden Dehydrogenasen cGDH und GNO benétigen fiir diese Reaktionen NADP*
als Cofaktor welches zu NADPH reduziert wird. Da G. oxydans DSM 2343 keine NADP*
regenerierende Transhydrogenase vom Typ UDHA besitzt, stellen die cytosolischen
Oxidoreduktasen wie z.B. GNO oder 2KGR eine Mdglichkeit dar, NADPH zu oxidieren
(Eagon, 1963; Boonstra et al., 1999; Prust et al., 2005). Das so genannte ,OId yellow
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enzyme“, welches aus Hefen bekannt ist und dort die Oxidation von NADPH katalysiert,
wurde aus einem G. oxydans Stamm isoliert (Adachi et al., 1979a). Allerdings liegen
keine Anzeichen dafur vor, dass diese NADPH-Oxidase in G. oxydans DSM 2343
vorhanden ist (Prust et al., 2005). Ist daher anzunehmen, dass G. oxydans DSM 2343
das Pyridinnukleotid NADPH (iber reduktive, anabole Stoffwechselreaktionen zu NADP*
regeneriert (Mowshowitz et al., 1974; Englard & Avigad, 1975; Csonka & Fraenkel,
1977; Parmentier et al., 2003; Parmentier et al., 2005). Alle Oxidationsreaktionen der
erwahnten Dehydrogenasen folgen der Bertrand-Hudson-Regel (Abbildung 4), die die
regioselektive Oxidation von Polyolen mit D-erythro- oder L-threo-Konfiguration zu
Ketonen beschreibt (Kulhanék, 1989; Schedel, 2000).

COOH NADP* NADPH, COOH
H——OH —O0
HO——H HO H
R FAD FADH, R
L-threo-Form Ketose
R NADP* NADPH, R
H——OH H OH
H——OH —O0
CH,OH PQQ PQQH, CH,OH
D-erythro-Form Ketose

Abbildung 4, Bertrand-Hudson-Regel fur die Oxidation von Polyolen

Molekulkonformationen, fiir die die Bertrand-Hudson-Regel zutrifft. Die L-threo-Form beschreibt,
z.B. den oberen Molekiilteil von Gluconat, die D-erythro-Form z.B. den unteren Teil von Gluconat.
Durch Oxidation der L-threo-Form kénnen Produkte wie, z.B. 2-Keto-D-Gluconat entstehen; aus
der D-erythro-Form wird z.B. 5-Keto-D-Gluconat gebildet. Abkiirzung: R, Rest

Produkte, die aus der L-threo-Form gebildet werden sind z.B. 2-Keto-D-Gluconat aus
Gluconat oder Sorbose aus Sorbit, aus der D-erythro-Form wird z.B. 5-Keto-D-Gluconat

aus Gluconat oder Dihydroxyaceton aus Glycerin gebildet. Ein Polyhydroxy-Substrat mit
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drei bis sechs Kohlenstoffatomen, welches eine der Konfigurationen aufweist, wird
entsprechend der Bertrand-Hudson-Regel oxidiert. Da sich die L-threo- wie auch die D-
erythro-Form nur auf einen Teil eines Molekils bezieht, kann man die Vielfalt der durch
G. oxydans gebildeten Oxidationsprodukte nachvollziehen.

3. Weinsédure und 5-KGA

Weinsaure (2,3-Dihydroxybernsteinsaure) wurde erstmals 1769 von dem schwedischen
Chemiker Carl Wilhelm Scheele aus dem bei der Weinkelterei ausgefallten Weinstein
(Kaliumhydrogentartrat) kristallisiert (Scheele, 1793). Sie wird in der Textilindustrie als
Reduktionsmittel eingesetzt, in der Pharmaindustrie als chirales Agens verwendet und
findet in der Lebensmittelindustrie als Sauerungs- und Konservierungsmittel
Anwendung (Hungerbiuhler & Seebach, 1981; Haberstroh & Hustede, 1983; Bestmann
& Philipp, 1991). Die jahrliche Produktion betrug 2002 ca. 35.000 t zu einem Preis von
6 €/kg (Lichtenthaler, 2002). Chemisch wird Weinsdure durch Oxidation von
Fumarsaure oder Maleinsdureanhydrid mit Wasserstoffperoxid, Kaliumpermanganat
oder anderen Persauren hergestellt. Aus dem Racematgemisch von meso-, L(+)- und
D(-)-Weinsaure muss dann die L(+)-Weinsaure durch z.B. kinetische Racematspaltung
isoliert werden (Beyer & Walter, 2004). Fir die Gewinnung der Weinsaure aus
naturlichen Rohstoffen werden die bei der Weinkelterei anfallenden Abfallstoffe
verwendet: Bodensatz, welcher sich als schleimiges Sediment in den Weinfassern
bildet; Filterkuchen, der bei der Filtration von Wein anféllt und kristalline Krusten,
welche in den Weinfassern ausfallen (Palma & Barroso, 2002). Der in diesen
Rohstoffen vorhandene Weinstein wird mit Calciumhydroxid zu Calciumtartrat
umgesetzt und anschliel3end durch Zugabe von Schwefelsaure in L-(+)-Weinsaure und
Gips (Calciumsulfat) getrennt (Haberstroh & Hustede, 1983). Bei diesem Prozessen ist
von entscheidendem Nachteil, dass die Qualitat des Ausgangsstoff nicht gleich bleibend
ist und dass es bei der Verarbeitung zu Weinséaure zu Kontaminationen durch Sulfate

kommen kann.

Die ersten beschriebenen Versuche zur chemischen Darstellung von Weinsaure aus
5-KGA wurden 1933 durch Barch unternommen (Barch, 1933). Dabei wurde 5-KGA mit

Salpetersaure (HNO3), bei gleichzeitiger Verwendung des Schwermetalls Vanadium
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(Natrium ortho-Vanadat), zu einem Gemisch aus D(-)-, L(+)- und meso-Weinsaure,
Trihydroxyxyloglutarsdure und Oxalsaure oxidiert. Die Wahl des Substrates 5-KGA
wurde damals mit der relativ einfachen Oxidierbarkeit begrtindet (Barch, 1933). Ebenso
wurde der Effekt von Carbonat und Phosphat-lonen auf die Spaltung von 5-KGA in
Weinsaure und Oxalsaure durch Vanadat untersucht. Die Verwendung von Carbonat-
Puffer zeigte, dass sich die Selektivitdt der Weinsaurebildung von 30 % auf 80 %
steigern lie3 (Matzerath et al., 1995). Experimente, 5-KGA intrazellular in G. oxydans
durch Uberproduktion von Transketolasen vom Typ TktA, bzw. TktB aus E. coli und
Backerhefe in E. coli zu Weinsaure umzusetzen, wurden erst kirzlich beschrieben
(Salusjarvi et al., 2004). Dabei setzte man voraus, dass die verwendeten
Transketolasen die Ketol-Gruppe des 5-KGA entfernen und so ein Weinsaure-
Semialdehyd bilden (Salusjarvi et al., 2004). Dieses Semialdehyd soll dann im
Anschluss durch eine z.B. NAD'/NADP*-abhangige Transhydrogenase zu L-(+)-
Weinsaure oxidiert werden (Salusjarvi et al.,, 2004). Die Uberproduktion der
Transketolasen TktA und TktB in E. coli und anschlieRende Enzymtests zeigten, dass
5-KGA mit einer 10-fach verringerten Affinitat und einer 4-fach verringerten Aktivitat im
Vergleich zu dem bevorzugten Substrat Xylulose-5-Phosphat von diesen Enzymen
akzeptiert wird. Eine Bildung von Weinsaure wurde nicht beschrieben (Salusjarvi et al.,
2004).

Die Ketocarbonsaure 5-KGA ist deshalb ein industriell interessantes Ausgangs-
Substrat, da es sich chemisch durch eine relativ einfache, katalytische Reaktion mit
Vanadat in L-(+)-Weinsaure und Oxalsaure spalten lasst (Klasen et al., 1992; Matzerath
et al., 1995). Die derzeit etablierten Verfahren zu Darstellung von Weinséaure aus
Kaliumtratrat sind von den Nebenprodukten der Weinkelterei und dem dabei
anfallenden Ausgangstoff abhangig. Im Vergleich dazu ist die Bildung von Weinséaure
bzw. 5-KGA aus Glucose o©konomisch sinnvoller: Der Ausgangsstoff Glucose ist
preiswert, nahezu unbegrenzt verfigbar und das selektive Ausféllen/Isolieren des
stereospezifischen Produkts 5-KGA relativ einfach (Kotera et al., 1972b); 5-KGA kann
durch Zugabe von Calciumsalzen selektiv ausgefallt werden. Hinzu kommt, dass die
katalytische Umsetzung von 5-KGA mit Vanadat zu Weinsaure unabhangig von den
lebenden Kulturen in isolierten Systemen erfolgen kann, wodurch die Bildung von
Nebenprodukten vermieden wird (Barch, 1933; Matzerath et al., 1995).
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Zielsetzung der Arbeit

Gluconobacter oxydans  sollte  mit Glucose als Substrat in  Ganzzell-
Biotransformationsprozessen fur die Produktion von 5-KGA eingesetzt werden.
Zunachst wurden die vorhandenen G. oxydans Stadmme hinsichtlich der 5-KGA-
Produktivitat  verglichen und ein geeigneter Kandidat fur die weitere
Stammverbesserung ausgewahlt. Durch die Uberproduktion der NADP*-abhangigen
GNO wurde die Bildung von 5-KGA im Cytosol verbessert (Klasen et al., 1995). Die von
Klasen et al. (1995) beobachtete verstarkte Reduktion des NADP*-Pools zu NADPH
sollte durch Expression des Gens einer heterologen Transhydrogenase (UDHA) aus E.
coli verringert werden und so die Verfligbarkeit des Cofaktors NADP™ fiir die Oxidation
von Gluconat durch das GNO Enzym sichergestellt sein (Eagon, 1963; Klasen, 1995;
Boonstra et al.,, 2000). Durch Uberproduktion der membrangebundenen, PQQ-
abhangigen Glucose-Dehydrogenase (mGDH) und Gluconat-5-Dehydrogenase
(mGA5DH) konnte die 5-KGA-Bildung zusatzlich verbessert werden (Ameyama et al.,
1981; Pronk et al., 1989; Matsushita et al., 2003). Die genomische Inaktivierung des
Gens der membrangebundenen Gluconat-2-Dehydrogenase (mMGA2DH) sollte die
Bildung des Nebenprodukt 2-Keto-D-Gluconat verhindern (Matsushita et al., 1982).
Nach Konstruktion eines geeigneten Produktionsstammes ist es im Anschlul
notwendig, die optimalen Produktionsparameter und Protokolle zur Bildung von 5-KGA
zu etablieren. Es wurde eine Methode zur Quantifizierung der Fermentationsprodukte
Gluconat, 2-KGA und 5-KGA entwickelt. Da die Bildung von 5-KGA in G. oxydans
sowohl durch das GNO als auch durch das mGA5DH Enzym katalysiert werden, sollte
ermittelt werden, welches der beiden Enzyme hauptsachlich fur die Bildung von 5-KGA
verantwortlich ist. Die Inaktivierung des mGAS5DH Proteins und der anschliel3ende
Vergleich der Mutante mit dem Elternstamm wurde zur Identifizierung der Hauptaktivitat
der 5-KGA-Bildung durchgefuhrt (Shinagawa et al., 1999; Hoshino et al., 2003;
Matsushita et al., 2003). Ziel der Arbeit war ein optimierter G. oxydans Stamm, der
5-KGA mit hohen Ausbeuten und Raten bildet. Dieser Stamm wiirde den Ausgangsstoff
5-KGA liefern, der durch chemische Katalyse mit Vanadat in L-(+)-Weinsaure
umgesetzt werden kann und somit eine Alternative zur herkémmlichen

Weinsaureproduktion darstellt.
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Material und Methoden

1. Organismen und Kultivierung

1.1 Verwendete Organismen
Tabelle 1, Verwendeten Organismen
Stamm | Genotyp | Referenz
E. coli
DH5a F, ¢80d lacZAM15, recAl, endAl, | (Hanahan, 1983)

gyrA96, thit, hsdR17(r.,my"), supE44,
relAl, deoR, A(lacZYA-argF)U169

JM109 (DE3)

recAl, endAl, gyrA96, thi*, hsdR17(r
M), supE44, relAl, A(lac-proAB), [F,
traD36, proAB, laclZAM15], A(DE3)

(Yanisch-Perron et al.,
1985)

HB101 (mit Plasmid | F, hsdS20 (rs, mg), SupE44, ara’4, | (Boyer & Roulland-

pRK2013) galK-2, lacY1, proA2, rpsL20, xyl-5, mtl- | Dussoix, 1969;
12, recAl3, KmR, oriColE1, RK2-Mob*, Figurski & Helinski,
RK2-Tra" 1979; Lam et al.,

1985)

S17-l 294 (recA, pro res mod’) Tp® Sm" | (Simon et al., 1983)
(PRP4-2-Tc::MuKm::Tn7)

G. oxydans

DSM 2343 Wildtyp,Cef" (De Ley et al., 1984)

DSM 3503 Wildtyp,Cef" (De Ley et al., 1984)

MF1 DSM 2343 mga2dh::kan”, Kan® (Ha, 2004)

DSM 2343/gno DSM 2343 pRS201P/gno , Sm~, Kan® | diese Arbeit

DSM 2343/gno/udhA DSI\Q 2343 pRS201P/gno/udhA, SmF, | diese Arbeit
Kan

MF1/gno MF1 pRS201P/gno, Kan", Sm" diese Arbeit

pTB9003 DSM 2343 pBBR1IMCS2/mgdh, Kan® | (Ha, 2004)

pTB9008 MF1 pBBR1MCS5/mgdh, Gm~, Kan® (Ha, 2004)

pTB9014 MF1 pBBR1MCS5/mga5dh, Gm®, Kan® | (Ha, 2004)

pBT9017 MFlRpBBRlMCSSImgdh/mganh, Gm~, | (Ha, 2004)
Kan

MF1 MF1 pBBR1IMCS5/ pgdhgox_mga5dh, | diese Arbeit

pgdhgex_mga5dh Gm~, Kan®

MF1 MF1 pBBR1IMCS5/ ptufBgox_mga5dh, | diese Arbeit

ptufBgox_mgasdh Gm~, Kan®

MF1 MF1 pBBRIMCS5/ ptufBecoimgabdh, | diese Arbeit

ptufBecoi_Mgasdh Gm®, Kan®

MF1/mga5dh::strAB | MF1 mga5dh::strAB, Kan®, Sm~ diese Arbeit

G. oxydans sp.

DSM 3504

| Wildtyp,Cef®

| (De Ley et al., 1984)
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1.2 Kulturmedien

Fur die Kultivierung der Organismen in dieser Arbeit wurden folgenden Nahrmedien

verwendet.

a) E. coli

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

Hefeextrakt 5¢9lt

Trypton 10g It
NaCl 10g1*
Agar (fir Platten) 15¢g1*

b) G. oxydans

Vollmedium (Buchert & Viikari, 1988)

Hefeextrakt 5¢9lt

Trypton 3glt

D-Mannit 10gI*

CaCO3 5 g I (als Puffer bei acidogener C-Quelle)
Agar (fur Platten) 15gI*

pH 6 mit HCI eingestellt

Eine Zugabe von CaCOj; erfolgte z.B. bei Wachstum von G. oxydans mit Glucose als

C-Quelle. Alternativ wurden anstatt D-Mannit auch gleiche Mengen an D-Glucose,

D-Gluconat und D-Sorbit eingesetzt.

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

MQW-Konzentrat

Ca(CHsCOO),
(NH,)2SO4
(NH.)HPO,
MgSO.x 7 H,0

Glucose

759l

05¢gl*

0,41¢gl*

01gl*

0,07gl*

25 -100 g I"* (je nach Versuchsbedingungen)

10
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Antifoam (Silikon6l) 1 Tropfen
pH 5 mit HCI eingestellt

Das MQW-Medium wurde bei der Kultivierung der Stamme im DASGIP Fermenter

verwendet, um eine anschlielende HPLC-Analytik zu ermdglichen.

5-KGA Produktionsmedium (Herrmann et al., 2004)

KoHPO, 8,7¢gl*
Glucose 259 I*
CaCly 10g It
pH 6 mit HCI eingestellt

CaCl, wurde separat im Erlenmeyerkolben autoklaviert und erst bei Versuchsbeginn zur
Losung hinzu gegeben. Die anderen Nahrmedien wurden nach der Zusammenstellung

standardgemal3 20 min bei 120 °C und 2 bar autoklaviert.

1.3  Kultivierung von E. coli und G. oxydans

Zur Kultivierung von G. oxydans wurden jeweils Einzelkolonien in 5 ml Vollmedium mit
100 pug ml™ Cefoxitin inokuliert und tiber Nacht bei 30°C und 160 Upm inkubiert. Fiir
Aktivitatsmessungen, Ganzzell-Biotransformationen oder Wachstums-Experimente
wurden anschlie@Rend 50 ml Vollimedium in 500 ml Erlenmeyerkolben mit einer
optischen Dichte von 0,1 angeimpft und je nach verwendetem Stamm (Tabelle 1)
Antibiotikum (Cefoxitin, Ampicillin, Kanamycin, Streptomycin jeweils 100 pg ml™?,
Gentamycin 50 ug ml™) hinzu gegeben. Die Kultivierung von E. coli Stammen erfolgte

analog mit LB-Medium, die Inkubationstemperatur betrug dann jedoch 37°C.

1.4  Erstellung einer Wachstumskurve und Bestimmung der
Wachstumsparameter
Zur Charakterisierung der unterschiedlichen Stamme wurden Wachstumskurven

erstellt. In 500 ml Erlenmeyerkolben wurden 50 ml Vollmedium mit 500 pul einer
G. oxydans Vorkultur inokuliert und alle 1-2 Stunden die optische Dichte bei 600 nm im

11
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Photometer (Ultrospec 3000 pro, Amersham Bioscience) bestimmt. Die erhaltenen
Werte wurden gegen die Zeit aufgetragen und anhand der maximale Steigung die
Wachstumsrate pmax und die Verdopplungszeit ty des verwendeten G. oxydans

Stammes bestimmt.

1.5 Transformation von E. coli und G. oxydans

Die Herstellung kompetenter E. coli Zellen erfolgte nach der RbCI-Methode (Cohen et
al.,, 1972), die Transformation mit Plasmid-DNA nach Hanahan (1983). Nach der
Transformation wurden die Zellen bei 37°C fur 30 min in LB-Medium kultiviert und
anschlieBend auf Agar-Platten plattiert. Fir die Transformation von G. oxydans wurden
elektro-kompetente Zellen hergestellt (Trevors & Stradoub, 1990) und diese mit 0,5 bis
2 ug Plasmid-DNA transformiert. Im Anschluss wurden die Transformanden 3 Stunden
in Vollimedium bei 30°C kultiviert und danach auf Agar-Platten plattiert. Neben
Elektroporation wurde G. oxydans ebenso Uber di- und triparentale Konjugation
transformiert (Fischer-Fantuzzi & Di Girolamo, 1961; Condon et al., 1991; Connell et al.,
1995). Als Helferstamm wurde E. coli HB101, welcher die Gene fur die Mobilisierung
auf dem Plasmid pRK2013 tragt, eingesetzt (Figurski & Helinski, 1979; Lam et al.,
1985). Der G. oxydans Ziel-, E. coli Helfer- und E. coli Donorstamm wurden in jeweils
5ml des LB- bzw. Vollmedium bis zur mittleren exponentielle Phase kultiviert. Ein
Konjugationsansatz bestand jeweils aus 50 pl der einzelnen Kulturen mit jeweils
gleicher, angepasster OD. Die Mischung wurde als Tropfen auf Vollmedium-Platten
aufgebracht, getrocknet und fur ca. 16 bis 30 Stunden bei 30°C inkubiert. Die
wachsenden Kolonien wurden mit Vollmedium abgeschwemmt und davon 1:10 und
1:100 Verdiinnungen auf Vollmedium-Platten mit 100 pg ml™* Cefoxitin ausplattiert; es
konnten nur jene G. oxydans Klone wachsen, die aus dem Donorstamm das Plasmid

erhalten hatten.

2. Molekularbiologische Methoden

2.1 Isolierung von DNA

Die Isolierung von Plasmid-DNA in kleinem Malstab aus E. coli und G. oxydans

erfolgte mit dem QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, Hilden) gemaR der Angaben des

12



Material und Methoden

Herstellers. Zusatzlich zum Protokoll wurde bei Isolierung von DNA aus G. oxydans
nach der Neutralisierung des alkalischen Zelllysats das ReaktionsgefaR fir 30
Sekunden bei -20°C inkubiert, um Proteine vollstandig auszufallen. Fur die Isolierung
von Plasmid-DNA im mittleren Mal3stab (> 20 pg) wurde gemald der Angaben des
Herstellers das Qiagen Plasmid Midi Kit (Qiagen, Hilden) verwendet. Die Lagerung der
Plasmid-DNA erfolgte bei -20°C im Gefrierschrank. Genomische DNA von E. coli und
G. oxydans wurde durch das Verwenden des Puregene DNA Purification Kits laut
Angaben des Herstellers (Gentra, Minneapolis, MN, USA) isoliert. Genomische DNA
wurde bei 4°C im Kuihlschrank aufbewahrt. Die Bestimmung der Konzentration von
DNA-Losungen erfolgte durch Verwendung des NanoDrop® ND-1000 UV-Vis
Spectrophotometers (Nanodrop Technology, Wilmington, USA).

2.2 Restriktion von DNA

Die Spaltung von Plasmid-DNA an spezifischen Sequenzen erfolgte mit Restriktions-
Endonukleasen gemal der Angaben des Herstellers (Roche Diagnostics GmbH,

Mannheim). Ein 50 ul Reaktionsansatz wurde wie folgt erstellt:

Plasmid-DNA X ul (2-4 pg)
Restriktionsenzym (10 U pI™) 1 pl
Enzympuffer 10x 5ul

H.O (50 - x) pl

Der Reaktionsansatz wurde bei 37°C fir eine Stunde inkubiert. In einem analytischen
Ansatz von 20 ul wurden 500 ng Plasmid-DNA und 0,5 U des Enzyms eingesetzt. Bei
einer Restriktion mit 2 Enzymen wurde wenn moglich der Puffer verwendet, bei dem
beide Enzyme die maximale Aktivitat aufwiesen. Bei einer Spaltung mit zwei oder mehr
Enzymen mit unterschiedlicher optimaler Temperatur wurde zun&chst der Ansatz bei
der niedrigeren Temperatur inkubiert und nach einer Stunde die hohere Temperatur
eingestellt. Fur die Ligation von geschnittenen Vektoren und DNA-Fragmenten (z.B.
PCR-Amplifikate) wurden die Vektoren mit alkalischer Phosphatase dephosphoryliert.
Ein Dephosphorylierungsansatz mit der Shrimp alkalische Phosphatase (SAP) wurde

nach Angaben des Herstellers (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim) durchgefihrt.

13
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Die dephosphorylierte Plasmid-DNA (ca. 50 ng) wurde zusammen mit DNA-Fragmenten
(ca. 150 ng) gemischt und mittels Rapid DNA Ligation Kit nach Angaben des Herstellers
(Roche Diagnostics GmbH, Mannheim) ligiert. Die Ligation wurde bei 4°C Uber Nacht
durchgefuhrt.

2.3 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die in vitro-Synthese eines Bereichs doppelstrangiger DNA von einem Plasmid oder
aus genomischer DNA wurde mittels PCR durchgefihrt (Mullis & Faloona, 1987). Die
dazu notwendigen flankierenden Primer wurden von der Firma Operon (Koln)
synthetisiert. Das molare Verhéltnis der Nucleotide des dNTP-Mixes wurde aufgrund
des hohen GC-Gehalts (60,8 %) (Prust et al., 2005) des G.oxydans Genoms
angepasst, so dass ein 1,5-facher Uberschuss and cCTP- und cGTP-Nukleotiden

vorlag.

c(CTP, GTP) : ¢(ATP, TTP)=1,5:1

Ein 50 pl PCR Ansatz zur Amplifikation von DNA wurde wie folgt erstellt.

Primer 5->3' (20 pmol pl™) 1 ul
Primer 3'->5’ (20 pmol plI™) 1 ul
DNA Matrize (~ 10 ng pl™) 1 ul
DNA Polymerase Puffer 10x 5 pl

dNTPs (1 - 1,5 mmol I'*) 10 pl
DNA-Polymerase (5 U pl™) 0,5 pl
H,0 22,5yl

Die Anlagerungstemperatur der Primer wurde so gewahlt, dass sie 5 - 7 °C unter dem
niedrigsten T,-Wert der beiden verwendeten Oligonukleotide lag. Die Elongationszeit
wurde abhangig von der eingesetzten DNA-Polymerase Pwo oder Taqg nach Angaben
des Herstellers (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim) gewahlt. Die PCR-Reaktion
wurde in einem Peltier Thermal Cycler (PTC-200, MJ Research, Waltham, MA)

durchgefiihrt. Die Reinigung von linearer DNA z.B. aus einer PCR-Reaktion, als auch
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die Isolierung von DNA aus Agarosegelen, erfolgte durch das QIAquick PCR

Purification bzw. Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden) nach den Angaben des Herstellers.

2.4  Sequenzierung von DNA

Die Sequenzierung von neu konstruierten Plasmiden wurde mit dem BigDye Terminator
Kit 3.1 (Applied Biosystems, Darmstadt) durchgefiihrt (Mullis & Faloona, 1987). Die
Templatekonzentration wurde auf 200 ng plI* verdiinnt, die Konzentration der
verwendeten Oligonukleotide betrug 2,5 pmol pl™. Ein Ansatz zur Sequenzierung von

DNA wurde wie folgt zusammengestellt:

Template-DNA 3l
Primer 1l
5x Sequenzierpuffer 4 ul
BigDye Terminatormix 2 ul

Die Sequenzierreaktion wurde in einem Peltier Thermal Cycler (PTC-200, MJ Research,
Waltham, MA, USA) durchgefihrt. Nach der Reaktion wurden Nukleotide aus den
Sequenzieransatze mittels DyeEX Kit (Qiagen, Hilden) nach den Angaben des
Herstellers entfernt. Die DNA wurde anschlielend im Kapillarsequenziergerat (3100
Avant Genetic Analyser, Applied Bioscience, Darmstadt) analysiert und uUber die
Sequencing Analysis Software (Applied Bioscience, Version 5.1.1, Darmstadt)

ausgewertet.

Oligonukleotide

Folgende Oligonukleotide wurden in dieser Arbeit zur Amplifikation von DNA-

Fragmenten verwendet:

udhASalF3 (5"-GCG GTC GAC GAA ACA GAC AAA GCA AAG GC-3)
udhAR1Sall (5"-CGC GTC GACCTATTG GCC TGG TTT ATC G-3)
p_sldh_Gox_for (5-GGA CTT TCA GTT CTA GAG GCT TTC ACC-3)
p_sldh_Gox_rev (5°-GCT TCC CAC CCG AAT TCT GGA AAA AAC G-3")
p_gdh_for (5"-CGG TTG ATG AGC TCA TGG CGC T-3)

p_gdh_rev (5"-CAC GGT GAC TTC TAG ACA AAG CAC AT-3")
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p_tufB_Gox_for (5-CGA TGG TAA GAG CTC CAC TGC CG-3")

p_tufB_Gox_rev (5 -CCC CGC TCT AGA TGG AAC GGG-3)

p_tufB_Ecoli_for (5-CAC CAC CGA GCT CGG CCA C-3")

p_tufB_Ecoli_rev (5-GTC CCT TCT AGA CAC GGA TAA ATC GG-3")

DsldA2600F (5-CCT AGG GGT TGT CAG AAT TCT GGT GGG GC-3")
DsldA5400R (5-GGT GAT TGC CGC GGC ATG CTC GAC AGC CC-3)
PACYC_tetR for (5-GTT TGA CAG CTT ATC ATC GAT AAG CTT TAA TGC GG-3)
PACYC_tetR_rev (5-CGC TGC CCG AGA TCT GCC GCG TGC GGC TGC-3")
p_sldh_Gox_for (5-GGA CTT TCA GTT CTA GAG GCT TTC ACC-3")
SmR_Rev_Dsldh (5-CCT CGG GGC AAG CCA CAC C-3")

2.5 Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese diente zur grol3enabhangigen Auftrennung linearer
DNA-Fragmente (Sambrook et al., 1989). Die DNA-Proben wurden mit 6x Probenpuffer
versetzt und auf das Gel aufgetragen. Je nach DNA-Fragmentlange wurden 0,8 bis 2 %
Agarosegele verwendet. Nach der Auftrennung der DNA-Fragmente wurde das Gel 5
min in 2 % Ethidiumbromid gefarbt, 15 min in VE-H,O entfarbt und anschlieRend unter
UV-Licht photographiert (Image Master, VDS-System, Amersham Pharmacia Biotech,
Freiburg).

6x Probenpuffer

Bromphenolblau 259l

Glycerin 30 %

Tris / HCI 7991t

pH 7,6 mit HCI eingestellt

50x TAE-Puffer

Tris / HCI 242 g I
Titriplex I 18,61 g 1*
pH 8 mit Essigsaure eingestellt
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2.6  Northern Blot Analyse

Die fur die Transkriptionsanalyse notwendige mRNA aus G. oxydans wurde durch
Verwendung des RNeasy Kits (Qiagen, Hilden) nach den Angaben des Herstellers

isoliert.

10x MOPS-Puffer

MOPS 500 mmol I*
Na,EDTA 10 mmol It
pH 7,0 mit H,SO,4 eingestellt

RNA-Probenpuffer (Lagerung -20°C)

10x MOPS-Puffer 10 % (v/iv)

Formamid 100 % 50 % (v/v)

Formaldehyd 37 % 6,8 % (V/V)

Glycerin 87 % 11,7 % (v/v)

Xylencyanol konz. 1 % (v/v), gesattigte Losung
Bromphenolblau konz. 1 % (v/v). gesattigte Losung

Ethidiumbromid (10mg ml™) 5 % (V/Iv)

Die isolierte Gesamt-RNA wurde mit 4-fachem Probenpuffer versetzt und 10 min auf
65°C erhitzt. AnschlieRend erfolgte eine Auftrennung der RNA Uber Agarose-
Gelelektrophorese (Sambrook et al., 1989). Vor dem Transfer auf eine Nylonmembran
wurde das Gel mit Ethidiumbromid gefarbt und die Verteilung der RNA-Banden
dokumentiert. Der Transfer von RNA erfolgte mittels Kapillartransfer (Low & Rausch,
1994; Ming et al., 1994) und wurde Uber Nacht durchgefuhrt. Die Hybridisierung der
fixierten mMRNA mit den jeweiligen spezifischen Digoxigenin-markierten DNA-Sonden
erfolgte fir 16 h bei 45°C im Hybridisierungsofen (Davies et al., 1996). AnschlielRend
wurden die an die mMRNA gebundenen Sonde mit dem DIG Luminescence Detection Kit
nach den Angaben des Herstellers (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim) detektiert
(Davies et al., 1996).
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3. Biochemische Methoden

3.1 Ultraschallaufschluss von Zellen

Fur die Bestimmung der Aktivitat cytosolischer und membrangebundener Enzyme von
G. oxydans wurden 50 ml Vollimedium in einem 500 ml Erlenmeyerkolben mit 1 ml einer
5 ml Ubernachtkultur angeimpft und bis zu einer optischen Dichte von 1,5 bis 1,8
inkubiert (200 Upm, 30°C). Die Zellen wurden geerntet (Sigma 2k 15, Rotor 12148, 4
min, 6000 g, 4 °C) und mit 20 ml 0,9 % NaCl-Losung gewaschen. Je nach Aktivitatstest
wurden die Zellen in 1,6 ml des entsprechenden Reaktionspuffers gel6st und in ein 2 ml
Eppendorf-Reaktionsgefal?  Uberfihrt. Der Ultraschallaufschluss (Dr. Hielscher
Ultraschallprozessor UP200s; 0,5 Zyklen; Amplitude 0,55 bis 0,6; 4 min) erfolgte unter
Eisbadkihlung des Reaktionsgefal3es. AnschlieBend wurden die Zelltrimmer durch
Zentrifugation entfernt (Sigma 2k 15, Rotor 12149, 10 min, 21300 g, 4°C). Im Fall der
Aktivitatsbestimmung cytosolischer Enzyme wurde der Uberstand 1:10 verdunnt, fur die
Bestimmung der Aktivitdt der membranstandigen Enzyme folgte die weitere Reinigung
durch Ultrazentrifugation (Beckmann L8-70M, 40000 g, 1 Stunde, 4°C). Der Uberstand
wurde verworfen und die Zellen in 1 ml Resuspensionspuffer fur eine Stunde im Eisbad
oder im 4°C Kiuhlraum geldst. Anschlieend wurden die gelésten Membranfraktionen

hinsichtlich ihrer Enzym-Aktivitaten untersucht.

Resuspensionspuffer

CaCl, 5 mmol It

MgCl, x 7 H,0 5 mmol I

Na(CH3CO0O) 100 mmol I
n-Octyl-3-D-glucopyranosid 1,5%

pH 5 mit CH3COOH eingestellt

3.2 Bestimmung von Enzym-Aktivitaten

a) Losliche Gluconat:NADP" 5-Oxidoreduktase:

Die Bestimmung der Aktivitat des Enzyms GNO aus G. oxydans beruht auf der

Oxidation von Gluconat zu 5-KGA und der damit verbundenen Reduktion des Cofaktors
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NADP* zu NADPH (Klasen et al., 1995). Die Zunahme von NADPH ((NADPH )340nm =
6220 | mol* cm™) wurde bei 340 nm im Photometer (Spectramax Plus, Molecular
Devices, Munchen) ermittelt. Ein 250 pl Reaktionsansatz enthielt die folgenden
Substanzen (Okamoto, 1963b; Klasen et al., 1995):

GNO-Ansatz
Na,COs; 100 mmol I"*
Na-Gluconat 300 mmol I
NADP* 0,5 mmol I'*
Rohextrakt 20 ul, ca. 2 ug Protein
pH 10 mit NaOH eingestellt

Die Messungen wurden bei 30°C durch Zugabe von Gluconat gestartet und die
Zunahme der Absorption gegen die Zeit in Minuten aufgetragen (Softmax Pro,
Molecular Devices, Munchen, Version 2.4.1). Aus der Kurve wurde die maximale
Steigung ermittelt und nach Bestimmung der Proteinkonzentration die spezifische
Aktivitat des GNO Proteins in U mg™ Protein errechnet, wobei 1 U = 1 umol min*

entspricht.

b) Ldsliche Transhydrogenase:

Die Transhydrogenase UDHA aus E. coli katalysiert den Hydridtransfer von NADPH auf
NAD™ (Boonstra et al., 1999), wobei bei diesem Test anstatt NAD" thio-NAD" verwendet
wurde. Die Bildung von thio-NADH (g(thio-NADH )s00nm = 11300 | mol™* cm™) konnte bei
30°C im Photometer bei 400 nm ermittelt und die spezifische Aktivitat in U mg™ Protein

errechnet werden. Ein 250 pl Reaktionsansatz enthielt folgende Substanzen:

UDHA-Ansatz
Tris/HCI 50 mmol I"*
NADPH 0,1 mmol I'*
thio-NAD" 0,1 mmol I'*
pH 7 mit HCI eingestellt
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Die Reaktion wurde durch Zugabe von NADPH gestartet (Boonstra et al., 1999; Sauer
et al., 2004).

¢) Membrangebundene Glucose- und Gluconat-5-Dehydrogenase:

Die Bestimmung der spezifischen mGDH- und mGAS5DH-Aktivitat erfolgte durch
Oxidation der Substrate Glucose, Gluconat, Sorbit und Mannit (Wood et al., 1962;
Matsushita et al., 1982). Als artifizieller Elektronenakzeptor wurde 2,6-Dichlorphenol-
indophenol (DCIP) und als Elektronenmediator Phenazinethosulfat (PES) verwendet.
Die Messung erfolgte bei 30°C und wurde durch Zugabe des jeweiligen Substrates
gestartet. Ein 250 pl Reaktionsansatz wurde wie folgt angesetzt:

Reaktionspuffer
CaCl, 5 mmol I'*
MgCl, x 7 H,0 5 mmol I
DCIP 0,11 mmol I
PES 0,2 mmol I*
Substrat 100 mmol I
Na*(CH3CO0O) 100 mmol I
n-Octyl-R3-D-glucopyranosid 1,5%
pH 5 mit CH3;COOH eingestellt

Die Abnahme der Absorption des reduzierten DCIP (g(DCIP )szsnm = 6110 | mol™ cm™)
bei 525 nm wurde photometrisch bestimmt (Spectramax Plus, Molecular Devices,
Minchen). Aus der Steigung der Geraden im linearen Bereich und der ermittelten
Proteinkonzentration wurde die spezifische Aktivitat der Enzyme in U mg* Protein

ermittelt.

3.3  Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford

Die Konzentration von unbekannten Proteinldosungen wurde in einem UV/VIS-
Photometer (Spectramax Plus, Molecular Devices, Munchen) bei einer Wellenlange von

595 nm ermittelt (Bradford, 1976). Zuvor wurde eine Kalibriergerade mit
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Rinderserumalbumin bekannter Konzentration erstellt (Bradford, 1976). Die Berechnung
der unbekannten Proteinkonzentrationen erfolgte mit der Software Softmax Pro

(Version 2.4.1, Molecular Devices, Minchen).

4. Analytische Methoden

4.1 Bestimmung von Metaboliten mittels HPLC

Die hochauflésende Flissigchromatographie (HPLC) wurde zur Bestimmung der
Biotransformations-Produkten eingesetzt. Die Auftrennung der Metabolite erfolgte Gber
eine  Umkehrphasenchromatographie-Séaule  (Shodex DE-613, Phenomenex,
Aschaffenburg) mit 2 mmol I* HCIO, als Laufmittel, einer Temperatur von 30°C
(Saulenofen Jetstream plus) und einer Flussrate von 0,5 ml min® (Pumpe L-7100,
Hitachi Merck). Die Parameter zur Trennung der Metabolite wurden in dieser Arbeit
entwickelt. Die Substanzen konnten innerhalb von 15 Minuten sowohl bei 210 nm im
UV-Detektor (L-7400, Hitachi Merck) als auch im Brechungsindex-Detektor (L-7490,
Hitachi Merck) nachgewiesen werden. Die automatische Berechnung der
Konzentrationen der einzelnen Komponenten in der Probe erfolgte Uber
substanzspezifische Kalibriergeraden fur den UV und RI-Detektor (HSM D-7000, Multi
HSM Manager, Version 4.1, Hitachi Merck).

4.2 Infrarot-Analytik von isolierten Metaboliten

Der bei Fermentationen durch die Zugabe von CaCl, (Kotera et al., 1972a) ausgefallte
Feststoff wurde gereinigt und fir 8 Stunden bei 60°C getrocknet. Zur Analyse der
Reinheit wurde anschlieBend ein Feststoffinfrarotspektrum aufgenommen. Von 1 bis
2 mg der Probe und 1 g KBr wurde in einer Kugelmihle eine homogene Mischung
hergestellt (Yozgatli, 2002). Anschliel3end wurde aus dem Gemisch mit einer Presse bei
200 kp cm™ ein KBr-Pressling hergestellt. Als Referenz wurde aus dem Reinstoff
5-KGA ebenfalls ein KBr-Pressling hergestellt. Von beiden Feststoffen wurde
anschlieBend ein Infrarot-Spektrum aufgenommen und diese beiden Spektren
miteinander verglichen. Die charakteristischen Schwingungen, z.B. COOH, C=0, OH,

wurden fur die Identifikation besonders berticksichtigt.
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5. Biotransformation von Glucose mit G. oxydans Stamme

Die Kultivierung der Wildtypen als auch der rekombinanten G. oxydans-Stamme
erfolgte im pH-statischen Multifermentersystem ,Fedbatch-Pro* (DASGIP, Jilich). Das
mit vier 250 ml GefalRen ausgestattete System erlaubte es, sowohl den pH-Wert, die
Ruhrerdrehzahl, die Temperatur, als auch die Partialdriicke flr CO,, O2, N, und Luft zu
regulieren. Vor Beginn eines Experiments wurden die Gefalle und
Schlauchverbindungen autoklaviert, und die pH- und O»-Sonden Kkalibriert. Eine
Vorkultur mit 200 ml Vollmedium wurde mit 1 ml einer Ubernachtkultur angeimpft und
bis zu 24 Stunden bei 200 Upm und 30°C inkubiert. Die Zellen wurden geerntet (Sigma
2k 15, 6000 g, 4 min, 4°C) und mit 30 ml 0,9 % NaCl-Losung gewaschen. Die Zellen
der Vorkultur wurden in 5 ml 0,9 % NaCl-Lésung resuspendiert, die optischen Dichten
bestimmt und jeweils 150 ml Maisquellwasser-Lésung in jedem Fermenter mit gleicher
OD inokuliert. Nach Inokulation wurde die Software ,Fedbatch-Pro” (DASGIP, Jilich)
gestartet und der pH-Wert und der Sauerstoff-, bzw. CO,-Partialdruck geregelt. Nach
Beendigung des Experiments wurden die Kulturen entfernt, autoklaviert und das

Fermentersystem gereinigt.
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Ergebnisse

1. Untersuchung des Wachstums von G. oxydans DSM 2343, DSM 3503 und
DSM 3504

Fur die Ganzzell-Biotransformation von Glucose zu 5-KGA standen am Anfang der
Arbeit die drei G.oxydans Stamme DSM 2343, DSM 3503 und DSM 3504 zur
Verfigung. Die ersten Experimente sollten Aufschluss Uber das Wachstumsverhalten
und die Oxidations-Produkte bei Umsetzung von Glucose geben. AnschlieRend sollte
ein Stamm fir die Optimierung der 5-KGA-Bildung ausgewahlt werden, der schon als
Wildtyp, im Vergleich zu den anderen Wildtypen die hdchsten 5-KGA-Mengen aus
Glucose bildet. Die G. oxydans Stamme wurden parallel in Vollmedium bei 30 °C
kultiviert und aus den Wachstumsdaten (Abbildung 5) die Rate Mmax und die
Verdopplungszeit ty bestimmt (Tabelle 2).

OD 600nm

0 5 10 15 20 25
tih]

Abbildung 5
Vergleich des Wachstums der G. oxydans Stamme DSM 2343 ==g=—, DSM 3503 =—&— und DSM

3504 —&— bei Kultivierung mit 55 mmol I'* Mannit als C-Quelle
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Dabei zeigte sich, dass die drei G.oxydans Stdmme vergleichbare maximale
Wachstumsraten (umax = 0,4 h™') aufwiesen, jedoch Unterschiede in der maximalen
optischen Dichte erreichten. G. oxydans DSM 2343 erreichte die geringste optische
Dichte von 3,8 und bildete somit in 24 Stunden am wenigsten Biomasse, DSM 3504

erreichte die hochste optische Dichte von 5,4.

Tabelle 2, Wachstumsparameter unterschiedlicher G. oxydans Stamme
Die charakteristischen Wachstumsparameter von G. oxydans DSM 2343, DSM 3503 und DSM
3504 beim Wachstum auf Mannit

Stamm DSM 2343 DSM 3503 DSM 3504
Wachstumsrate pmax [h7] 0,42 0,39 0,41
Verdopplungszeit ty [h] 1,66 1,76 1,67
Maximale OD 3,8 4,5 54

Fur die Wahl eines geeigneten 5-KGA-Produktionsstammes wurde daraufhin eine
Biotransformation von 110 mmol I'* Glucose mit ruhenden Zellen von G. oxydans DSM
2343, DSM 3503 und DSM 3504 durchgefuhrt. Dazu wurden die Stamme jeweils in
Schuttelkolben bei 30 °C kultiviert und nach 5, 10 und 24 Stunden Proben entnommen
und diese auf die Produkte 2-KGA, 5-KGA und Gluconat hin untersucht (Abbildung 6).
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Abbildung 6, Vergleich der G. oxydans Stdmme DSM 2343, DSM 3503 und DSM 3504
Produktbildung mit ruhenden Zellen der G. oxydans Stamme DSM 2343 A), DSM 3503 B) und
DSM 3504 C) mit einer pH 6 gepufferten 110 mmol I Glucoselosung. Dargestellt sind die

Konzentrationen in mmol I der unterschiedlichen Oxidationsprodukte Gluconat B, 2-KGA B und
5-KGALDO .
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Die drei G. oxydans Stamme DSM 2343, DSM 3503 und DSM 3504 oxidierten die
eingesetzte Glucose zu unterschiedlichen Konzentrationen Gluconat, 2-KGA und
5-KGA. Nach 24 Stunden hatten DSM 2343, DSM 3503 und DSM 3504 aus der
eingesetzten Glucose jeweils 24 mmol I*, 18 mmol I, und 37 mmol I* Gluconat
gebildet. Das Gluconat selbst wurde in den 24 Stunden weiter zu 2-KGA und 5-KGA
oxidiert, wobei die 2-KGA-Konzentration am Ende der Umsetzung bei DSM 2343, DSM
3503 und DSM 3504 jeweils 42 mmol I, 55 mmol I* und 36 mmol I* betrug. Die
maximale 5-KGA-Konzentration von 15,8 mmol I'* wurde nach 24 Stunden mit ruhenden
Zellen des Stammes DSM 2343 und einer Ausbeute (Ys.kcaGiucose) VON 14,5 % erreicht.
G. oxydans DSM 3503 und DSM 3504 produzierten verglichen mit DSM 2343 nach 24
Stunden etwa nur die Halfte an 5-KGA, namlich 8,2 mmol I"* (Ys.keaciucose = 7,5 %) bzw.
7,8 mmol I (Yskeacucose = 7,1 %). Relativ vergleichbare Ergebnisse zur Umsetzung
von Glucose mit DSM 3503 und DSM 3504, bzw. NCIMB 8084, einem G. oxydans DSM
3504 ahnlichen Stamm, konnten durch Silberbach et al. (2003) gezeigt werden. In den
Experimenten oxidierten wachsende Zellen von DSM 3503 550 mmol I'* Glucose, also
die finffache anfangliche Glucose-Menge zu 310 mmol I* Gluconat, 10 mmol I* 2-KGA
und 20 mmol I (Ys.keaciucose = 4,0 %) 5-KGA in 24 Stunden. G. oxydans DSM 3504
(NCIMB 8084) oxidierte 500 mmol I* Glucose in 24 Stunden zu 210 mmol I'* Gluconat,
230 mmol I"* 2,5-Di-Keto-Gluconat und nicht detektierbare Mengen 5-KGA (Silberbach
et al., 2003). Die Experimente von Silberbach et al. (2003) bestatigen die
Beobachtungen dieser Arbeit, dass die G. oxydans Stamme DSM 3503 und DSM 3504
nicht fir die 5-KGA-Bildung geeignet sind. G. oxydans DSM 2343 wurde somit aufgrund
der héchsten vergleichbaren 5-KGA-Ausbeute flr die weiteren Arbeiten zur 5-KGA-
Bildung ausgewabhlt. Ein weiterer Gesichtspunkt fur die Wahl von G. oxydans DSM 2343
war der Umstand, dass dieser der einzige verfigbare Stamm war, bei dem die
Genomsequenz vorlag und zuganglich war. Fir die Steigerung der 5-KGA-Bildung
sollten daher im weiteren Verlauf die an der Umsetzung von Glucose zu 5-KGA

beteiligten Enzyme tUberexprimiert und dadurch die 5-KGA-Bildung verbessert werden.

26



Ergebnisse

2. Umsetzung von Glucose zu 5-KGA im Cytosol von G. oxydans

2.1 Homologe Uberproduktion der Gluconat:NADP* 5-Oxidoreduktase
Zur Verbesserung der 5-KGA-Bildung mit G. oxydans DSM 2343 sollte das Gen der

Gluconat:NADP™ 5-Oxidoreduktase (GNO) uberexprimiert werden, welche im Cytosol
die NADP'-abhangige Umsetzung von Gluconat zu 5-KGA Kkatalysiert. Durch die
Uberproduktion der GNO konnte so eine gesteigerte 2-Schritt-Oxidation im Cytosol von
Glucose zu Gluconat und weiter zu 5-KGA erreicht werden, ohne dass das
Zwischenprodukt Gluconat aulRerhalb der Zelle im Medium akkumuliert. Der
ausgewahlte 5-KGA-Produktionsstamm, G. oxydans DSM 2343, wurde dazu mit dem
Plasmid pRS201P/gno (Anhang, Abbildung 21) (Klasen et al., 1995) Uber diparentale
Konjugation transformiert und die erhaltenen Klone anschlieRend in Enzym-
Aktivitatstests im Vergleich zum Elternstamm DSM 2343 untersucht. Fir die
Bestimmung der GNO-Aktivitdt wurde die Zunahme von NADPH, welches bei der
Umsetzung von Gluconat zu 5-KGA durch Reduktion des Cofaktors NADP™ gebildet
wird, im Photometer gemessen und aus der Steigung der Geraden die GNO-AKktivitat in
U mg™’ Protein errechnet. Als Substrat wurde Gluconat mit einer Endkonzentration von
300 mmol I* verwendet. Es zeigte sich, dass die G. oxydans DSM 2343 pRS201P/gno
Klone mit dem tiberproduzierten GNO-Protein im Mittel eine Aktivitat von 7,0 U mg*
Protein aufwiesen. Der Elternstamm hingegen oxidierte Gluconat mit einer Aktivitéat von
0,2 U mg™ Protein. Durch die Uberproduktion des cytosolischen GNO-Proteins konnte
somit im G. oxydans Stamm DSM 2343 pRS201P/gno die spezifische Aktivitat der GNO
im Vergleich zum Elternstamm DSM 2343 um den Faktor 35 erh6ht werden. Klasen
(1995) erreichte eine 85-fach erhdhte Aktivitat von 6,8 U mg™ Protein, durch die
Uberexpression des gno-Gens in G. oxydans DSM 3503 pRS201P/gno im Vergleich
zum Elternstamm G. oxydans DSM 3503 (0,08 U mg™ Protein). Die in G. oxydans DSM
2343 pRS201P/gno gemessene spezifische GNO-AKktivitat von 7,0 U mg™ Protein ist
daher trotz unterschiedlicher Ausgangsstamme vergleichbar mit der in G. oxydans DSM
3503 pRS201P/gno erreichten spezifischen GNO-Aktivitat von 6,8 U mg™’ Protein
(Klasen, 1995).

Neben der Oxidation von Gluconat zu 5-KGA durch die GNO wurde ebenso die

Reduktion von 5-KGA zu Gluconat untersucht. Anders als bei der Oxidation von
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Gluconat zu 5-KGA wurde nun die Abnahme von NADPH im Photometer detektiert und
aus der Geraden die reduktive Aktivitat des GNO-Proteins in U mg™ Protein errechnet.
Der Wildtyp-Stamm G. oxydans DSM 2343 reduzierte 5-KGA mit einer Aktivitat von
0,2U mg* Protein, wohingegen der GNO-Uberproduzent G.oxydans DSM 2343
pRS201P/gno mit 1,6 U mg™ Protein eine 8-fache Steigerung der 5-KGA-Reduktion
aufwies. Einen Wert in vergleichbarer GroRenordnung von 1,8 U mg™ Protein fiir die
Reduktion von 5-KGA wurde durch Klasen (1995) mit dem GNO-Uberproduzenten
G. oxydans Stamm DSM 3503 pRS201P/gno erreicht. Auffallig war, dass in G. oxydans
DSM 2343 pRS201P/gno die Oxidation von Gluconat zu 5-KGA mit einer Aktivitat von
7,0 U mg™ Protein erfolgte, die Reduktion von 5-KGA jedoch mit einer Aktivitat von 1,6
U mg’ Protein. Klasen (1995) isolierte und charakterisierte das GNO-Protein aus
G. oxydans DSM 3503 und konnte zeigen, dass die Reduktion von 5-KGA zu Gluconat
mit nur 26 % der Aktivitat der Oxidation von Gluconat zu 5-KGA stattfand. Diese
Eigenschaft des GNO-Proteins erklart daher die unterschiedlichen Aktivitaten der
sowohl oxidativen als aus reduktiven in vitro Reaktion in G. oxydans DSM 2343
pRS201P/gno.

Nach Bestimmung der GNO-AKktivitat sollte auch die Umsetzung von Glucose zu 5-KGA
mit G. oxydans DSM 2343 und G. oxydans DSM 2343 pRS201P/gno untersucht
werden. Dazu wurden 110 mmol I* Glucose im Schiittelkolben mit ruhenden Zellen der
beiden Stamme umgesetzt und die Konzentration der Oxidationsprodukte mittels HPLC-
Analytik bestimmt. Nach 24 Stunden hatte der G.oxydans Wildtyp DSM 2343
42,2 mmol I 2-KGA, 23,2 mmol I'* Gluconat und 15,5 mmol I'* 5-KGA gebildet. Der
GNO-Uberproduzent G. oxydans DSM 2343 pRS201P/gno dahingegen setzte in
derselben Zeit Glucose zu 16,0 mmol I'* 2-KGA, 62,3 mmol I'* Gluconat und 12,3
mmol I'* 5-KGA um. Trotz Uberexpression des gno-Gens in G. oxydans DSM 2343
pRS201P/gno, und trotz 35-facher Erhéhung der GNO-AKktivitat in vitro, konnte in vivo
keine Steigerung der 5-KGA-Konzentration erzielt werden. Vielmehr war die 5-KGA-
Konzentration im Vergleich zum Wildtyp um 21 % verringert. Klasen (1995) konnte
zeigen, dass durch die Uberexpression des gno-Gens eine Verringerung des
NADP*-Pools um 70 %, von 0,75 nmol mg* TG im Wildtyp DSM 3503 auf 0,23 nmol
mg™ TG, in dem analogen GNO-Uberproduzent G. oxydans DSM 3503 pRS201P/gno
zu beobachten war. Die erhohte NADPH-Konzentration verschob das
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Reaktionsgleichgewicht des GNO-Proteins auf die Seite der Reduktion von 5-KGA zu
Gluconat, was ebenso anhand der gesteigerten Gluconat-Konzentration von
62,3 mmol I* in G. oxydans DSM 2343 pRS201P/gno im Vergleich zu 23,2 mmol I**
Gluconat in DSM 2343 zu beobachten war. Die Verfugbarkeit des Cofaktors NADP?,
bzw. die Oxidation von NADPH zu NADP® stellte daher einen Engpass firr die

Umsetzung von Gluconat zu 5-KGA dar.

2.2 Heterologe Uberproduktion einer cytosolischen Transhydrogenase aus

E. coli

Eine Erhdhung der cytosolischen NADPH-Konzentration, und die damit ebenso erhéhte
reduktive Aktivitat der Gluconat:NADP" 5-Oxidoreduktase, wurde als Grund fiir die in
G. oxydans DSM 2343 pRS201P/gno verringerte 5-KGA-Produktivitdtt angenommen.
Die Bildung von NADPH aus NADP" wird im Cytosol von G. oxydans DSM 2343 sowohl
durch die Reaktion der Glucose-Dehydrogenase (cGDH), als auch der Gluconat:NADP*
5-Oxidoreduktase katalysiert (Ameyama et al., 1981; Klasen et al., 1995). Beide
Enzyme verwenden den Cofaktor NADP* und reduzieren diesen bei Oxidation von
Glucose bzw. Gluconat zu NADPH. Da G. oxydans DSM 2343 keine Enzyme fiur die
Ruckreaktion, also die Oxidation von NADPH besitzt, sollte in G. oxydans DSM 2343
zur Regeneration von NADP* eine heterologe, cytosolische Transhydrogenase aus
E. coli Uberexprimiert werden (Prust et al., 2005). Eine Transhydrogenase vom Typ
UDHA wirde den Hydridtransfer von NADPH auf NAD® katalysieren, die NADP*-
Konzentration konnte stabilisiert und die 5-KGA-Produktivitat im G. oxydans Stamm
DSM 2343 pRS201P/gno dadurch verbessert werden (Sauer et al., 2004). Aus E. coli
DH50 wurde das Gen der Transhydrogenase UDHA amplifiziert, in den Vektor
pRS201P/gno hinter das gno-Gen kloniert und G. oxydans DSM 2343 mit dem Plasmid
pRS201P/gno/udhA (Anhang, Abbildung 22) transformiert (Boonstra et al., 1999; Sauer
et al., 2004). Die erhaltenen G. oxydans DSM 2343 pRS201P/gno/udhA Klone wurden
in Vollmedium kultiviert, mittels Ultraschall aufgeschlossen und in Enzymtests die
Aktivitat des UDHA-Proteins bestimmt. Dazu wurde der Zellextrakt des Wildtyps
G.oxydans DSM 2343 und des UDHA-Uberproduzenten G. oxydans
PRS201P/gno/udhA jeweils mit NADPH und thio-NADP™ versetzt und im Photometer die
Zunahme des reduzierten thio-NADPH gemessen. Aus der Steigung der Geraden liel3
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sich die Aktivitat der UDHA in U mg™ Protein errechnen. Die Messungen ergaben, dass
der Wildtyp G. oxydans DSM 2343 keine nachweisbare Aktivitat fur die Umsetzung von
NADPH zu thio-NADPH aufwies und somit NADP" nicht regenerieren konnte. Dieses
Ergebnis entsprach den Erwartungen, da aus den Genomanalysen bekannt war, dass
G. oxydans DSM 2343 keine Transhydrogenase vom Typ UDHA aufweist (Prust, 2004;
Prust et al.,, 2005). Der G.oxydans Stamm mit dem heterolog Uberexprimierten
udhA-Gen, DSM 2343 pRS201P/gno/udhA, wies hingegen eine Aktivitdt von
40 mU mg™ Protein auf. In Experimenten zur Deletion des udhA- und des pntAB-Gens
in E. coli konnte gezeigt werden, dass eine E. coli 4pntAB-Mutante eine restliche
Transhydrogenase-Aktivitat von 8 mU mg™ Protein aufweist (Sauer et al., 2004). Da in
besagtem Stamm das udhA-Gen noch vorhanden ist entspricht diese Aktivitat von 8 muU
mg™ Protein somit der Wildtyp UDHA-Aktivitat in E. coli. Die in G. oxydans DSM 2343
pRS201P/gno/udhA gemessene Aktivitat von 40 mU mg™ lasst daher darauf schlieRen,
dass das UDHA-Protein in diesem Stamm im Vergleich zum E. coli Wildtyp funffach

Uberproduziert worden ist.

Nachdem im Aktivitatstest die Funktionalitat der UDHA in G. oxydans DSM 2343
pRS201P/gno/udhA nachgewiesen werden konnte, sollte die Umsetzung von
110 mmol I* Glucose im Vergleich zu G. oxydans DSM 2343 und G. oxydans DSM
2343 pRS201P/gno untersucht werden. G. oxydans DSM 2343 pRS201P/gno/udhA
wurde wie in Kapitel 2.1 beschrieben mit 110 mmol I'* Glucose (iber einen Zeitraum von
24 Stunden kultiviert und die Konzentration der Produkte bestimmt. Durch
Biotransformation von 110 mmol I* Glucose konnten mit G.oxydans DSM 2343
pRS201P/gno/udhA 39,6 mmol I'* 2-KGA, 26,5 mmol I'* Gluconat und 18,7 mmol I
5-KGA mit einer Ausbeute von Ys.keaciucose = 17 % gebildet werden. Verglichen mit dem
Wildtyp DSM 2343 wurden ca. 20 % mehr 5-KGA gebildet, und verglichen mit
G. oxydans DSM 2343 pRS201P/gno konnte die 5-KGA-Konzentration um 34 % erhoht
werden. Die Transhydrogenase UDHA konnte somit funktionell in G. oxydans DSM
2343 pRS201P/gno/udhA Uberproduziert und die 5-KGA-Konzentration gesteigert
werden. Wie bereits erwahnt hatte Klasen (1995) bei Uberexpression des gno-Gens in
G. oxydans DSM 3503 pRS201P/gno festgestellt, dass der NADPH-Pool verringert
wurde. Durch Uberexpression des oye-Gens, einer NADPH-Oxidase aus

Saccharomyces carlsbergensis (Adachi et al., 1979a) versuchte Klasen (1995), die
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Regeneration von NADP" in G. oxydans DSM 3503 zu erreichen. Das Enzym konnte in
G. oxydans DSM 3503 pRS201P/oye mit einer Aktivitdt von 90 mU mg’ Protein
Uberproduziert werden (Klasen, 1995). Der Einsatz eines G. oxydans DSM 3503
pRS201P/gno/oye Stammes in Biotransformationen von 550 mmol I Glucose hatte
jedoch, anders als in der vorliegenden Arbeit, keinerlei Einfluss auf die 5-KGA-Bildung.
Sowoh! die Uberproduktion des GNO-Enzyms alleine in G. oxydans DSM 3503
PRS201P/gno als auch die gleichzeitige Uberproduktion des GNO- und OYE-Enzyms in
G. oxydans DSM 3503 pRS201P/gno/oye fuhrten nicht zu einer erkennbaren
Verbesserung der 5-KGA-Bildung (Klasen, 1995). Die aus diesen Experimenten
resultierenden 5-KGA-Konzentrationen betrugen nach drei Tagen im G. oxydans DSM
3503 Wildtyp 72 mmol I}, in G. oxydans pRS201P/gno 79 mmol I'* und in G. oxydans
DSM 3503 pRS201P/gno/oye 80 mmol I,

Die 5-KGA-Bildung konnte mit cytosolischen Enzymen durch homologe Uberexpression
des gno-Gens und gleichzeitige, heterologe Uberexpression des E. coli udhA-Gens in
G. oxydans DSM 2343 pRS201P/gno/udhA gesteigert und 5-KGA mit einer Ausbeute

voNn Ys.kea/Glucose = 17,0 % produziert werden.

2.3 Vermeidung der 2-KGA-Bildung in G. oxydans

Die Experimente zur Biotransformation von Glucose mit G. oxydans DSM 2343 haben
gezeigt, dass neben Gluconat und 5-KGA auch das unerwiinschte Nebenprodukt
2-KGA gebildet wird. Gluconat wird dabei im periplasmatischen Raum durch eine
membrangebundene, = FAD-abhdngige  Gluconat-2-Dehydrogenase = (mMGA2DH)
(Matsushita et al., 1982) zu 2-KGA oxidiert, welches sich im Medium ansammelt. Fir
eine effiziente Umsetzung von Glucose zu 5-KGA sollte daher das mga2dh-Gen
inaktiviert und so das Nebenprodukt 2-KGA vermieden werden. Das mga2dh-Gen
wurde in G. oxydans DSM 2343 lber homologe Rekombination durch Insertion einer
Kanamycin-Kassette in den chromosomalen Bereich zerstort (Elfari et al., 2005). Diese
Schritte wurden in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. H. Gorisch
(Fachgebiet Technische Biochemie, TU Berlin) durchgefuhrt und die resultierende
Mutante G.oxydans DSM 2343 mga2dh::kan® (Abkirzung: MF1) anschlieBend im

Rahmen der Genomik Netzwerk Kooperation charakterisiert. Zunéchst wurde
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untersucht, welche Produkte G. oxydans MF1 bei Biotransformation von Glucose bildet.
Die Umsetzung von 110 mmol I* Glucose im Schiittelkolben wurde wie in Kapitel 2.1
beschrieben durchgefiihrt, wobei 1 % (w/v) CaCOs3 als Puffer verwendet wurde; nach 24
Stunden wurde die Konzentrationen der Produkte mittels HPLC bestimmt. Die Mutante
G. oxydans MF1 wies nach 24 Stunden 93,0 mmol I'* Gluconat, und 11,7 mmol I
5-KGA auf. Es konnte kein 2-KGA Uber HPLC-Analytik nachgewiesen werden. Die
Disruption des mga2dh-Gens fuhrte somit im Stamm G. oxydans MF1 zum Verlust des
membrangebundenen, FAD-abhangigen mGA2DH-Proteins und damit zum Verlust der
Bildung des Nebenproduktes 2-KGA. Trotz Verwendung von CaCOj; als Puffersubstanz
sank der pH-Wert wahrend der Biotransformation von Glucose, was durch die Bildung
von Gluconsaure zu erklaren ist. Um in den weiteren Experimenten ein Absinken des
pH-Wertes zu vermeiden und eine kontinuierliche Sauerstoffversorgung zu
gewahrleisten, wurden die nachfolgenden Umsetzungen von Glucose in einem
Fermentersystem mit einem Arbeitsvolumen von 150 bis 200 ml durchgefiihrt. In
diesem Fermentersystem konnten die Parameter pH-Wert, Riuhrgeschwindigkeit,
Temperatur, Begasungsrate und der Sauerstoff- und Kohlendioxidpartialdruck konstant
gehalten und so die Produktionsbedingungen optimiert werden.

2.4 Ganzzell-Biotransformation von Glucose mit wachsenden Zellen von
G. oxydans DSM 2343 und G. oxydans MF1

Aus Experimenten zur Ganzzell-Biotransformation von Fructose zu Mannit war bekannt,
dass der zellinterne Nukleotidpool der eingesetzten ruhenden Zellen wahrend der
Umsetzung stark abnimmt, und damit die Produktivitéat verringert wird (Kaup, 2004). Da
die cytosolischen G. oxydans Proteine Glucose-Dehydrogenase und Gluconat:NADP*
5-Oxidoretuktase ebenfalls den Cofaktor NADP™ fiir die Umsetzung von Glucose zu
5-KGA bendtigten, sollte durch das Verwenden von wachsenden Zellen der
Nukleotidpool stabilisiert bzw. NADPH regeneriert werden (Csonka & Fraenkel, 1977).
Neben einer Stabilisierung der Nukleotidkonzentration wirden reduktive Reaktionen
des G. oxydans Zentralstoffwechsels in wachsenden Zellen zusatzlich zur Bildung von
NADP* aus NADPH beitragen (Adachi et al., 1999b; Ji & Gao, 2001; Shinjoh et al.,
2002a). G. oxydans DSM 2343 und G. oxydans MF1 wurden zur Biotransformation von

138 mmol I"* Glucose unter konstanten Kultivierungsbedingungen in 200 ml Fermentern
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bei pH 5.0, einer Begasungsrate von 10 | h™ und einem Sauerstoff- und CO,-
Partialdruck von 10 % bzw. 0,05 % eingesetzt. Stindlich wurden Proben entnommen,
die optische Dichte bestimmt, die charakteristischen Wachstumsparameter errechnet
(Tabelle 3) und die Konzentration der Produkte tber HPLC ermittelt (Abbildung 7 A und
B).

Tabelle 3, Wachstumsparameter von G. oxydans DSM 2343 und MF1 wahrend der Ganzzell-
Biotransformation von 138 mmol I Glucose

Stamm DSM 2343 MF1
Wachstumsrate W, [h™] 0,24 0,22
Verdopplungszeit t; [h] 2,87 3,12
Maximale OD 1,86 2,63

Vergleicht man die Wachstumsraten und die maximalen optischen Dichten aus Tabelle
3 mit denen von Tabelle 2 so sieht man, dass die Wachstumsrate von G. oxydans in
den Versuchen im Fermenter geringer ausfallen. Die Unterschiede kann man mit der
Zusammensetzung der eingesetzten Medien erklaren. Im Fall von Tabelle 2 wurde die
fur das G. oxydans Wachstum optimale C-Quelle Mannit und ebenso Hefeextrakt und
Trypton verwendet. In den Fermenter-Experimenten musste auf die Bestandteile
Hefeextrakt und Trypton verzichtet werden, da diese die HPLC-Analytik der Produkte
behinderten. Als Ersatz wurde neben der C-Quelle Glucose ein Maisquellwasserextrakt
(Liggett & Koffler, 1948) benutzt welcher den Metabolit-Hintergrund bei der HPLC-
Analytik minimierte. Die unterschiedlichen Wachstumsraten konnten daher auf die
unterschiedlichen Medienzusammensetzungen und besonders auf die Verwendung von

Glucose als C-Quelle zurickgefihrt werden (Gosselé et al., 1980).

33



Ergebnisse

160
140
. 120
< 100 2
g 80 3
a)
.§. 60 O
(@]
40
20
0
B
— 2,5
+ 2
- ~15 E
e 3
a)
£ -1 0
(®]
+ 0,5
— 0

t[h]

Abbildung 7, Umsetzung von Glucose mit wachsenden Zellen von G. oxydans DSM 2343
und G. oxydans MF1 Gber einen Zeitraum von 41 Stunden unter konstanten Bedingungen
Oxidationsprodukte von A) G.oxydans DSM 2343 und B) G.oxydans MF1 wahrend der
Fermentation von 138 mmol I* Glucose. Symbole und Farben: = Glucose [mmol '], —5—
Gluconat [mmol I"']; =— 5-KGA [mmol I'']; —=-— 2-KGA [mmol I"']; =—optische Dichte bei 600 nm

34



Ergebnisse

Wahrend der Biotransformation von Glucose mit dem G. oxydans Wildtyp DSM 2343
wurden innerhalb 41 Stunden annahernd gleiche Konzentrationen 2-KGA von 67
mmol I* und 5-KGA von 57 mmol I mit Ausbeuten von Yi.xcacucse = 49 % bzw.
Ys.keaGlucose = 41 % gebildet. Gluconat konnte am Ende der Umsetzung nicht mehr
detektiert werden; es wurde vollstandig zu 2-KGA und 5-KGA umgesetzt. Ca. 10 % der
C-Quelle wurden fur das Wachstum von G. oxydans DSM 2343 verwendet. Die Mutante
G. oxydans MF1 setzte im gleichen Zeitraum 138 mmol I* Glucose zu 117 mmol I
5-KGA mit einer Ausbeute von Yskcaclucose = 85 % um, wobei nach 41 Stunden noch
13 mmol I'* Gluconat im Medium vorhanden war. Wie in den Experimenten zeigte sich
auch hier, dass G. oxydans MF1 kein 2-KGA mehr bilden kann. Die Mutante

G. oxydans MF1 verwendete ca. 6 % der C-Quelle fir das Wachstum.

Tabelle 4, Biotransformation von 138 mmol I Glucose mit G. oxydans DSM 2343 und MF1
Die Produktionsraten geben die maximale Konzentrationsanderung von Gluconat, 2-KGA und
5-KGA in mmol I* pro Stunde und Gramm Trockengewicht (TG) an, 1 ODgyonm €ntspricht einem TG
von 0,4 g. Die Ausbeuten errechneten sich aus dem Quotient des Produktes 2-KGA oder 5-KGA in
Bezug auf die eingesetzte Glucose (Yp;s).

Stamm DSM 2343 MF1
Gluconat-Produktionsrate [mmol 11 ht g TG] 26,9 40,1
2-KGA-Produktionsrate [mmol It ht gt TG] 5,9 -
5-KGA-Produktionsrate [mmol It ht g1 TG] 20,1 36,3
Maximale 2-KGA-Konzentration [mmol 1] 66,8 -
Maximale 5-KGA-Konzentration [mmol |] 80,6 117,2
Maximale Gluconat-Konzentration [mmol 1] 78,6 103,7
2-KGA Ausbeute, t=41h [%)] 49 -
5-KGA Ausbeute, t=41h [%] 41 85

Vergleicht man die Gluconat-Produktionsraten von G. oxydans DSM 2343 und
G. oxydans MF1, so ist der Wert bei der Mutante mit 40,1 mmol I'* h™* g TG um 49 %
hoher als im Wildtyp. Da sich dieser Wert aus der Gluconat-Konzentrationsanderung
pro Zeit errechnet, kann man den Unterschied mit der Disruption des mga2dh-Gens in
der Mutante erklaren. In G. oxydans MF1 fehlt eines der beiden Enzyme, welches

Gluconat weiter oxidieren kann, wodurch sich zunadchst hodhere Gluconat-
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Konzentrationen im Medium anreichern und sich im Vergleich zum Wildtyp langsamer
verringern. Es ergibt sich somit rechnerisch eine gesteigerte Gluconat-Bildung. Auf der
anderen Seite besitzt die G. oxydans Mutante MF1 eine um 80 % erhohte Rate der
5-KGA-Bildung. Diese kann ebenso durch den Verlust des mGA2DH-Enzyms erklart
werden, da die Konkurrenzreaktion der 2-KGA-Bildung in diesem Stamm ausbleibt.
Somit konnte durch Inaktivierung der membrangebundenen Gluconat-2-Dehydrogenase
die 5-KGA-Bildung in der G. oxydans MF1 Mutante um 105 % auf eine Konzentration
von 117 mmol I im Vergleich zum Elternstamm G. oxydans DSM 2343 erhsht werden.

2.5 Biotransformation von Glucose mit G. oxydans MF1 und G. oxydans MF1
pRS201P/gno

Durch die Disruption des mga2dh-Gens wurde eine Mutante konstruiert, die zum einen
kein Nebenprodukt 2-KGA mehr bildete und zum anderen eine gesteigerte 5-KGA-
Bildung aufwies. In diesem G. oxydans MF1 Stamm sollte daher nun das Gen der
cytosolischen Gluconat:NADP® 5-Oxidoreduktase uberexprimiert und so eine
zusatzliche Verbesserung der 5-KGA-Bildung erzielt werden. Auf die gleichzeitige
Uberexpression der Transhydrogenase UDHA aus E. coli wurde in diesem Fall
verzichtet, da die Biotransformation von Glucose mit wachsenden G. oxydans Zellen im
Fermenter erfolgen sollte, und nicht, wie in Kapitel 2.2 beschrieben, mit ruhenden
G.oxydans Zellen im  Schuttelkolben. Durch  reduktive Prozesse des
Zentralstoffwechsels von G. oxydans wird NADPH wéahrend des Wachstums zu NADP*
oxidiert. Die Verfiigbarkeit von NADP™ fur die Umsetzung von Gluconat zu 5-KGA mit
dem GNO-Enzym sollte daher bei wachsenden Zellen sichergestellt sein (Adachi et al.,
1999b; Ji & Gao, 2001; Shinjoh et al., 2002a). G. oxydans MF1 wurde mit dem Plasmid
pRS201P/gno (Anhang, Abbildung 21) transformiert und der resultierende Stamm in
einer Biotransformation von 550 mmol I* Glucose eingesetzt. Da in vorherigen
Experimenten die eingesetzte Glucose in der Konzentration von 110 mmolI*
vollstandig in Gluconat, bzw. 5-KGA umgesetzt worden war, wurde in den
Biotransformationen mit G. oxydans MF1 pRS201P/gno die Konzentration auf
550 mmol I'* erhéht, um so eine Steigerung der maximalen 5-KGA-Konzentration zu

erreichen.
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Abbildung 8, Umsetzung von Glucose mit wachsenden Zellen von G. oxydans MF1 und
G. oxydans MF1 pRS201P/gno unter konstanten Bedingungen

Oxidationsprodukte von A) G. oxydans MF1 und B) G. oxydans MF1 pRS201P/gno wahrend der
Biotransformation von 550 mmol I'* Glucose. Symbole und Farben: =% Glucose [mmol I']; =
Gluconat [mmol I'']; =— 5-KGA [mmol I'']; =—optische Dichte bei 600 nm
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Die Zellen der beiden Stamme wurden wie in Kapitel 2.4 beschrieben kultiviert und die
optische Dichte und die Konzentration der gebildeten Produkte bestimmt (Abbildung 8).
Der Elternstamm G. oxydans MF1 erreichte eine zum Experiment aus Kapitel 2.4
vergleichbare 5-KGA-Konzentration von 129 mmol I, die 5-KGA Ausbeute war jedoch
stark verringert mit Ys.kcaciucose = 23 %. Neben 5-KGA befand sich noch Gluconat mit
einer Konzentration von 381 mmoll* im Medium. Die 5-KGA-Bildung fand
hauptsachlich wahrend der exponentiellen Wachstumsphase statt. Eine &hnliche
Beobachtung konnte in Acetobacter suboxydans durch Galante et al. (1966) gemacht
werden, die die Abhangigkeit der Keto-Gluconat-Bildung vom Wachstum untersucht
haben und ebenfalls feststellen konnten, dass die hdchste ketogene Aktivitat in
Acetobacter suboxydans NRRL B223 wahrend der exponentiellen Phase auftrat
(Galante et al., 1966). Der GNO-Uberproduzent G. oxydans MF1 pRS201P/gno bildete
uber den Zeitraum von 94 Stunden kontinuierlich 5-KGA, so dass am Ende des
Experimentes eine 5-KGA-Konzentration von 198 mmol I mit einer Ausbeute von
Ys.keaclucose = 36 % vorlag. In diesem GNO-Uberproduktionsstamm war keine direkte
Abhangigkeit der 5-KGA-Bildung von der Wachstumsphase zu beobachten. Da die
Expression des Plasmid-kodierten gno-Gens in G. oxydans MF1 pRS201P/gno jedoch
unter der Kontrolle des tac-Promotors erfolgte, war die beobachtete kontinuierliche
Bildung von 5-KGA Uber den gesamten Zeitraum von 94 Stunden maoglicherweise durch
diese Deregulation zu erklaren. Neben 5-KGA war nach 94 Stunden ebenso Gluconat
mit einer Konzentration von 282 mmol I'* im Medium vorhanden. Trotz Erhéhung der
eingesetzten Glucose-Konzentration zu Beginn der Biotransformation konnten keine
hoéheren Ausbeuten mit den beiden verwendeten G. oxydans Stammen MF1 bzw. MF1
pRS201P/gno erzielt werden. Vergleicht man die Experimente zur Biotransformation
von 110 mmol I'* Glucose durch G.oxydans MF1 Stamm mit den Versuchen zur
Biotransformation von 550 mmol I'* Glucose mit G. oxydans MF1, so verringerte sich
die 5-KGA-Ausbeute sogar um 49 % von Ys.kcaGlucose = 85 % auf Ys.keaclucose = 36 %
bei gleichen Kultivierungs-Parametern, mit Ausnahme der Glucose-Konzentration.
Vergleichbare Beobachtungen konnte Silberbach (2003) mit G. oxydans NCIMB 8084
machen, als sie ebenfalls versuchte, eine Verbesserung der 2,5-Di-Keto-Gluconat-
Bildung durch Erhéhung der Glucose-Konzentration zu erreichen. In den Experimenten
mit 1,2 mol Glucose verringerte sich die DKGA-Ausbeute um 21 % von Y3 s.piketo-

— H -1 —
Gluconat/Glucose — 39 % bel 500 mm0|| GlUCOSG an Y2’5.Di.Keto_G|uconat/G|ucose -_ 18 %
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(Silberbach, 2001). Neben der 5-KGA-Ausbeute zeigte sich auch beim Wachstum eine
Verringerung der optischen Dichte im Vergleich zu den in Kapitel 2.4 dargestellten
Experimenten (Tabelle 3). Verantwortlich fur das verminderte Wachstum ist
maoglicherweise die deutlich erhthte Gluconat-Konzentration von mehr als 300 mmol I™.
Wachstums-Experimente mit unterschiedlichen Gluconat-Mengen haben gezeigt, dass
ab einer Gluconat-Konzentration von mehr als 300 mmol I"* eine Wachstums-Hemmung
bei G. oxydans NBIMCC 1043 eintritt, und diese mit weiter ansteigender Konzentration
verstarkt wird (Velizarov & Beschkov, 1998).

Die Gluconat:NADP* 5-Oxidoreduktase, GNO konnte erfolgreich in G. oxydans MF1
pRS201P/gno uberproduziert werden und bei der Biotransformation von Glucose mit
wachsenden G. oxydans Zellen erstmals 5-KGA-Konzentrationen von annahernd 200
mmol I erreicht werden. Fiir die weitere Verbesserung der 5-KGA-Bildung sollten im
Folgenden die membrangebundene Glucose-Dehydrogenase und Gluconat-5-

Dehydrogenase Uberproduziert werden.
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3. Umsetzung von Glucose zu 5-KGA im Periplasma von G. oxydans

3.1 Homologe Uberproduktion der membrangebundenen Glucose- und
Gluconat-5-Dehydrogenasen

Die Bildung von 5-KGA mit membranstandigen Enzymen in G. oxydans beginnt mit der
Oxidation von Glucose zu Gluconat durch die membrangebundene, PQQ-abhéngige
Glucose-Dehydrogenase, mGDH (Abbildung 2)(Pronk et al., 1989; Cleton-Jansen et al.,
1991). Vergleichende Experimente mit der cytosolischen Glucose-Dehydrogenase
(cGDH) und der mGDH konnten zeigen, dass das mGDH-Protein eine ca. 30-fach
hohere Aktivitat fur die Oxidation von Glucose zu Gluconat aufwies, als das
cytosolische Enzym (Pronk et al., 1989). Eine Erh6éhung der mGDH-Aktivitat sollte
daher die Umsetzung von Glucose zu Gluconat weiter verbessern und die Gesamt-
Reaktion zur Bildung von 5-KGA beschleunigen. Das durch die mGDH gebildete
Gluconat kann weiter durch die membrangebundenen, PQQ-abhangige Gluconat-5-
Dehydrogenase zu 5-KGA umgesetzt werden (Abbildung 2) (Matsushita et al., 2003;
Salusjarvi et al.,, 2004). Eine homologe Uberexpression des mga5dh-Gens in
G. oxydans sollte daher ebenso zu einer Steigerung der 5-KGA-Bildung fuhren. Im
Rahmen der Genomik Netzwerk Kooperation wurden von der Arbeitsgruppe von Prof.
Dr. H. Gorisch (Fachgebiet Technische Biochemie, TU Berlin) unterschiedliche
G. oxydans mGDH und mGA5DH-Uberproduktionsstamme konstruiert. Dazu wurde das
mgdh- und mga5dh-Gen aus G. oxydans DSM 2343 amplifiziert und in die in Tabelle 5
aufgelisteten Vektoren kloniert. Uber Elektroporation wurde anschlieRend G. oxydans

DSM 2343 bzw. MF1 mit den entsprechenden konstruierten Plasmiden transformiert.

Tabelle 5, Ubersicht der G. oxydans mgdh und mga5dh Uberproduktionsstamme
Die Tabelle gibt das resultierende Stamm-Konstrukt, den Stammhintergrund, den
Expressionsvektor und das jeweilige in den Vektor klonierte Dehydrogenase-Gen an.

Konstruktname G. oxydans | verwendeter | exprimiertes Gen
Stamm Vektor

pTB9003 DSM 2343 | pBBRIMCS?2 mgdh

pTB9008 MF1 pBBR1MCS5 mgdh

pTB9014 MF1 pBBR1MCS5 mga5dh

pTB9017 MF1 pBBR1MCS5 mgdh/mga5dh
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Nach Erhalt der G. oxydans Konstrukte pTB9003, pTB9008, pTB9014 und pTB9017
wurde zunachst die Aktivitat der membrangebundenen Glucose-Dehydrogenase im

Vergleich zu den Elternstammen G. oxydans DSM 2343 und MF1 bestimmt.

3.2 Bestimmung der Aktivitat der ~membrangebundenen  Glucose-

Dehydrogenase, mGDH

Zur Uberprifung der funktionellen Uberexpression des mgdh-Gens in den jeweiligen
G. oxydans Stammen wurde die spezifische mGDH-Aktivitat in Enzymtests bestimmt.
Die Ermittlung der mGDH-Aktivitat (Tabelle 6) in isolierten Membranfraktionen der
G. oxydans Stdmme DSM 2343, MF1, pTB9003, pTB9008, pTB9014 und pTB9017
erfolgte im Photometer bei 525 nm durch Oxidation des Substrats Glucose und

Messung der Zunahme von reduziertem DCIP (Wood et al., 1962).

Tabelle 6, Spezifische Aktivitat der membrangebundenen Glucose-Dehydrogenase in den
G. oxydans Stammen DSM 2343, MF1, pTB9003, pTB9008, pTB9014 und pTB9017

G. oxydans Stamm | mGDH-Aktivitat
[U/mg Protein]
DSM 2343 0,5
MF1 0,2
pTB9003 5,8
pTB9008 7,5
pTB9014 0,7
pTB9017 0,7

Die Elternstamme G. oxydans DSM 2343 und MF1, sowie der mga5dh-
Uberexpressionsstamm G. oxydans pTB9014 zeigten vergleichbare mGDH-Aktivitaten
von 0,5 und 0,2, bzw. 0,7 U mg™ Protein. Die leichten Unterschiede in den Aktivitaten
kbnnen zum einen mit der unterschiedlichen Protein-Zusammensetzung der
Plasmamembran erklart werden, und zum anderen durch die Art der Solubilisierung der
Membranfraktionen nach dem Zellaufschluss, bzw. der Ultrazentrifugation. Es konnte
gezeigt werden, dass die Art des Detergenz und die Solubilisierungszeit fur die Proteine
der Membranfraktionen einen erheblichen Einfluss auf die spezifische Aktivitat der
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gemessenen Membranproteinen haben (Shinagawa et al., 1999). Die mGDH-
Uberproduzenten G. oxydans pTB9003 und pTB9008 zeigten hingegen eine
signifikante 11,6-fach bzw. eine 38-fach erhohte mGDH-Aktivitat im Vergleich zu den
Elternstammen G. oxydans DSM 2343 und MF1. Der G. oxydans Stamm pTB9017,
welcher sowohl das mgdh- als auch das mga5dh-Gen Plasmid-kodiert Gberexprimierte,
zeigte keine erhohte Aktivitat des mGDH-Proteins. Daher sollte im Folgenden die

Transkription des mgdh-Gens mittels Northern Blot Analyse untersucht werden.

Um zu untersuchen, ob sich die konstruierten Stdmme in der Expression des mgdh-
Gens unterscheiden, wurden Flassigkulturen von G. oxydans von der mittleren
exponentiellen bis zur frihen stationaren Phase kultiviert und bei optischen Dichten von
0,5; 0,8; 1,0 und 1,5 Proben entnommen. Im Anschluss daran wurde aus den Proben
die RNA isoliert und mit einer mgdh-spezifischen Sonde eine Northern Blot Analyse
durchgefihrt (Abbildung 9).
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Abbildung 9, Northern Blot Analyse von G. oxydans DSM 2343, MF1, pTB9003, pTB9008,
pTB9014 und pTB9017 mit einer mgdh-Sonde bei Wachstum mit Sorbit als C-Quelle

Es wurden ~ 300 ng RNA aufgetragen und gelelektrophoretisch aufgetrennt. Nach Northern
Transfer wurde die Membran mit einer spezifischen mgdh-Sonde hybridisiert. Die Expositionszeit
des Roéntgenfilms auf der Membran betrug 5 min. Der Pfeil weist auf das Vorhandensein des
mgdh-Signals hin.
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Fur die Elterstamme G.oxydans DSM 2343 und MF1 und den mga5dh-
Uberexpressionsstamm G. oxydans pTB9014 war unter den gewahlten Bedingungen
kein mgdh-Transkript nachweisbar. Auch im Lauf des Wachstums zeigten die Stamme
keine Erh6éhung der Transkriptmenge. Im Gegensatz dazu konnten fur die mGDH-
Uberproduktionsstamme G. oxydans pTB9003 und pTB9008, bei denen das Gen der
Glucose-Dehydrogenase Plasmid-kodiert Gberexprimiert wird, ein sehr starkes Signal
fur die mgdh-mRNA nachgewiesen werden. Uber den Wachstumsverlauf von einer
optischen Dichte von 0,5 bis 1,5 war in beiden Stammen ein vergleichbarer hoher Level
an mgdh-mRNA festzustellen. Der mgdh/mga5dh-Uberexpressionsstamm G. oxydans
pTB9017 hingegen zeigte keine Erhéhung des mgdh-mRNA Transkriptlevels, obwohl
das Konstrukt pBBR1MCS5/mgdh/mga5dh bis auf das zuséatzlich klonierte mga5dh-Gen
keine Unterschiede zu G. oxydans pTB9008 (pBBR1MCS5/mgdh) aufwies. Die
Transkriptanalysen aller G. oxydans Stadmme unterstitzten die Ergebnisse der
gemessenen  spezifischen = mGDH-Aktivitdten  (Tabelle 6). Die  mGDH-
Uberproduktionsstamme G. oxydans pTB9003 und pTB9008 wiesen die hdchste
MGDH-Aktivitat und die hochsten mRNA-Transkriptlevel auf. Der G. oxydans Stamm
pTB9017, welcher sowohl das mgdh- als auch das mga5dh-Gen Plasmid-kodiert
Uberexprimierte, zeigte in beiden Experimenten weder eine Erhéhung der spezifischen
MGDH-Aktivitat noch eine Erhéhung des mgdh-mRNA Transkriptlevels. Es ist daher
nicht auszuschliel3en, dass bei der Konstruktion des Plasmids
pBBR1MCS5/mgdh/mga5dh durch die Arbeitsgruppe von Prof. Dr. H. Gdrisch
(Fachgebiet Technische Biochemie, TU Berlin) Mutationen aufgetreten sind, die eine
Transkription des mgdh-Gens, und damit die Expression des Gens der Glucose-

Dehydrogenase im resultierenden G. oxydans Stamm pTB9017 verhinderten.
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3.3 Umsetzung von Glucose mit wachsenden Zellen von G. oxydans DSM 2343,
pTB9008 und pTB9017

Nachdem sowohl eine Steigerung der mgdh-Transkriptmenge (Abbildung 9), als auch
der spezifischen mGDH-Aktivitdt (Tabelle 6) gezeigt werden konnte, wurde nun die
Umsetzung von Glucose zu Gluconat in Fermentern unter konstanten Bedingungen
untersucht. Die Zellen der G. oxydans Stdmme DSM 2343, pTB9008 und pTB9017
wurden bei pH 5, einem Sauerstoff- bzw. CO,-Partialdruck von 10 % bzw. 0,05 % und
einer Begasungsrate von 10 | h™* mit 138 mmol I* Glucose als Substrat kultiviert. Aus
der Anderung der Gluconat-Konzentration pro Zeit wurde die Gluconat-Produktionsrate

errechnet (Tabelle 7).

Tabelle 7, Umsetzung von 138 mmol I Glucose mit wachsenden Zellen von G. oxydans
DSM 2343, pTB9008 und pTB9017

Stamm Gluconat Produktionsrate
[mmol It h1g!TG]

G. oxydans DSM 2343 41,5

G. oxydans pTB9008 46,0

G. oxydans pTB9017 35,3

Durch die Uberexpression des mgdh-Gens konnte bei dem G.oxydans Stamm
pTB9008 eine Steigerung der Gluconat-Bildungsrate um 10 % von
41,5mmol I*htg* TG auf 46 mmolI*h*g®* TG erreicht werden. G. oxydans
pTB9017, welcher bei der Bestimmung der spezifischen mGDH-Aktivitat (Tabelle 6) die
geringsten Werte aufwies, zeigte auch bei der Umsetzung von Glucose eine
Verringerung der Gluconat-Produktionsrate um 15 % (35,3 mmol I'* h g* TG). Im Falle
von G. oxydans pTB9008 konnte somit eine Steigerung der Gluconat-Bildungsrate bei
der Umsetzung von Glucose erzielt werden. G. oxydans pTB9017 zeigte trotzt Plasmid-
kodierter Uberexpression des mgdh-Gens eine Verringerung der Gluconat-Bildungsrate.
Die Unterschiede zwischen der gemessenen in vitro mGDH-Aktivitat und der
resultierenden Gluconat-Bildungsrate wahrend der Umsetzung von Glucose im

Fermenter kdnnen durch die unterschiedlichen Elektronenakzeptoren erklart werden.
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Wahrend der Bestimmung der spezifischen Aktivitat der Glucose-Dehydrogenase
in vitro wird DCIP als artifizieller Elektronenakzeptor verwendet, wohingegen wahrend
der in vivo Umsetzung von Glucose im Fermenter die Elektronen an die Atmungskette
bzw. den Ubichinon-Pool von G. oxydans weiter abgegeben werden mussen. In den in
vitro Experimenten ist zusatzlich der Elektronentransport-Mediator Phenazinethosulfat
(PES) vorhanden, der die Elektronen von der mGDH direkt und ohne Verwendung der
Atmungskette an DCIP weitergibt. Bei der Umsetzung von Glucose mit ganzen
G. oxydans Zellen héangt die Gluconat-Bildungsrate dagegen von der Aktivitat der
Atmungskette, bzw. der Re-Oxidation von PQQH, ab. Dieses wird wahrend der
Oxidation von Glucose zu Gluconat aus PQQ gebildet und muss fir die weitere
Oxidationsreaktionen der mGDH wieder zu PQQ oxidiert werden. Die gesteigerte,
spezifische in vitro Aktivitat von membrangebundenen, PQQ-abhangigen Enzymen,
welche an die Atmungskette gekoppelt sind, steht somit nicht in direkter Korrelation mit

der erzielten Gluconat-Bildungsrate der in vivo-Umsetzung im Fermenter.

3.4 Homologe Uberproduktion der membrangebundenen Gluconat-5-
Dehydrogenase mGA5DH

Durch die Uberproduktion der membrangebundenen Glucose-Dehydrogenase konnte in
G. oxydans eine Verbesserung der Gluconat-Bildung erreicht werden. Um eine
Erhéhung der 5-KGA-Bildung zu erzielen, sollte nun das mga5dh-Gen der
membrangebundenen Gluconat-5-Dehydrogenase (Abbildung 2) homolog
Uberexprimiert werden. Im Rahmen des Genomik Netzwerkes wurden von der
Arbeitsgruppe von Prof. Dr. H. Gdrisch (Fachgebiet Technische Biochemie, TU Berlin)
zwei unterschiedliche mga5dh-Expressions-Vektoren konstruiert (Tabelle 5) und
G. oxydans MF1 mit diesen transformiert. Die erhaltenen Stdmme enthielten die
Plasmide pBBR1MCS5/mga5dh und pBBR1MCS5/mgdh/mga5dh und wurden pTB9014
bzw. pTB9017 benannt. Nach Isolierung der mGAS5DH-Uberproduzentenstamme
G. oxydans pTB9014 und G. oxydans pTB9017 wurde die spezifische in vitro Aktivitat
der Gluconat-5-Dehydrogenase in Enzymtests ermittelt. Die Anzucht der Zellen und die
Préaparation der Membranfraktion der G. oxydans Stamme pTB9014, pTB9017 und der
Kontrolle G. oxydans MF1 pBBR1MCS5 wurde analog zur Bestimmung der mGDH-

Aktivitat durchgefuhrt. Die spezifische Aktivitdt des solubilisierten Membranenzyms
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(mMGA5DH) wurde durch die Oxidation von Gluconat zu 5-KGA und der damit

verbundenen Reduktion von DCIP bestimmt (Tabelle 8).

Tabelle 8, Spezifische Aktivitat der membrangebundenen Gluconat-5-Dehydrogenase in

G. oxydans MF1 pBBR1MCS5, pTB9014 und pTB9017

Die Oxidation von 50 mmol I'* Gluconat zu 5-KGA wurde bei pH 5 durch die Reduktion von DCIP
bei einer Wellenlange von 525 nm photometrisch bestimmt.

G. oxydans Stamm MGAS5DH-Aktivitat
[U/mg Protein]
MF1 pBBR1MCS5 0,196
pTB9014 0,271
pBT9017 0,220

Der mit dem Leervektor transformierte Stamm G. oxydans MF1 pBBR1MCS5 wies eine
spezifische Aktivitat der mGA5DH von 196 mU mg™ Protein auf. G. oxydans pTB9014
mit dem zusatzlich Plasmid-kodierten mga5dh-Gen hatte eine spezifische mGA5DH-
Aktivitat von 271 mU mg™ Protein, was einer Steigerung von 38 % entspricht. Der
G. oxydans Stamm pTB9017, welcher sowohl das mgdh- als auch das mga5dh-Gen
Uberexprimierte wies allerdings eine im Vergleich zu pTB9014 geringere Aktivitat von
220 mU mg™ Protein auf, was nur einer Aktivitatssteigerung von 12 % im Vergleich zum
Kontrollstamm entsprach. Aufgrund der geringen Erh6hung der spezifischen in vitro
Aktivitat der Gluconat-5-Dehydrogenase in den mga5dh-Uberexpressions-Stammen
G. oxydans pTB9014 und G. oxydans pTB9017 sollte die Transkription des mga5dh-
Gens Uber Northern Blot Analyse untersucht werden. Die zu untersuchenden
G. oxydans Stamme DSM 2343, MF1, pTB9014 und pTB9017 wurden in
Flissigmedium kultiviert und von der mittleren exponentiellen bis zur friihen stationaren
Phase bei optischen Dichten von 0,5 bis 1,5 Proben entnommen. Die Zellen wurden
geerntet, die RNA der G. oxydans Stamme isoliert und mit einer mga5dh-spezifischen
Sonde eine Northern Blot Analyse durchgefiihrt (Abbildung 10).
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DSM 2343 pTB9014 | pTB9017

Abbildung 10, Northern Blot-Analyse von G. oxydans DSM 2343, MF1, pTB9014 und
pTB9017 bei Wachstum mit Glucose als C-Quelle

Die RNA der unterschiedlichen G. oxydans Stamme wurde mit einer spezifischen mga5dh-Sonde
nachgewiesen. Die Probenentnahmen fiir die RNA wurden bei einer optischen Dichte von 0,5; 0,8;
1,0 und 1,5 durchgeftihrt.

Die G.oxydans Stamme DSM 2343, MF1, pTB9014 und pTB9017 zeigten
unterschiedliche Level an mga5dh-mRNA. Der Wildtypstamm G. oxydans DSM 2343
und G. oxydans MF1 wiesen bei Wachstum auf Glucose vergleichbare Mengen
mga5dh-mRNA auf. Der mGAS5DH-Uberproduktionsstamm pTB9014 zeigte dahingegen
ein erhdhtes mga5dh-mRNA Level, was durch die Plasmid-kodierte Uberexpression zu
erklaren ist. G. oxydans pTB9017 zeigte die geringste Transkription der mga5dh-mRNA
verglichen mit allen untersuchten Stammen. Die Ergebnisse der Northern Blot Analysen
zur Transkription des mga5bdh-Gens korrelieren somit mit den Ergebnissen aus den
Bestimmungen der in vitro mMGASDH-Aktivitat (Tabelle 8). Der mGA5DH-
Uberproduktionsstamm G. oxydans pTB9014 zeigte verglichen mit dem Elternstamm
G. oxydans MF1 eine Erh6hung der mGAS5SDH-Aktivitdt und eine Steigerung des
mga5dh-mRNA Transkripts. G. oxydans pTB9017, welcher sowohl das mgdh- als auch
das mga5dh-Gen Plasmid-kodiert Uberexprimierte, wies weder eine derart erhéhte in
vitro mGA5DH-Akvitat, noch eine Erhdhung der mga5dh-Transkript-Menge auf, so dass
man davon ausgehen kann, dass wéahrend der Klonierung Mutationen auftraten, welche
die Expression der Gluconat-5-Dehydrogenase negativ beeinflussten. Nachdem die
Aktivitat des mGA5DH-Enzyms in G. oxydans MF1 pTB9014 gesteigert werden konnte,
sollte nun die Umsetzung von Glucose mit diesen Uberproduzenten-Stammen

untersucht werden.
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3.5 Umsetzung von Glucose mit wachsenden Zellen von G.oxydans MF1,
pTB9014 und pTB9017

Zur Uberprifung der Produktivitit der G. oxydans Stamme MF1, pTB9014 und
pTB9017 wurden die Zellen wie in Kapitel 3.3 beschrieben angezogen, geerntet und mit
gleichen optischen Dichten angeimpft. Die Probenentnahme erfolgte stindlich und
anhand der Konzentrationsanderung der Produkte in Abhangigkeit von der

Inkubationszeit wurden die Produktionsraten errechnet (Tabelle 9).

Tabelle 9, Umsetzung von Glucose zu Gluconat und 5-KGA mit wachsender Zellen von

G. oxydans MF1, pTB9014 und pTB9017

Die Fermentation von 138 mmol I' Glucose wurde bei einem pH-Wert von 5,0 und 30°C
durchgefiihrt. Die Anderung der Konzentration des Zwischenproduktes Gluconat sowie des 5-KGA
mit der Zeit wurde als Kurve aufgetragen und anhand der maximalen Steigung, die Bildungsraten
im Bezug auf die Zelltrockenmasse errechnet.

G. oxydans Stamm | Gluconat-Bildungsrate | 5-KGA-Bildungsrate
[mmol h't g?!TG] [mmol h't gt TG]
MF1 62,9 17,0
pTB9014 36,3 19,9
pTB9017 35,3 7.9

Durch die Uberexpression des mga5dh-Gens konnte in G. oxydans pTB9014 die
5-KGA-Bildungsrate wéahrend der Umsetzung von Glucose gegenuber dem
Elternstamm G. oxydans MF1 um ca. 20 % gesteigert werden. G. oxydans pTB9017
zeigte die geringste 5-KGA-Bildungsrate, welche moglicherweise auf eine Mutation des
Plasmid-kodierten mga5dh-Gens zurtickzuflhren ist. Von Salusjarvi et al. (2004) konnte
zudem gezeigt werden, dass die Expression des mga5dh-Gens aus G. oxydans in
E. coli bei Verwendung des tac-Promotors toxisch ist. Die Zellen veranderten ihre
Struktur und lysierten sogar bei Induktion mit IPTG (Salusjarvi et al., 2004). Neben der
beschriebenen Toxizitat bei Uberproduktion des mGASDH-Proteins miissen ebenso die
enzymatischen Eigenschaften berlcksichtigt werden. Die membrangebundene
Gluconat-5-Dehydrogenase weist mit einem Ky-Wert von 420 mmol I eine relativ
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niedrige Affinitat zu Gluconat auf (Adachi et al., 2001). Daher sind die zu erwartenden

Gluconat-Bildungsraten bei einer Glucose-Konzentration von 138 mmol I™* nur gering.

Der G. oxydans Stamm pTB9014, welcher das Gen des mGA5DH-Proteins Plasmid-
kodiert Uberexprimierte, stellte sich als der fiur die 5-KGA Produktion durch
membrangebundene Proteine am besten geeignete Stamm heraus und wurde als
Ausgangkonstrukt fir die nachfolgenden Optimierungen verwendet. Die Produktivitat
der 5-KGA-Bildung sollte im Folgenden durch Variation der Produktionsparameter wie,
Glucose-Konzentration und Art und Weise der Glucose-Zufiihrung, verbessert werden.

4, Optimierung der Kultivierungsparameter fir die 5-KGA-Bildung

4.1  Steigerung der Glucose-Konzentration

Es konnte gezeigt werden, dass eine Erh6hung der 5-KGA-Konzentration sowohl durch
die Disruption der membrangebundenen Gluconat-2-Dehydrogenase als auch durch die
homologe Uberexpression des mga5dh-Gens der membrangebundenen Gluconat-5-
Dehydrogenase erreicht wurde. Zur Steigerung der maximalen 5-KGA-Konzentration
und Ausbeute wurde die eingesetzte Glucose-Konzentration von 138 mmol I* auf 550
mmol I erhéht. Um die Ergebnisse der Biotransformation von 550 mmol I'* Glucose mit
Ganzzell-Biotransformationen von 138 mmol I"* Glucose vergleichen zu kénnen, wurden
die G. oxydans Stamme DSM 2343 und MF1 fur diese Experimente ausgewéhlt. Die
G. oxydans Stamme wurden angezogen und in einer diskontinuierlichen
Biotransformation analog zum in Kapitel 2.4 beschriebenen Experiment eingesetzt. Es
wurden stundliche Proben entnommen, die optische Dichte bestimmt und die
Konzentration der Produkte tber HPLC Analytik ermittelt (Abbildung 11).

15 Stunden nach Beginn der Biotransformation von 550 mmol I'* Glucose erschien die
Umsetzung der Glucose zu Gluconat und 5-KGA als abgeschlossen, da keine weitere
Bildung von 5-KGA mehr beobachtet werden konnte. Um auszuschlieRen, dass die
Zellen mdglicherweise inaktiviert worden waren, wurde 25 Stunden nach Beginn der
Biotransformation zusatzlich ca. 100 mmol Glucose zu den Ansatzen hinzugegeben und
der Einfluss der Glucose auf die 5-KGA-Bildung untersucht (Abbildung 11B, Pfeil).
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Abbildung 11, Umsetzung von 550 mmol I Glucose mit G. oxydans DSM 2343 und MF1

Die Umsetzung von 550 mmol I* Glucose wurde mit G. oxydans DSM 2343 (A) und MF1 (B) bei
einem pH-Wert von 6 und 30 °C durchgefihrt. Nach 25 Stunden wurde erneut jeweils 100 mmol
Glucose als konzentrierte Losung in die Fermenter gegeben. Symbole und Farben: =% Glucose
[mmol I']; === Gluconat [mmol I']; ==~ 5-KGA [mmol I']; —&— 2-KGA [mmol I'], ——optische
Dichte bei 600 nm, *=== Zugabe von Glucose
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Die Zugabe von Glucose zu den Fermentern mit den G. oxydans Stammen DSM 2343
und MF1 fihrte zu keiner weiteren Bildung von 5-KGA. Die Glucose wurde
ausschliel3lich in Gluconat umgesetzt. Da sowohl die membrangebundene Glucose-
Dehydrogenase als auch die membrangebundene Gluconat-5-Dehydrogenase PQQ-
abhangige Enzyme sind, konnte eine limitierte Verfligbarkeit des Cofaktors PQQ als
Grund fir den Stopp der 5-KGA-Bildung ausgeschlossen werden, denn die Umsetzung
von Glucose zu Gluconat fand weiterhin statt. Vergleicht man die Biotransformation von
550 mmol I'* Glucose mit der Biotransformation von 138 mmol I* Glucose, so sieht man
auch hier, dass die eigentliche Bildung von 5-KGA wahrend des Wachstums der Zellen
stattfindet. In der stationaren Phase, ca. 15 Stunden nach Beginn der Umsetzung, ist
trotz Gluconat-Uberschuss keine weitere Erhohung der 5-KGA-Konzentration zu
erkennen. Daher stimmen die Ergebnisse der Umsetzung von 138 mmol I'* Glucose
und von 550 mmol I'* Glucose mit den Beobachtungen von Stadler-Szoke et al. (1980)
Uberein. Sie konnten zeigen, dass die 5-KGA-Bildung mit dem Vorhandensein von
Gluconat beginnt, und nicht erst dann, wie von Weenk et al. (1984) behauptet, wenn die
eingesetzte Glucose vollstandig zu Gluconat umgesetzt worden ist (Stadler-Szoke et
al., 1980; Weenk et al., 1984).

Tabelle 10, Biotransformation von 550 mmol I"* Glucose mit G. oxydans DSM 2343 und MF1
Die Umsetzung der Glucose wurde unter konstanten Bedingungen bei 30°C und pH5
durchgefuihrt. Die Werte fur die Produktivitit der beiden Stamme wurden aus der
Konzentrationsanderung pro Zeit errechnet.

Stamm DSM 2343 MF1
Gluconat Produktionsrate [mmol It ht gt TG] 82,3 92,3
2-KGA Produktionsrate [mmol I h'1 g1 TG] 6,2 -
5-KGA Produktionsrate [mmol It h1 g1 TG] 20,5 12,1
Maximale 2-KGA Konzentration [mmol |}] 50 -
Maximale 5-KGA Konzentration [mmol |}] 103 81
Maximale Gluconat Konzentration [mmol |1] 397 407
Gluconat Ausbeute, t=25 h [%] 66,7 73,8
2-KGA Ausbeute, t=25 h [%)] 9,1 -
5-KGA Ausbeute, t=25 h [%] 14,2 14,7
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Vergleicht man die Werte der Umsetzung von 550 mmol I* Glucose aus Tabelle 10 mit
den Werten der Umsetzung von 138 mmol I* Glucose aus Tabelle 4, so erkennt man,
dass die Gluconat-Bildungsraten bei G. oxydans DSM 2343 um den Faktor 3 und bei
G. oxydans MF1 um den Faktor 2,3 erhoht sind. Durch Erhéhung der Glucose-
Konzentration konnte somit eine Steigerung der Gluconat-Bildung durch die
membrangebundene Glucose-Dehydrogenase erzielt werden. Dies filhrte dazu, dass
innerhalb von 15 Stunden ca. 400 mmol I'* Gluconat durch G. oxydans DSM 2343 und
G. oxydans MF1 gebildet wurden und im Medium akkumulierten. Anders als erwartet
konnte jedoch keine Erhohung der 5-KGA-Konzentration erreicht werden.

Tabelle 11, Wachstumsparameter von G. oxydans DSM 2343 und MF1 wahrend der Ganzzell-
Biotransformation von 550 mmol I'* Glucose

Stamm DSM 2343 MF1
Wachstumsrate .., [h™] 0,24 0,34
Verdopplungszeit t,[h] 2,94 2,07
Maximale OD 1,31 1,29

Die Ergebnisse der Biotransformation von 138 mmol I'* und 550 mmol I"* Glucose durch
G. oxydans DSM 2343 sind untereinander vergleichbar. In beiden Umsetzungen
wurden jeweils ca. 80-100 mmol I'* 5-KGA und 50-67 mmol I* 2-KGA gebildet. Dabei
waren die 2-KGA- und 5-KGA-Bildungsraten anndhernd gleich. Auch die
Wachstumsrate von G. oxydans DSM 2343 zeigte keine Anderung im Bezug auf die
Kultivierung mit 138 mmol I bzw. 550 mmol I* Glucose (Tabelle 11). Anders
dahingegen verhielt sich das Wachstum von G. oxydans MF1, dessen Wachstumsrate
sich bei Kultivierung mit 550 mmol I* Glucose um 50 % verringerte. Velizarov et al.
(1998) bestatigten, dass ab einer Gluconat-Konzentration von 300 mmol I eine
Hemmung des Wachstums von G. oxydans NBIMCC 1043 eintrat (Velizarov &
Beschkov, 1998). Unter Berlcksichtigung dieser Kenntnisse konnte so auch die
verringerte 5-KGA-Bildungsrate bei Biotransformation von 550 mmol I'* Glucose mit
G. oxydans MF1 erklart werden. Durch die verstarkte Gluconat-Bildung wurde das
Wachstum von G. oxydans MF1 behindert, was in einer Verringerung der 5-KGA-
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Bildung um 66 % von 36,3 mmol I h* g* TG auf 12,1 mmol I'* h* g* TG filhrte. Da die
Parameter bei den Biotransformationen von 138 mmol I"* bzw. 550 mmol I'* Glucose mit
G. oxydans DSM 2343 und G. oxydans MF1 bis auf die eingesetzten Glucose-
Konzentration gleich waren, wurde ein Einfluss der Glucose- bzw. Gluconat-
Konzentration auf die 5-KGA-Produktivitat nicht ausgeschlossen. Um dennoch eine
Steigerung der 5-KGA-Konzentration zu erzielen, sollte im Folgenden die Art der
Glucose-Zugabe geandert werden. Statt einer hohen Glucose-Anfangskonzentration
sollte Glucose kontinuierlich als Konzentrat zu den Zellen gegeben werden, und so eine
Akkumulation von Gluconat verhindert werden.

4.2 Umsetzung von kontinuierlich zugeftuhrter Glucose mit wachsenden Zellen
von G. oxydans MF1

Um auf der einen Seite die 5-KGA-Menge zu erhéhen, und auf der anderen Seite eine
Akkumulation von Gluconat zu verhindern, welche sich méglicherweise hemmend auf
die 5-KGA-Produktivitat auswirkt, wurde versucht, dem Kulturmedium Glucose
kontinuierlich in Form einer konzentrierten Losung zuzufiihren. Dabei wurde der Zufluss
einer 2,8 M Glucose-Ldsung so berechnet, dass die Bildung von Gluconat genauso
schnell verlauft, wie die Bildung von 5-KGA, und somit praktisch keine Akkumulation
von Gluconat erfolgen kann. Bei einer Zuflussrate von 0,5 ml h™, einer Glucose-
Konzentration von 2,8 M und einem Startvolumen von 150 ml Kulturldsung in den
ReaktionsgefaRen sollte eine Glucose-Zugabe von ca. 10 mmol I'* h erfolgen. Da die
5-KGA-Bildungsrate in den Experimenten mit G. oxydans MF1 mit 550 mmol I* Glucose
hoher war (Tabelle 10), als die zugefiihrte Glucose-Menge pro Zeit, sollte somit keine
Anreicherung von Gluconat erfolgen und 5-KGA kontinuierlich gebildet werden. Von
G. oxydans MF1 wurde eine Vorkultur angezogen, die Zellen geerntet und die
ReaktionsgefalRe mit den Zellen inokuliert. Die Biotransformation von Glucose erfolgte
bei einem pH-Wert von 5,0, einem Sauerstoff- und CO,-Partialdruck von 10 % bzw.
0,05 %, einer Begasungsrate von 10 | h™ und einer Temperatur von 30 °C. Es wurden
in regelmafligen Abstdnden Proben entnommen, die optische Dichte und die
Produktkonzentrationen bestimmt (Abbildung 12) und die Gluconat- und 5-KGA-
Bildungsraten berechnet (Tabelle 12).
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Abbildung 12, Umsetzung von kontinuierlich zugegebener Glucose mit G. oxydans MF1

Eine konzentrierte Glucose-L6ésung wurde mit einer Flussrate von 0,5 ml h™ zu den G. oxydans
MF1 Zellen gegeben. Es wurden Proben entnommen, analysiert und die Konzentrationen gegen
die Zeit aufgetragen. Nach 56 Stunden wurde zu den Zellen in B) CaCl, gegeben, so dass eine
CaCl,-Konzentration von 50 mmol I* vorhanden war. Zu den Zellen in Ansatz A) wurde zum
Vergleich kein CacCl, hinzu gegeben. Symbole und Farben: = Gluconat, -=- 5-KGA, ——optische
Dichte bei 600 nm, === Zugabe von CaCl,
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Die theoretisch berechnete und zugesetzte Glucose-Menge von ca. 10 mmol I* h™
fuhrte zu Beginn der Umsetzung dazu, dass ausschlieBlich 5-KGA gebildet wurde.
Neben 5-KGA war eine basale Gluconat-Konzentration von ca. 30 mmol I'* vorhanden,
deren Konzentration sich aber tber einen Zeitraum von 24 h nicht &nderte.

Tabelle 12, Wachstumsparameter und Bildungsraten von G. oxydans MF1 bei
Biotransformation von kontinuierlich zugefthrter Glucose

Stamm MF1 MF1 +
CaCl,
Wachstumsrate y,,,, [h™] 1,2 1,3
Verdopplungszeit t; [h] 5,7 53
Maximale OD 3,65 3,74
Gluconat Produktionsrate [mmol 1 h'1 g1 TG] 9,8 9,3
5-KGA Produktionsrate [mmol It ht g TG] 8,4 8,1

Die geringe Glucose-Konzentration zeigte auch Auswirkungen auf das Wachstum von
G. oxydans MF1. Die Wachstumsraten waren verringert, die maximale optische Dichte
wurde nach ca. 28 Stunden erreicht. Ab einem bestimmten Zeitpunkt stoppte die
5-KGA-Bildung und wie aus den vorangegangenen Experimenten bekannt, startete die
Akkumulation von Gluconat. Dieser Zeitpunkt war in beiden Reaktionsansatzen
gleichzeitig der Eintritt der G. oxydans MF1 Zellen in die stationdare Wachstumsphase,
der bei Ansatz A) nach 26 bzw. bei Ansatz B) 32 Stunden erfolgte (Abbildung 12). Ab
diesem Zeitpunkt war die 5-KGA-Bildung in allen Ansétzen nahezu beendet. Bis zu
diesem Zeitpunkt waren ca. 150 mmol I* 5-KGA gebildet worden und es wurde
vermutet, dass das gebildete 5-KGA mdglicherweise mit dem Ca?* aus dem aktiven
Zentrum der membrangebundenen Gluconat-5-Dehydrogenase konkurriert und das
Enzym dadurch inaktiviert wird. Dieses Problem der Bildung eines Ca(5-KGA), Salzes
und die damit verbundene mdgliche Inaktivierung des mGA5DH-Proteins wurde bereits
beschrieben (Ameyama et al., 1985b; Matsushita et al., 1994; Matsushita et al., 2003).
Durch Zugabe von Ca?** konnte das mGAS5DH holo-Enzyms wiederhergestellt werden
(Shinagawa et al., 1999). Nach 56 Stunden wurde in Ansatz B eine CaCl,-
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Konzentration von 50 mmol I eingestellt (Abbildung 12). Nach Zugabe des CaCl,
bildete sich sofort ein weil3er Niederschlag und die 5-KGA-Konzentration sank von 170
mmol I* auf 87 mmol I'. Nach anschlieBender Zugabe von Ca** kam es jedoch zu
keiner erneuten 5-KGA-Bildung, so dass die von Shinagawa et al. (1999) postulierte
Hypothese der Bildung eines mGA5DH apo-Enzyms vermutlich nicht der Grund war.
Zusatzlich konnte auch ein inhibitorischer Effekt von 5-KGA auf die Aktivitat des
MGASDH-Enzyms ausgeschlossen werden, da in Ansatz B trotz Verringerung der
5-KGA-Konzentration keine erneute 5-KGA-Bildung zu beobachten war. Die Gluconat-
Bildung blieb wahrend des Wechsels in die stationare Phase und auch nach Zugabe
von CaCl, in beiden Anséatzen unverandert. Der Versuch wurde nach 127 Stunden
abgebrochen, da keine signifikante Anderung der 5-KGA-Konzentration mehr zu
beobachten war, die Gluconat-Bildung jedoch kontinuierlich weiter stattfand. Somit
konnte auch ein mogliches Absterben der Zellen als Grund fir den Stopp der 5-KGA-
Bildung ausgeschlossen werden. Der in Ansatz B ausgefallene Feststoff sorgte dafr,
dass die optische Dichte stark anstieg und somit ein Wachstum der Zellen nicht mehr
dokumentiert werden konnte. Nach Isolierung und Reinigung des Feststoffes wurde ein
Festphasen-Infrarotspektrum der unbekannten Substanz und 5-KGA als Referenz
erstellt, und der Stoff als nahezu reines 5-KGA identifiziert. Die selektive Fallung von
5-KGA als Ca(5-KGA), aus einem Biotransformationsprozess wurde schon friher durch
Kotera et al. (1972a) beschrieben. Die Moglichkeit, 5-KGA selektiv und nahezu rein aus
einem Prozess durch Féllung zu isolieren, stellt dabei eine kostengiinstige Methode dar,

die eine aufwendige ,downstream*“-Prozessierung tberfliissig macht.

Durch die kontinuierliche Zugabe einer konzentrierten Glucose-Losung konnte eine
stetige 5-KGA-Bildung durch G. oxydans MF1 erreicht werden. Der lineare Verlauf der
5-KGA-Bildung stoppte bei Eintritt in die stationdre Wachstumsphase von G. oxydans
MF1 und konnte weder durch Zugabe von CaCl, noch durch Fallung des
Reaktionsproduktes 5-KGA wiederhergestellt werden. Durch die Zugabe einer
konzentrierten Glucose-Losung konnte die Gluconat-Akkumulation vermieden und
vergleichbar hohe optische Dichten erreicht werden (Tabelle 12). Nach Eintritt in die
stationdre Wachstumsphase fand die Gluconat-Bildung unbeeinflusst von CaCl,-

Zugabe Uber einen Zeitraum von ca. 90 Stunden statt.
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5. Expression des mgas5dh-Gens

5.1 Steigerung der mgabdh-Expression durch Austausch des nativen

Promotors

In den Versuchen zur Umsetzung von 550 mmol I* Glucose bzw. von Glucose, die
kontinuierlich als Substrat zugeftigt wurde, konnte beobachtet werden, dass die Bildung
von 5-KGA hauptsachlich wahrend der exponentiellen Wachstumsphase von
G. oxydans stattfindet. Daher kann angenommen werden, dass die Regulation der
Expression des mga5dh-Gens Wachstumsphasen-abhangig ist. Zur Vermeidung von
maoglichen Wachstumseffekten sollte aus diesem Grund der Promotor des mga5dh-
Gens gegen Promotoren von konstitutiv exprimierten, bzw. durch Glucose
induzierbaren Genen ausgetauscht werden. Auf diese Weise sollte die mga5dh-

Expression dereguliert und so die 5-KGA-Produktivitat erhoht werden.

Versuche zur homologen Uberexpression von G. oxydans Genen haben bereits
gezeigt, dass der tufB Promotor des Elongationsfaktors EF-Tu aus E. coli erfolgreich
eingesetzt werden konnte (An & Friesen, 1980; Saito et al.,, 1997). Bei den
beschriebenen Versuchen wurde der tufB-Promotor gegen den Promotor des
G. oxydans sdh/sndh-Genclusters (SDH, Sorbose-Dehydrogenase, SNDH, Sorboson-
Dehydrogenase) ausgetauscht und auf diese Weise eine gesteigerte Genexpression
erreicht (Saito et al., 1997). Da der E. coli tufB-Promotor fir die Genexpression in
G. oxydans geeigent war, wurde dieser fir die Uberexpression des mga5dh-Gens
verwendet. In dieser Arbeit wurde zudem der homologe G. oxydans tufB-Promotor fur
den Austausch des mga5dh-Promotors ausgewahlt. Es wurde dabei vorausgesetzt,
dass Aufgrund der Verwendung eines G. oxydans eigenen Promotors die Expression
ebenfalls stark und konstitutiv verlauft, wie es bei dem Promotor des EF-Tu Homologs
in E. coli der Fall war. In den Northern Blot-Analysen zur Transkription des mgdh-Gens
der membrangebundenen Glucose-Dehydrogenase konnte gezeigt werden, dass durch
Wachstum des mgdh-Uberexpressions-Stammes pTB9008 mit Glucose als C-Quelle,
eine starke Induktion der mgdh-Expression im Vergleich zum Wachstum mit Sorbit
erreicht werden konnte. Daher wurde der mgdh-Promotor ebenfalls fir die Expression
des mga5dh-Gens in einem Uberproduktionsstamm ausgewahlt. Fir den Austausch

des nativen Promotors wurde das mga5dh-Gen (2758 bp) (Matsushita et al., 2003)
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ohne den Promotorbereich mit den Primern p_sldh_Gox_for und p_sldh_Gox_rev aus
genomischer G. oxydans DSM 2343 DNA amplifiziert, in den Vektor pBBR1MCS5
(4738 bp) ligiert und das resultierende Plasmid pMM_mga5dh (7468 bp) genannt. Der
Bereich der Austauschpromotoren wurde 380 bis 480 Basenpaare stromaufwarts vom
ATG-Codon des jeweiligen Gens, mgdh bzw. tufB, gewahlt und mit den Primern
p_gdh_for / p_gdh _rev (mgdh G. oxydans), p_tufB_Gox for / p_tufB_Gox rev (tufB
G. oxydans) und p_tufB_Ecoli_for / p_tufB_Ecoli_rev (tufB E. coli) amplifiziert.

Tabelle 13, Promotoren zur Expression des mga5dh-Gens

Promotor- Organismus Gen Grofie

bezeichnung [Alias] [bp]

Pmgdh,, G. oxydans 621H mgdh 387
[GOX0265]

PtufBgox G. oxydans 621H tufB 482
[GOX0382]

PtufBgcoji E. coli DH5a. tufB 390
[REC03870]

Das Plasmid pMM_mga5dh wurde linearisiert und die Promotor-Fragmente jeweils mit
diesem Vektor ligiert. Es wurden die folgenden Uberexpressions-Vektoren erhalten (
Abbildung 13):

A B C
pmgdhy,  mga5dhB PtufB g, mga5dhB PtufBeco; mga5dhB
ga5dhA ga5dhA ga5dhA
pmadh,,, m ptufB, ., mq ptufB. .. mq
7807 bp 7905 bp 7815 bp
S
’ ’
N N N
gm~ gm~ gm~

Abbildung 13, mga5dh-Promotor-Austauschkonstrukte

A) pmgdhgye,_mga5dh, Promotor des mgdh-Gens der Glucose-Dehydrogenase aus G. oxydans; B)
ptufBgox_mga5dh, Promotor des tufB-Gens des Elongationsfaktors EF-Tu aus G. oxydans; C)
ptufBecoi_mgabdh, analog zu B) nur stammt der Promotor aus E. coli.
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Nach der Klonierung der mga5dh-Promotor-Austauschplasmide wurde E. coli JM109
mit diesen transformiert, aus den Gentamycin-resistenten Klonen die Plasmid-DNA
isoliert und die Plasmide jeweils sequenziert. AnschlieBend wurde G. oxydans MF1 mit
den erfolgreich erstellten Vektoren Uber Elektroporation transformiert. Die mga5dh-
Uberproduktionsstamme und G. oxydans MF1 pBBRIMCS5 als Kontrolle wurden
kultiviert und jeweils die Membranfraktionen isoliert. Bei der Bestimmung der mGA5DH-
Aktivitdt wurde neben Gluconat wurde auch Sorbit eingesetzt. Neben Gluconat
(Shinagawa et al., 1999) oxidiert die membrangebundene Gluconat-5-Dehydrogenase
(Salusjarvi et al.,, 2004) ebenso Sorbit (Shinagawa & Ameyama, 1982b), Arabitol
(Adachi et al., 2001), Glycerin (Matsushita et al., 2003) und Mannit (Peterson et al.,
1956), weshalb dieses Enzym auch als Polyol-Dehydrogenase (Kersters et al., 1965;
Shinjoh et al., 2002b) bezeichnet wird. Sorbit konnte von der mGA5DH als Substrat
bevorzugt umgesetzt werden und so eine hohere spezifische Aktivitdit gemessen
werden (Sugisawa & Hoshino, 2002). Die spezifische mMGASDH-Aktivitat der
Membranfraktionen der unterschiedlichen Stdmme wurde anhand der Zunahme des

reduzierten DCIP pro Zeit aus der Steigung der Geraden errechnet (Tabelle 14).

Tabelle 14, Spezifische Aktivitdt der membrangebundenen Gluconat-5-Dehydrogenase in
verschiedenen G. oxydans Stdmmen

: Aktivitat [U/mg Protein]
MGASDH-Uberproduktionsstamm Sorbit Gluconat
G. oxydans MF1 pBBR1MCS5 1,54 + 0,05 0,24 £ 0,01
G. oxydans MF1 pmgdh,,,_mga5dh 2,40 +£0,12 0,43 + 0,02
G. oxydans MF1 ptufB,,, mgas5dh 2,64 +0,02 0,59 +0,01
G. oxydans MF1 ptufB,.,;_mga5dh 1,72 + 0,03 0,27 £ 0,00

Wie aus Tabelle 14 zu ersehen ist, konnte durch den Austausch des naturlichen
mga5dh-Promotors eine Steigerung der mGA5DH-Aktivitat bei Oxidation von Gluconat
und Sorbit erreicht werden. In G. oxydans MF1 pmgdhg,y_mga5dh konnte die

spezifische Aktivitat der membrangebundenen Gluconat-5-Dehydrogenase um 80 % bei
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Oxidation von Gluconat und 56 % bei Oxidation von Sorbit gesteigert werden. In
G. oxydans MF1 ptufBgox_mga5dh wurde die hdchste spezifische Aktivitat gemessen,
wobei sich die Oxidation von Gluconat um 146 % und die Oxidation von Sorbit um 71 %
verbessern lies. Das Verwenden des E. coli tufB-Promotors resultierte in einer
Steigerung der Gluconat-Oxidation um 13 % und der Sorbit-Oxidation um 12 % in
G. oxydans ptufBecoi_mgabdh. Der tufB-Promotor aus G. oxydans DSM 2343 war somit
fur die homologe Gen-Expression besser geeignet, als das heterologe tufB-Promotor
Analogon aus E. coli. Die in der Kontrolle gemessenen Aktivitdten bei Oxidation von
Sorbit sind vergleichbar mit den spezifischen Aktivitaten, die in den Membranfraktionen
von G. suboxydans IFO 3255 mit 1,94 U mg™ Protein (Hoshino et al., 2003) und
G. suboxydans IFO 3257 mit 1,64 U mg™ Protein (Matsushita et al., 2003) bestimmt
worden sind. Obwohl auch von Adachi et al. (2001) der G. suboxydans Stamm IFO
3257 untersucht worden ist, wurde mit 0,86 U mg™ Protein eine deutlich geringere
spezifische mGA5DH-Aktivitat bei Oxidation von Sorbit gemessen. Damit bestatigten
sich die Beobachtungen, dass die Messung der spezifischen Enzymaktivitat in
G. oxydans stark von der Art der Dauer der Solubilisierung, dem Zusatz von Ca®* oder

dem eingesetzten Detergenz abhangig ist (Shinagawa et al., 1999).

Die Messungen zeigten somit, dass durch den Austausch des nativen mga5dh-
Promotors gegen einen konstitutiven Promotor (tufB), bzw. durch Glucose
induzierbaren Promotor (mgdh), eine deutliche Steigerung der spezifischen mGA5DH-
Aktivitat erreicht werden konnte. Daher sollte nun die Fermentation von Glucose mit

diesen mGAS5DH-Uberproduktionsstammen untersucht werden.

52 Umsetzung von 550 mmoll?! Glucose mit wachsenden Zellen der

G. oxydans mga5dh-Uberproduzenten

Von den G. oxydans Stammen MF1 pBBR1MCSS5, pTB9014, MF1 pgdhgox_mga5dh
und MF1 ptufBgox_mgaSdh wurden Vorkulturen angezogen und Reaktionsgefaf3e mit
einer optischen Zelldichte von jeweils 1,5 inokuliert. Als Substrat wurde 550 mmol I**
Glucose eingesetzt, die unter konstanten Bedingungen mit einem Sauerstoff- und CO»-
Partialdruck von 10 % bzw. 0,05 %, einer Begasungsrate von 10 | h™ und einem pH-

Wert von 5,0 zu 5-KGA umgesetzt wurden. Es wurden in regelmafigen Abstanden
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Proben entnommen, die Gluconat- und 5-KGA-Konzentrationen Uber HPLC-Analytik

ermittelt (Abbildung 14) und die Bildungsraten und Ausbeuten errechnet (Tabelle 15).

Tabelle 15, Umsetzung von 550 mmol I'* Glucose mit mGA5DH-Uberproduzenten

Die Produktionsraten wurden anhand der Anderung der Substratkonzentration pro Zeit und Gramm
Trockengewicht errechnet, die maximalen Konzentrationen sind die Konzentrationen, die wahrend
des gesamten Versuchs maximal erreicht werden konnte. Die 5-KGA Ausbeute bezieht sich auf die

eingesetzte Glucosekonzentration

G. oxydans Stamm MF1 MF1
pBBR1MCS5 pTB9014

Gluconat-Produktionsrate [mmol 1 h-1 g TG] 35,9 36,9
5-KGA-Produktionsrate [mmol It ht g TG] 9,0 6,6
Maximale Gluconat-Konzentration [mmol 1] 377 348
Maximale 5-KGA-Konzentration [mmol |] 137 246
5-KGA-Ausbeute, t=72h [%)] 25 45

G. oxydans Stamm MF1 MF1

pmgdhg,,_mgasdh ptufB,,,_mgasdh

Gluconat-Produktionsrate [mmol It h't g1 TG] 28,1 29,6
5-KGA-Produktionsrate [mmol It ht g* TG] 11,2 12,5
Maximale Gluconat-Konzentration [mmol 1] 300 285
Maximale 5-KGA-Konzentration [mmol I] 283 280
5-KGA-Ausbeute, t=72h [%] 51 51

Durch den Austausch des naturlichen mga5dh-Promotors gegen die Promotoren
pmgdhgox und ptufBgox konnte sowohl eine Steigerung der mGASDH-Aktivitat (Tabelle
14) als auch der Produktbildungsraten (Tabelle 15) um bis zu 30 % erzielt und die
maximale 5-KGA-Konzentration im Vergleich zum Elternstamm G. oxydans MF1
pBBR1MCS5 Der MF1

ptufBgox_mga5dh mit dem unter Kontrolle des tufB-Promotors konstitutiv

nahezu verdoppelt werden. Stamm  G. oxydans
der
exprimierten mga5dh-Gen, stellte sich dabei als derjenige mit den hdchsten 5-KGA-
Bildungsrate von 12,5 mmol I* h* g* TG dar, so dass dieser Stamm als 5-KGA-

Produktionsstamm bzw. fur weitere Optimierungen zur 5-KGA-Bildung geeignet war.
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Abbildung 14, Umsetzung von 550 mmol I'* Glucose mit G. oxydans MF1 pBBR1MCS5 und
MF1 ptufBgox_mga5dh

550 mmol I" Glucose wurden durch A) G.oxydans MF1 pBBRIMCS5 als Kontrolle ohne
Uberexpression des mga5dh-Gens und B) G.oxydans MF1 ptufBgox_mga5dh (iber einen
Zeitraum von 72 Stunden umqesetzt. Symbole und Farben: = Glucose [mmol I']; == Gluconat
[mmol I']; =— 5-KGA [mmol I'"], =—optische Dichte bei 600 nm
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Vergleicht man die 5-KGA-Bildung der beiden G. oxydans Stamme MF1 pBBR1MCS5
und MF1 ptufBgox _mga5dh im zeitlichen Verlauf, so wird die maximale 5-KGA-
Bildungsrate innerhalb der ersten 10 Stunden nach Beginn der Biotransformation von
Glucose erreicht (Abbildung 14 A und B). In diesem Zeitraum befinden sich die Zellen
im exponentiellen Wachstum. Bei Eintritt in die stationdare Wachstumsphase, d.h. 8 bis
10 Stunden nach Beginn der Glucose-Biotransformation, ist sowohl ein deutlicher
Einbruch der 5-KGA-Bildung bei G.oxydans MF1 pBBR1MCS5, als auch bei
G. oxydans MF1 ptufBgox_mga5dh zu erkennen. Die Gluconat-Bildung scheint dabei in
beiden Stammen Wachstumsphasen-unabhangig zu sein, was schon bei der
Biotransformation von 550 mmol I'* Glucose mit G. oxydans DSM 2343 und G. oxydans
MF1 in Kapitel 4.1 beobachtet werden konnte. Wies die G. oxydans Kontrolle MF1
pBBR1MCS5 wahrend der exponentiellen Wachstumsphase noch eine 5-KGA-
Bildungsrate von ca. 9 mmol ' h™* g* TG auf, so verringerte sich diese Rate in der
stationaren Phase um 90 % auf ca. 0,9 mmol I'* h* g TG (Abbildung 14 A). 72 Stunden
nach Beginn der Biotransformation wurden durch den Kontrollstamm G. oxydans MF1
pBBRIMCS5 137 mmol I* 5-KGA mit einer Ausbeute von 25 % gebildet. Der
G. oxydans Stamm MF1 ptufBgox_mga5dh, bei dem die Expression des mga5dh-Gens
unter der Kontrolle des tufB-Promotors steht, zeigte im Vergleich zur Kontrolle
G. oxydans MF1 pBBR1MCS5 ebenfalls einen Einbruch in der 5-KGA-Bildungsrate bei
Eintritt in die stationdre Wachstumsphase (Abbildung 14 B). Im Gegensatz zur
G. oxydans Kontrolle MF1 pBBR1MCS5 wurde die 5-KGA-Bildung aber nicht um 90 %,
sondern nur um ca. 50 % von 12,5 auf 5,7 mmol I'* h* g* TG verringert. Die 5-KGA-
Konzentration nahm stetig zu, so dass 72 Stunden nach Beginn der Biotransformation
von 550 mmol I'* Glucose 280 mmol I* 5-KGA mit einer Ausbeute von 51 % gebildet
wurden. In beiden Fallen lagen am Ende der Umsetzung von 550 mmol I* Glucose
noch 325 mmol I* Gluconat bei G.oxydans MF1 pBBR1IMCS5 und 153 mmol I*
Gluconat bei G. oxydans MF1 ptufBgox_mga5dh vor, welches nicht weiter zu 5-KGA

umgesetzt wurde.

Da die 5-KGA-Bildung hauptsachlich wéhrend des Wachstums von G. oxydans
stattfand, ware eine Umsetzung von Glucose unter kontinuierlichen Bedingungen die
wahrscheinlich optimale Voraussetzung fir eine weitere Steigerung der 5-KGA-
Produktivitat. In diesem Fall miussten die G. oxydans Zellen permanent im Stadium der
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exponentiellen Wachstumsphase kultiviert werden, was durch kontinuierliche
Verdinnung des Mediums und dem Verwerfen von Uberschiissigem Zellmaterial

realisiert werden konnte.

5.3 Disruption des chromosomalen mga5dh-Gens

Die Uberexpression des gno-Gens der cytosolischen Gluconat:NADP® 5-
Oxidoreduktase auf der einen Seite, und die Uberexpression des mga5dh-Gens der
membrangebundenen Gluconat-5-Dehydrogenase auf der anderen Seite fUhrten zu
einer Steigerung der 5-KGA-Konzentration in G. oxydans. Um den relativen Anteil
dieser beiden Enzyme an der 5-KGA-Bildung bestimmen zu kdnnen, sollte das
membrangebunden mGA5DH-Enzym durch Insertion einer Antibiotikumresistenzgen-
Kassette in das chromosomale mga5dh-Gen inaktiviert werden. Die Inaktivierung des
mga5dh-Gens sollte dabei durch einen die Insertion tragenden Vektor tber doppelt
homologe Rekombination in die genomischen Region des mga5dh-Gens erfolgen. Der
Cluster des mga5dh-Gens (Abbildung 15), welcher aus den Genen mga5dhA und
mga5dhB besteht (Shinjoh et al., 2002b; Hoshino et al., 2003; Salusjarvi et al., 2004),
wurde dazu aus dem Genom von G. oxydans DSM 2343 amplifiziert und in den Vektor
pUC18 ligiert.

DslIdA5400R Sphl
EcoRlI mga5th

\
DSIdAZBOOIf

[ N |

G.oxydans mga5dh-Cluster
3603 bp

Abbildung 15, G. oxydans mga5dh-Cluster

Abkirzungen: DsldA2600F, DsldA5400R: Vorwarts- und Rickwarts-Primer zu Amplifikation des
mga5dh-Clusters; mga5dhA und mga5dhB: Offene Leserahmen A und B des mga5dh-Clusters;
EcoRI und Sphl: Erkennungssequenzen der Restriktionsenzyme

Der resultierende Vektor wurde pUC18/mga5dh genannt. FiUr die Insertion einer
Tetracyclinresistenz-Kassette (tet®) wurde die tet®-Sequenz durch Amplifikation aus
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dem Vektor pACYC184 erhalten, mit dem Plasmid pUC18/mga5dh ligiert und das
Konstrukt pUC18/mga5dh::tet® genannt (Abbildung 16).

PinAl (5731)

5" homologer )
mgaSdhA-Bereich 7//t
/

4

( pUC18/mgabdh::tetR

\ 5863 bp
rep
3" homologer
‘ mga5dhA-Bereich
\\ iﬁ/ PinAl (1795)
ampR

Abbildung 16, Plasmid pUC18/mga5dh::tet”
Abkiirzungen: tet®, Tetracyclinresistenzgen; amp®, Ampicillinresistenzgen; rep, Plasmid-
Replikations Protein. PinAl, Erkennungssequenz des Restriktionsenzyms PinAl

G. oxydans DSM 2343 wurde mit dem Plasmid pUC18/mga5dh::tet® transformiert und
die Klone durch Selektion auf Tetracyclin erhalten. Das Verwenden von Tetracyclin
erwies sich jedoch als nicht optimal, da nach einigen Tagen reproduzierbar auch die
Plasmid-freien G. oxydans Kontrollen auf den mit Tetracyclin supplementierten Agar-

Platten wuchsen und somit ein effizientes Screening der Mutanten nicht méglich war.

Tetracyclin wirkt in Gram-negativen Bakterien bakteriostatisch, indem es an die
30S-Untereinheit des Ribosoms bindet und so die Translation behindert (Buck &
Cooperman, 1990). Dabei ist die Bindung reversibel, weshalb Tetracyclin
bakteriostatisch und nicht bakteriozid wirkt (Chopra et al., 1992). Die Resistenz gegen
Tetracyclin  berunt auf der Expression von Tetracyclin-Transportern, die das
Antibiotikum aus dem Cytosol entfernen (Levy, 2002). Eine Datenbankrecherche des
G. oxydans DSM 2343 Genoms ergab, dass dieser Stamm Gene fur mehrere Multi-

Drug Resistance Proteine aufweist, von denen einige die Funktion von Efflux-Proteinen
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bzw. Permeasen oder ABC-Transportern haben. Ein Austransport von Tetracyclin durch
diese Proteine bzw. ein Zerfall von Tetracyclin unter den gewahlten
Inkubationsbedingungen kann daher als Grund fur das Wachstum der Kontrollen
angenommen werden. Da die Verwendung des bakteriostatisch wirkenden Tetracyclins
nicht zu einer eindeutigen Selektion der positiven Klone fuhrte, sollte das Konstrukt zur
Disruption des mga5dh-Gens umkloniert werden. Die verwendete Sequenz des
Tetracyclin-Gens wurde durch Restriktion des Vektors pUC18/mga5dh::tetR entfernt
und die Gene strA und strB, die fur eine Streptomycin-Resistenz (Streptomycin-Kinase)
kodieren, aus dem Plasmid pRS201/gno (Anhang, Abbildung 21) kloniert. Das Plasmid
pUC18/mga5dh::tetR ohne die Tetracyclin-Sequenz wurde anschlielend mit dem
strAB-Cluster ligiert und pUC18/mga5dh::strAB genannt (Abbildung 17). G. oxydans
DSM 2343 wurde mit pUC18/mga5dh::strAB transformiert und Klone durch Wachstum
auf Streptomycin-haltigen Platten selektiert. Die Elektroporation lieferte allerdings nur
eine sehr geringe Anzahl an Kolonien (10° bis 10* pg™® DNA), wobei sich diese nach
Uberprifung mittels PCR als einfach-Rekombinanten herausstellten. Ein doppelt
homologes Rekombinationsereignis konnte nicht festgestellt werden. Als alternatives
Deletionssystem sollte daher das bei Corynebacterium glutamicum erfolgreich etablierte
sacB-System (Schafer et al., 1994) benutzt werden.

Der Vektor pkl9mobsacB wird bei Corynebacterium glutamicum fur die ,in-frame*-
Deletion von Genen benutzt. Dieser tragt dabei terminale, homologe Bereiche des Ziel-
Gens, sowie ein Kanamycinresistenzgen. Der Zielorganismus wird mit dem
Vektorkonstrukt transformiert. Zellen, bei denen der Vektor Uber homologe
Rekombination in das Genom integriert ist, sind Kanamycin-resistent und kénnen in
Anwesenheit von Kanamycin wachsen. Die Besonderheit des sacB-Systems liegt in der
Expression des auf dem Plasmid zusatzlich befindlichen sacB-Gens. Dieses kodiert fur
eine cytosolische Levansucrase, ein Enzym, welches intrazellular die Polymerisation
von Saccharose mit D-Glucose zu Levan katalysiert und so das Wachstum stark
beeintrachtigt, und schlief3lich zum Tod der Zellen fuhrt (Schafer et al., 1994) (Anhang,
Abbildung 25). Nach dem ersten Rekombinationsereignis werden die erhaltenen Klone
auf Saccharose-Platten ausgestrichen und nur die Klone, bei denen die zweite
Rekombination stattgefunden hat, konnen, aufgrund des Verlustes des Vektors und

somit des sacB-Gens, weiter wachsen. Die Klone, bei denen der Vektor nicht durch
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Rekombination aus dem Genom entfernt wird, bilden durch die Levansucrase Levan.
Auf diese Weise wird die zweite homologe Rekombination erzwungen, und der Rest-
Vektor aus dem Genom entfernt (Schéfer et al., 1994) (Anhang, Abbildung 26).

3" homologer
- ,/mganhA-Bereich

Ny

strBR
- Avill (1103)

pUC18/mga5dh::strAB /“‘
6735 bp / |

ampR
Y/ Avill (2126)

rep

StrAR

5 homologer
mga5dhA-Bereich A\
Avill (3959)_// /O

_ e
Avill (3912)

Abbildung 17, pUClSlmganh::strAB
Abkiirzungen: strA®, strBX Gene fiir Streptomycinresistenz; amp®,Gen fiir eine Ampicillinresistenz;
rep, Plasmid-Replikations Protein

Fur die Konstruktion eines pkl9mobsacB-basierenden Deletionsvektors wurde das
Plasmid pUC18/mga5dh::strAB (Abbildung 17) mit Avill geschnitten, das Plasmid
pk19mobsacB mit Smal geschnitten und anschlie3end dephosphoryliert. Der homologe
Bereich mit dem integrierten strAB-Cluster (Anhang, Abbildung 27) wurde daraufhin mit
pk19mobsacB ligiert und das fertige Konstrukt pk19mobsacB/mga5dh::strAB genannt
(Abbildung 18). G. oxydans MF1 wurden mit dem Helferstamm E. coli HB101, und dem
Donorstamm, E. coli pkl9mobsacB/mga5dh::strAB Uber Konjugation transformiert.
Nach ca. 16 stindigem Wachstum der drei Stamme, wurden diese abgeschwemmt und
auf Streptomycin-haltigen Platten kultiviert. Die erhaltenen G. oxydans Klone wurden
anschlieBend auf Saccharose-Platten kultiviert und mittels PCR hinsichtlich der
Insertion des strAB-Clusters in das mga5dh-Zielgen untersucht (Anhang, Abbildung 27).
Fir den Nachweis der Integration des strAB-Operons in das mga5dh-Operon wurden
PCR-Reaktionen mit dem Vorwarts-Primer p_sldh_Gox_for und dem Rickwartsprimer
strA-primerl durchgefiihrt (Abbildung 19).
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5" homologer

;mganhA-Bereich
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ori FstrB

pK19mobsacB/mga5dh::strAB
9600 bp

sacB 3" homologer

mga5dhA-Bereich

kanR

Abbildung 18, Plasmid BklgmobsacB/mganh::strAB
Abkirzungen: strAR, strB¥ Gene fiir Streptomycinresistenz; kan®,Gen fur eine Kanamycinresistenz;
oriT, ,Origin of transfer®, Region, an denen die Konjugationsproteine den Plasmidtransfer einleiten;

sacB, Gen fir eine Levansucrase
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Abbildung 19, PCR zum Nachweis der Deletion des chromosomalen mga5dh-Gens
Abkirzungen: A) 1 bis 14 und B) 1 bis 14, getestete G. oxydans MF1 Klone. 15 A) und 15 B),
Kontrolle, G. oxydans DSM 2343
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Die PCR-Amplifikate fur die Integration der strAB-Gensequenz in das mga5dh-Gen
hatten eine erwartete Lange von 1106 bp (Abbildung 19). In insgesamt 11 G. oxydans
MF1 Klonen konnte anhand des amplifizierten PCR-Fragments eine Insertion der strAB-
Gensequenz in das genomische mga5dh-Gen nachgewiesen werden. Die Kontrolle
G. oxydans DSM 2343 zeigte kein Signal unter den gleichen Bedingungen. Eine
Inaktivierung des mga5dh-Gens durch Insertion einer Streptomycin-Kassette war somit
durch den Einsatz des pkl19mobsacB-Systems Uber doppelt homologe Rekombination
erreicht worden. Die resultierenden G. oxydans MF1 Mutanten wurden daraufhin
hinsichtlich der 5-KGA Bildung bei Umsatz von Glucose und Gluconat untersucht. Zur
Uberprifung der Inaktivierung des mGASDH-Proteins durch Insertion des strAB-
Clusters in das chromosomale mga5dh-Gen wurden G. oxydans MF1 mga5dh::strAB
Klone und der Elternstamm MF1 als Kontrolle in 6 ml Vollmedium mit 200 pg mi™
Streptomycin und jeweils 100 mmol I* Glucose/Gluconat als Substrat iiber einen
Zeitraum von 48 h kultiviert. Nach 24 und 48 Stunden wurden Proben entnommen und
die Gluconat- und 5-KGA-Konzentration bestimmt (Tabelle 16).

Tabelle 16, Umsetzung von 100 mmol I'* Glucose/Gluconat mit G. oxydans MF1 und

G. oxydans MF1 mga5dh::strAB

Die Proben fir die HPLC-Analytik wurden jeweils nach 24 und 48 h entnommen und die 5-KGA-
und Gluconat-Konzentrationen bestimmt.

G. oxydans Stamm MF1 MF1
mga5dh::strAB
Gluconat [mmol I'Y]t =24 h 98,6 127,2
Gluconat [mmol I'Y]t =48 h 82,9 114,6
5-KGA [mmol ] t = 24 h 45,0 7.1
5-KGA [mmol I'Y]t =48 h 71,3 14,2

Vergleicht man die maximalen 5-KGA-Konzentrationen von G. oxydans MF1 und MF1
mgabdh::strAB nach 48 h, so wurde durch die Inaktivierung des mga5dh-Gens die
5-KGA-Konzentration in MF1 mga5dh::strAB um ca. 80 % verringert. Die geringen
5-KGA-Konzentrationen, die trotz Inaktivierung des mga5dh-Gens am Ende des

69



Ergebnisse

Experiments vorlagen, wurden sehr wahrscheinlich durch die cytosolische
Gluconat:NADP* 5-Oxidoreduktase (GNO) gebildet, welche in G. oxydans MF1
mga5dh::strAB weiterhin aktiv war. Durch die Insertion einer Streptomycin-Kassette in
das chromosomale mga5dh-Gen von G. oxydans MF1 konnte die Inaktivierung der
membrangebundenen mGAS5DH erreicht, und die 5-KGA Produktion um 80 % im
Vergleich zum G. oxydans Elternstamm MF1 verringert werden. Folglich wurde
nachgewiesen, dass die membrangebundene mGA5DH in G. oxydans MF1 unter den
gewahlten Bedingungen hauptsachlich fir die Bildung von 5-KGA verantwortlich ist.
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Diskussion

Weinsaure wird in der Lebensmittel- und Pharmaindustrie eingesetzt und herkdmmlich
Uber ein aufwendiges chemisch/physikalisches Verfahren aus dem bei der Weinkelterei
anfallenden Weinstein gewonnen (Hungerbihler & Seebach, 1981; Haberstroh &
Hustede, 1983; Palma & Barroso, 2002). Das Essigsaurebakterium
Gluconobacter oxydans besitzt Oxidoreduktasen und Dehydrogenasen, mit denen
Glucose regiospezifisch zu der Zuckersaure 5-Keto-D-Gluconsaure (5-KGA) oxidiert
werden kann (Shinagawa et al., 1983; De Ley et al., 1984; Adachi et al., 2001). 5-KGA
kann dabei als Vorlaufermolekll chemisch-katalytisch in Weinsaure und Oxalsaure
gespalten werden (Kheshgi et al., 1954; Matzerath et al., 1995). Ziel dieser Arbeit war
es, einen Gluconobacter Stamm zu entwickeln, der 5-KGA mit hohen Ausbeuten und
gesteigerten Bildungsraten aus dem Substrat Glucose produziert und in dem die
Bildung von Nebenprodukten ausgeschaltet ist. Die 5-KGA-Bildung mit einem derartig
modifizierten G. oxydans Stamm, in Kombination mit einer anschliel3enden chemischen
Katalyse, stellt eine Alternative zur herkdmmlichen chemischen Weinsauregewinnung

dar.

Auswahl eines geeigneten 5-KGA Produktionsstammes

Zu Beginn der Arbeit wurden die vorhandenen G. oxydans Stamme beziglich der
Produktspektren bei Oxidation von Glucose untersucht und dabei besonders hinsichtlich
der Bildung von 5-KGA verglichen. Grundsatzlich wurde festgestellt, dass jedem
G. oxydans Stamm ein unterschiedliches Produktspektrum und unterschiedliche
Produktbildungsraten zugeordnet werden kénnen, so dass die G. oxydans Stamme
DSM 2343, DSM 3503 und DSM 3504 aus dem Substrat Glucose unterschiedliche
Mengen der moglichen Oxidationsprodukte Gluconat, 2-KGA, 5-KGA und 2,5-DKGA
bildeten (Weenk et al., 1984). Die Variationen der Produkte und Bildungsraten innerhalb
der Gluconobacter Gattung sind dabei auf die Vielzahl der verschiedenen Enzyme und
deren Aktivitaten zurtickzufihren, die sich von Stamm zu Stamm unterscheiden (Weenk
et al., 1984). Da zu Beginn der Arbeit G. oxydans DSM 2343 der einzige Stamm watr,
dessen vollstandige Genomsequenz vorlag, war ein Vergleich mit anderen Stammen
auf Genomebene nicht méglich (Prust et al., 2005). Der G. oxydans Stamm DSM 2343
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bildete im Vergleich die hoéchsten 5-KGA-Konzentrationen bei Biotransformation von
Glucose und wurde daher als Ausgangsstamm fir die Verbesserung der 5-KGA-Bildung

ausgewahlt.

Weenk et al. (1984) untersuchten 11 unterschiedliche G. oxydans Stdmme mit
Schwerpunkt auf der Keto-Gluconat-Bildung und zeigten, dass G. oxydans DSM 2343
hauptsachlich 5-KGA bildet, wahrend die Experimente mit G. oxydans DSM 3503, die
diesen Stamm als Gluconat-Produzenten kennzeichnen, durch die Arbeiten von
Silberbach et al. (2003) bestatigt werden konnten. Im Gegensatz zu G. oxydans DSM
2343 und DSM 3503 besitzt G. oxydans DSM 3504 ein zuséatzliches Enzym, wodurch
2,5-di-Keto-Gluconat (2,5-DKGA) als Hauptprodukt gebildet wurde (Pujol & Kado,
2000). Diese Ergebnisse stimmen nicht mit den Daten von Beschkov et al. (1995)
Uberein, die den G. oxydans Stamm NBIMCC 1043, einen G. oxydans DSM 3504 -
ahnlicher Stamm, als besten 5-KGA Produzenten beschrieben. Die dort erzielte 5-KGA
Ausbeute von 70 % wurde dabei mit einem pH-Wert von 3,5 und einer Temperatur von
28 °C erreicht. Dies ist erstaunlich, da fur die 5-KGA-Bildung gemald Weenk et al.
(1984) ein pH-Wert zwischen 5,0 und 6,0 optimal ist und unterhalb von pH 4,0 keine
Keto-Gluconate mehr gebildet werden. In den Arbeiten von Silberbach et al. (2003)
konnte zudem gezeigt werden, dass der G. oxydans Stamm NBIMCC 1043 (Beschkov
et al., 1995) hauptsachlich 2,5-di-Keto-Gluconat und nur zu ca. 10 % 5-KGA bildet.
Daher sind sowohl die Angaben zur 5-KGA Menge als auch zur Ausbeute in den
Arbeiten von Beschkov et al. (1995) vermutlich falsch und G. oxydans NIBMCC 1043,
anders als beschrieben, eher zur 2,5-DKGA- und nicht zur 5-KGA-Bildung geeignet.

Produktion von 5-KGA mit cytosolischen Enzymen

Schon 1964 wurde erkannte, dass 5-KGA in Gluconobacter oxydans, bzw. Acetobacter
suboxydans, sowohl durch cytosolische, NADP*-abhangige Enzyme, als auch durch
membrangebundene, PQQ-abhéngige Enzyme gebildet werden kann (Galante et al.,
1964). Ein aus G. oxydans IFO 12528 isoliertes, cytosolisches Enzym wurde als 5-KGA
Reduktase (c5KGR) beschrieben und zeigte bei Verwendung des Cofaktors NADP*
bzw. NADPH neben Gluconat-oxidierenden auch 5-KGA-reduzierende Eigenschaften
(Adachi et al., 1979b; Ameyama & Adachi, 1982). Klasen et al. (1995) isolierten und
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charakterisierten eine Gluconat:NADP* 5-Oxidoreduktase (GNO) aus G. oxydans DSM
3503, die vergleichbare Reaktionen mit Gluconat und 5-KGA aufwies, wie das
beschriebene Enzym aus den Arbeiten von Ameyama und Adachi (1982). Das GNO-
Protein wurde als eine so genannte ,Short-Chain“ Dehydrogenase identifiziert und das
entsprechende Gen mit Hilfe des Plasmids pRS201P/gno in G. oxydans DSM 3503
uberexprimiert (Klasen et al., 1995). Durch die Uberexpression des gno-Gens konnte
mit G. oxydans DSM 3503 eine 85-fache Erh6éhung der in vitro Gluconat-5-
Dehydrogenase Aktivitat erzielt werden (Klasen et al., 1995). Die Verwendung des gno-
Uberexpressionsplasmids pRS201P/gno von Klasen et al. (1995) fiihrte im Rahmen der
vorliegenden Arbeit in G. oxydans DSM 2343 ebenso zu einer Uberproduktion des
cytosolischen GNO-Proteins, jedoch nur zu einer 25-fachen Erhéhung der spezifischen
Enzymaktivitat. Dabei sind die Unterschiede in den gemessenen GNO-Aktivitaten
zwischen der Arbeit von Klasen et al. (1995) und der vorliegenden Arbeit vermutlich auf
die verschiedenen G. oxydans Stammbhintergriinde zurtickzufiihren; Klasen et al. (1995)
verwendete zur Uberproduktion der GNO den G. oxydans Stamm DSM 3503.

Der GNO-Uberproduzent G.oxydans DSM 2343 pRS201P/gno zeigte bei der
Biotransformation von Glucose, im Vergleich zum Elternstamm G. oxydans DSM 2343,
eine verringerte 5-KGA Bildung und eine erhdhte Gluconat-Konzentration. In den
Arbeiten von Klasen et al. (1995) fuhrte die Umsetzung von Glucose mit dem GNO-
Uberproduktionsstamm G. oxydans DSM 3503 pRS201P/gno ebenfalls zu keiner
signifikanten Erhohung der 5-KGA-Konzentration. Eine Uberprifung des NADP-
Nukleotidpools ergab hingegen, dass die Konzentration von NADP" in G. oxydans DSM
3503 pRS201P/gno stark verringert und die Konzentration von reduziertem NADPH
dementsprechend stark erhoht war. Da das von Klasen et al. (1995) uberproduzierte
GNO-Protein die Funktion einer cytosolischen 5-KGA/Gluconat-Oxidoreduktase hat,
waren sowohl die Oxidation von Gluconat mit NADP®, als auch die Reduktion von
5-KGA mit NADPH mdglich (Klasen, 1995). Eine Konzentrationserhbhung des
Cofaktors NAPDH, wie sie von Klasen et al. (1995) beobachtet wurde, fiihrte daher bei
der Umsetzung von Glucose moglicherweise zur einer Verschiebung des
Reaktionsgleichgewichtes auf die Seite der 5-KGA Reduktion, und damit zu einer
Zunahme der Gluconat-Konzentration. Zusétzlich zur cytosolischen GNO hat
G. oxydans DSM 2343 eine cytosolische Glucose-Dehydrogenase (cGDH) welche
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Glucose ebenfalls unter Verwendung des Cofaktors NADP* zu Gluconat reduziert und
damit das Redox-Gleichgewicht weiter auf die Seite des NADPH verschiebt (Adachi et
al., 1980; Pronk et al., 1989). Die Erhohung des NADPH-Pools filhrte somit sowohl in
G. oxydans DSM 2343 pRS201P/gno als auch G. oxydans DSM 3503 pRS201P/gno zu
keiner Verbesserung der 5-KGA-Produktivitat (Okamoto, 1963b; Okamoto, 1963a). Aus
diesem Grund sollte durch die Expression des Gens einer cytosolischen
Transhydrogenase (UDHA) aus E. coli in dem gno-Expressionsstamm G. oxydans DSM
2343 pRS201P/gno der Hydridtransfer von NADPH zu NAD" erreicht werden und somit
das Reaktionsgleichgewicht wieder auf die Seite der 5-KGA Bildung verschoben
werden (Boonstra et al, 1999; Sauer et al, 2004). Diese Methode der
Cofaktorregenerierung wurde bereits bei der Bildung des semisynthetischen Opiats
Hydromorphon zur Produktivitatssteigerung angewendet (Boonstra et al., 2000). In der
vorliegenden Arbeit verlief die Umsetzung von Glucose mit G. oxydans DSM 2343
pRS201P/gno/udha, in dem das udhA-Gen der cytosolischen Transhydrogenase
coexprimiert wurde, verstarkt in Richtung der 5-KGA-Bildung. Klasen et al. (1995)
versuchten wahrend ihrer Arbeiten eine Reoxidation des NADPH-Pools durch die
Expression einer NADPH-Oxidase, OYE (old yellow enzyme) aus S. carlsbergensis zu
erreichen. In Experimenten zur Umsetzung von Glucose mit dem auf diese Weise
modifizierten G. oxydans Stamm konnte jedoch kein Effekt auf die NADP*-Regeneration
und damit auf die 5-KGA-Produktivitat nachgewiesen werden, vermutlich wegen der zu
geringen Aktivitat von OYE (Klasen, 1995). Das Prinzip der NADP’-
Cofaktorregenerierung durch eine zuséatzlich eingefiihrte heterologe Transhydrogenase

konnte in dieser Arbeit erfolgreich zur 5-KGA-Bildung in G. oxydans eingesetzt werden.

Inaktivierung der membrangebundenen Gluconat-2-Dehydrogenase, mGA2DH

Die Umsetzungen von Glucose mit G. oxydans DSM 2343 haben gezeigt, dass dieser
Organismus 2-KGA, 5-KGA und Gluconat als Oxidationsprodukte bildet. Um eine
maoglichst hohe 5-KGA-Ausbeute und Produktivitdt zu erzielen wurde das Gen der
membrangebundenen, FAD-abhangigen Gluconat-2-Dehydrogenase (MGA2DH) durch
Insertion einer Kanamycin-Kassette inaktiviert (Shinagawa & Ameyama, 1982a; Elfari et
al., 2005). Die so konstruierte Mutante G. oxydans MF1 zeigte keine Bildung des

unerwinschten Produktes 2-KGA und wies zudem im Vergleich zum Wildstamm eine
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erhohte 5-KGA-Produktivitdt und eine 5-KGA-Ausbeute bis zu ca. 95 % auf. Durch Tn5-
Transposon Mutagenese wurde in G. oxydans ATCC 9937 das ribF-Gen inaktiviert, und
fuhrte in der entsprechende Mutante zur einer Verringerung der 2-KGA-bildenden
Aktivitat um 77 % (Gupta et al., 1999). Das ribF-Gen kodiert fir ein Protein, welches
den Cofaktor FAD bildet (Mack et al., 1998). Da FAD in der membrangebundenen
Gluconat-2-Dehydrogenase kovalent gebunden und essentiell fir die Oxidation von
Gluconat zu 2-KGA ist, konnte auf diese Weise die 2-KGA-Bildung ebenfalls verringert
werden (Gupta et al., 1999). Matsushita et al. (2003) deletierten das Gen einer Glycerin-
Dehydrogenase in G. oxydans IFO 3257 und zeigten, dass die 5-KGA-Bildung in der
resultierenden Mutante ausblieb. Zusatzlich war in dieser Mutante die 2-KGA-
Produktivitat erhoht, die Aktivitat der membrangebundenen Glucose-Dehydrogenase
jedoch verringert (Matsushita et al., 2003). Als Erklarung fir die héheren 2-KGA-
Ausbeuten nahmen sie an, dass sowohl die im Periplasma befindliche
membrangebundene  Gluconat-2-Dehydrogenase, als auch die  Glycerin-
Dehydrogenase (Gluconat-5-Dehydrogenase) um das Substrat Gluconat konkurrieren,
und dass bei Ausschaltung eines der beiden Enzyme, das andere Gluconat ungehindert
umsetzen kann (Matsushita et al., 2003). Ein Grund fir die um ca. 30 % herabgesetzte
spezifische Aktivitat der membrangebundenen Glucose-Dehydrogenase (mGDH) in der
Mutante, wurde jedoch nicht formuliert. Gupta et al. (1997) deletierten das mGDH-Gen
in G. oxydans ATCC 9937 und beobachteten in der Mutante, dass sich die spezifischen
Aktivitaten der membrangebundenen Enzyme Gluconat-2-Dehydrogenase und 2-Keto-
Gluconat-Dehydrogenase verdoppelten, bzw. verfinffachten. Sie erklarten die Zunahme
der spezifischen Aktivitat beider Enzyme mit dem Einfluss polarer Effekte, verursacht
durch die Methode der Transposon-Mutagenese. Dadurch sollte die Regulation der
Expression beider Gene aufgehoben und somit die entsprechenden Proteine verstarkt
gebildet worden sein (Gupta et al., 1997). Es erscheint sehr unwahrscheinlich, dass
durch die Transposon-Mutagenese des mgdh-Gens genau diese beiden Gene anderer
membrangebundener Dehydrogenasen dereguliert wurden. Vielmehr ist anzunehmen,
dass sich sowohl in der Mutante von Matsushita et al. (2003), als auch in der von Gupta
et al. (1997) die Zusammensetzung der Proteine gedndert hat, welche in der
Periplasmamembran verankert sind. Durch die Mutation, und den damit bedingten
Wegfall eines Membranproteins, verringerte sich die Gesamtprotein Konzentration der
Membranen und fiihrte damit zu einer Erhdéhung der spezifischen Aktivitaten der
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verbleibenden Proteine. Der Wegfall des konkurrierenden mGA2DH-Enzyms war daher
auch fur die Zunahme der 5-KGA Produktivitat und Ausbeute in G. oxydans MF1 im
Vergleich zum Elternstamm G. oxydans DSM 2343 verantwortlich.

Inaktivierung der membrangebundenen Gluconat-5-Dehydrogenase, mGA5DH

Es wurde postuliert, dass die cytosolische GNO hauptsachlich fur die Bildung von
5-KGA in G. oxydans DSM 3503 verantwortlich ist (Klasen 1995). Shinagawa et al.
(1999) bezweifelten diese Vermutung und gaben an, dass in G. oxydans IFO 12528 ein
membrangebundenes, PQQ-abhangiges Enzym die Oxidation von Gluconat zu 5-KGA
katalysiert (Hoshino et al., 2003; Matsushita et al., 2003; Salusjarvi et al., 2004). Wegen
dieser Unklarheit sollte die Frage der Lokalisation der 5-KGA-Bildung im Rahmen dieser
Arbeit fur G. oxydans DSM 2343 geklart werden. Dazu wurde das mga5dh-Gen der
membrangebundenen Gluconat-5-Dehydrogenase in G. oxydans DSM 2343 durch
Insertion einer Streptomycinkassette inaktiviert. Die resultierende Mutante zeigte eine
um 80 % verringerte 5-KGA-Bildung, wobei die Restaktivitat von 20 % auf das
Vorhandensein des cytosolischen GNO-Proteins zurtickgefihrt werden kann. Dieses
Ergebnis zeigte die Dominanz der mGA5DH hinsichtlich der 5-KGA Bildung in dem
untersuchten G. oxydans Stamm DSM 2343. Shinjoh et al. (2002b) inaktivierten das
sldA-Gen einer membrangebundenen Sorbit-Dehydrogenase in G. suboxydans IFO
3255 und G. suboxydans IFO 3257 und beobachteten ebenfalls eine Reduktion der
5-KGA-Bildung. Eine andere Arbeitsgruppe deletierte das gleiche Gen und konnte
zusatzlich beobachten, dass auch die Umsetzung von Mannit zu Fructose, Sorbit zu
Sorbose und Glycerin zu Dihydroxyaceton verhindert wird (Matsushita et al., 2003).
Dieses mGA5DH-Protein, welches unter anderem als D-Gluconat-Dehydrogenase
(Shinagawa et al., 1999), D-Arabitol-Dehydrogenase (Adachi et al., 2001), D-Sorbit-
Dehydrogenase (Sugisawa & Hoshino, 2002) oder auch D-Glycerin-Dehydrogenase
(Matsushita et al., 2003) beschrieben wurde, weildt ein breites Substratspektrum auf
und wurde daher als Polyol-Dehydrogenase bezeichnet (Shinjoh et al., 2002b), wobei
die hochste spezifische Aktivitat mit dem Substrat meso-Erythritol erzielt wurden
(Matsushita et al., 2003).

Es konnte somit gezeigt werden, dass die membrangebundene Gluconat-5-, bzw.
Polyol-Dehydrogenase (MGA5DH) in G. oxydans DSM 2343, verglichen mit der
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cytosolischen Gluconat:NADP* 5-Oxidoreduktase (GNO), hauptséachlich fur die 5-KGA-

Bildung verantwortlich ist.

Optimierung der 5-KGA-Bildung in G. oxydans

Neben der Produktion von 5-KGA mit cytosolischen Enzymen wurde versucht, die
5-KGA-Bildung durch die Uberproduktion membrangebundener Dehydrogenasen zu
erhéhen. Das mga5dh-Gen wurde daher sowohl mit eigenem Promotor, als auch mit
Promotoren anderer homologer und heterologer Gene exprimiert. Dabei konnte der von
Saito et al. (1997) bereits erfolgreich fiur die Expression des Sorbose/Sorboson-
Dehydrogenase Gen-Clusters (sdh/sndh) verwendete tufB-Promotor aus E. coli zur
Steigerung der mga5dh-Genexpression in G. oxydans eingesetzt werden. Neben dem
tufB-Promotor aus E. coli wurden auch erstmals G. oxydans-eigene Promotoren zur
Steigerung der homologen Genexpression eingesetzt. So wurde in Anlehnung an den
tufB-Promotor aus E. coli der entsprechende homologe tufB-Promotor aus G. oxydans
fur die Expression des mga5dh-Gens verwendet. Da sich anhand der durchgefiihrten
Transkriptanalysen eine konstitutive Expression des mgdh-Gens gezeigt hatte, wurde
auch dieser mgdh-Promotor fiir die mga5dh-Expression genutzt. Die Uberexpression
des mga5dh-Gens mit diesen homologen und heterologen Promotoren flihrte zu einer
Steigerung der 5-KGA-Bildung in G. oxydans DSM 2343, so dass 5-KGA-
Konzentrationen von bis zu 300 mmol I erreicht werden konnten. Salusjarvi et al.
(2004) isolierten das mga5dh-Gen aus G. suboxydans IFO 12528 und exprimierten
dieses anschlieRend in E. coli XL-1 Blue uber. Die Biotransformation von Glucose zu
5-KGA war, ungeachtet der Tatsache, dass der notwendige Cofaktor PQQ in E. coli
supplementiert und die mga5dh-Genexpression induziert wurde, nicht erfolgreich
(Matsushita et al., 1997). Dieses Ergebnis entspricht nicht den Erwartungen, da gezeigt
wurde, dass die membrangebundene Glucose-Dehydrogenase (mGDH) in E. coli als
apo-Enzym vorliegt und durch Zugabe von PQQ und CaCl, zum holo-Enzym aktiviert
werden kann (Dewanti & Duine, 1998; Yamada et al., 2003; Elias et al., 2004). Unter
Verwendung des Substrats Gluconat wurde erstaunlicherweise eine Bildung von 5-KGA
durch die ebenfalls PQQ-abhédngige membrangebundene Gluconat-5-Dehydrogenase
beobachtet, was die Ergebnisse von Salusjarvi et al. (2004) inkonsistent erscheinen
lasst.
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In dieser Arbeit wurde versucht, durch Erh6hung der Glucose-Konzentration die 5-KGA-
Bildung zu steigern (Kapitel 4.1). Die in den entsprechenden Biotransformationen
erzielten 5-KGA-Konzentrationen waren Uberraschenderweise geringer, als in den
Versuchen mit weniger Glucose (Kapitel 2.4). Der hemmende Einfluss von hohen
Glucose-Konzentrationen auf die 5-KGA-Bildung wurde bereits in friheren
Experimenten beobachtet (Stubbs et al., 1940; Kheshgi et al., 1954). Neben der
resultierenden 5-KGA-Konzentration war sowohl das Wachstum als auch die maximale
optische Dichte bei Biotransformationen mit der 4-fachen Glucose-Menge (550 mmol I™!)
verringert. Levering et al. (1988) stellten folgende Hypothese auf, die beide
Beobachtungen erklaren konnte. Bei der Oxidation von Glucose zu Gluconat werden in
G. oxydans die Elektronen uber die membrangebundene Glucose-Dehydrogenase auf
Ubichinon-10 (Qio) Ubertragen und das reduzierte QioH, Uber eine Cytochrom o
Oxidase wieder zu Ubichinon oxidiert (Daniel, 1970; Matsushita et al., 1987; Matsushita
et al., 1989). Die Oxidation von Glucose findet dabei mit einer sehr hohen Aktivitét statt,
so dass der in der Periplasmamembran befindliche Ubichinon Pool schneller reduziert
wird, als er durch die Cytochrom o Oxidase oxidiert werden kann (Levering et al., 1988;
Pronk et al.,, 1989). Nachfolgende Reaktionen, wie die Umsetzung von Gluconat zu
5-KGA durch die membrangebundene, PQQ-abhéngige Gluconat-5-Dehydrogenase,
konnen nur mit verringerter Aktivitat stattfinden, da der fir die Elektronenaufnahme
notwendige oxidierte Cofaktor Qi nicht ausreichend zur Verfigung steht. Erst nach
Verringerung der Glucose Konzentration konnte das mGAS5DH-Enzym Gluconat mit
maximaler Aktivitat zu 5-KGA umsetzen. Die dennoch insgesamt geringere Einspeisung
von Elektronen in die Atmungskette fihrt zu einem niedrigeren Membranpotential und
Energiestatus der Zelle. Folglich verlangsamt sich das Wachstum des Organismus. In
Acetobacter calcoaceticus wurde eine vergleichbare Beobachtung gemacht. Dieser
Organismus zeigte bei Wachstum mit den C-Quellen Acetat und Glucose ein besseres
Wachstum, als mit Acetat alleine (van Schie et al., 1987). Die Oxidation von Glucose
verlief in A. calcoaceticus ebenfalls Uber eine membrangebundene Glucose-
Dehydrogenase zu Gluconat und die damit verbundene Erzeugung eines
Protonengradienten bzw. Energie in Form von ATP verstarkte das Wachstum der Zellen
(van Schie et al., 1985). Ein weiteres Beispiel fur die Rolle membrangebundener, PQQ-

abhangiger Polyol-Dehydrogenasen bei der Energiebereitstellung konnte in
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Gluconacetobacter diazotrophicus beobachtet werden, bei dem die Oxidation von

Xylose zu Xylonat mit der Wachstumsrate korrelierte (Luna et al., 2002).

Die Biotransformation von Glucose uber Gluconat zu 5-KGA wurde als sequentielle
Reaktion beschrieben, bei der die 5-KGA-Bildung erst dann eintritt, wenn Glucose fast
verbraucht war (Weenk et al., 1984). Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigten, dass die
5-KGA-Bildung unmittelbar mit dem Vorhandensein von Gluconat begann, was bereits
von Stadler-Szoke et al. (1980) beobachtet wurde. Daher héngt die maximale 5-KGA-
Konzentration und der zeitliche Verlauf der 5-KGA-Bildung mit grolRer
Wahrscheinlichkeit von der Glucose Anfangskonzentration und dem durch die mGDH

Uberlasteten Atmungskette ab (Levering et al., 1988).

Der negative Einfluss hoher Glucose-Konzentrationen auf die 5-KGA-Produktivitat
wurde sowohl in dieser Arbeit als auch in den Arbeiten von Weenk et al. (1984)
festgestellt. Daher wurde die Glucosekonzentration wahrend des Wachstums
kontrolliert. Durch kontinuierliche Zugabe einer Glucose-Losung zu den wachsenden
G. oxydans Zellen konnte eine lineare Zunahme der 5-KGA-Konzentration bei
gleichzeitiger, verringerter Gluconat-Bildung erreicht werden. Nachdem die Zellen die
stationdre Wachstumsphase erreicht hatten, endete die 5-KGA-Bildung und Gluconat
akkumulierte. Im Gegensatz dazu war die Aktivitdt der mGDH von der
Wachstumsphase unabhéngig. Da beide an der 5-KGA-Bildung beteiligten Enzyme
mGDH und mGA5DH an die Atmungskette gekoppelt sind, konnte eine Abnahme des
Ubichinonpools oder eine Inaktivierung der Cytochrom o Oxidase als Grund fur die
Beendigung der 5-KGA-Bildung ausgeschlossen werden (Ameyama et al., 1981). Es
stellte sich somit die Frage nach dem Grund fur dieses unterschiedliche Verhalten der
beiden G. oxydans Enzyme. Von der membrangebundenen Glucose-Dehydrogenase
aus G. suboxydans IFO 12528 ist bekannt, dass nach Isolierung und Rekonstitution des
Enzyms mit Ca®’, PQQ, Ubichinon-10 und der Cytochrom o Oxidase in
Proteoliposomen ein Minimalsystem erzeugt wird, welches sowohl die Oxidation von
Glucose zu Gluconat, als auch das Ausbilden eines Membranpotentials erméglicht
(Matsushita et al., 1989). Dabei sind das divalente Ca?*-Kation und der Cofaktor PQQ
essentiell fur die Umsetzungsreaktion von Glucose zu Gluconat, bzw. fir alle PQQ-

abhangigen Dehydrogenasen, die an die Atmungskette gekoppelt sind (Hommes et al.,
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1991; Zheng & Bruice, 1997; Anthony, 2001; Sato et al., 2001; Anthony, 2004).
Zusatzlich ist von der mGDH aus G. suboxydans IFO 12528, einem G. oxydans DSM
2343 ahnlichen Stamm, bekannt, dass durch Zugabe des Metallkomplexbildners EDTA,
PQQ bzw. Ca?* nicht aus dem Enzym entfernt werden kann, und dass dieses daher als
sehr stabil beschrieben wurde (Ameyama et al., 1981; Matsushita et al., 1994). Von der
membrangebundenen Glycerin-Dehydrogenase aus G. industrius, dem Enzym, das der
Polyol-Dehydrogenase und damit der mGAS5DH entspricht, ist wiederum bekannt, dass
die Affinitdit von PQQ zu diesem Enzym sehr gering ist (Ameyama et al., 1985b;
Matsushita et al., 1994; Matsushita et al., 2003). Experimente, in denen Zellen von
Acetobacter aceti IFO 3284 wiederholt mit Wasser gewaschen wurden zeigten zudem,
dass PQQ aus dem Protein ausgeldst werden konnte (Ameyama et al., 1985a). In
anderen Experimenten wurde beim Abbau von membranstandigen, PQQ-haltigen
Enzymen in der stationaren Wachstumsphase der Cofaktor in das Medium abgegeben
und dort durch Aminosauren oder andere nukleophil reagierenden Molekile inaktiviert
(van Kleef & Duine, 1989).

Die Ergebnisse der Experimente in Kapitel 4.2 mit kontinuierlicher Zugabe von Glucose
zeigten, dass die 5-KGA-Bildung nur bis zur stationaren Wachstumsphase von
G. oxydans DSM 2343 stattfand. Zu spateren Zeitpunkten der Biotransformation von
Glucose zu 5-KGA war eine Verfarbung des Mediums zu erkennen, die wahrscheinlich
mit dem Vorhandensein von PQQ Kkorrelierte. PQQ absorbiert bei 475 nm, bildet eine
ziegelrote Farbe in Losung, reagiert mit Aldehyden, Ketonen und basischen
Aminosauren (s.0.) (Duine et al., 1986). Da eine Zugabe von Ca®" keine Auswirkungen
auf die Aktivitdt der 5-KGA-Bildung zeigte, fand vermutlich eine Inaktivierung des
MGAS5DH Enzyms statt. Diese kdnnte durch 5-KGA selbst hervorgerufen worden sein,
denn 5-KGA bildet mit Ca**-Kationen ein schwer-lésliches Salz, welches wéhrend der
Biotransformation von Glucose ausféllt (Kheshgi et al., 1954). Durch hohe 5-KGA-
Konzentrationen kénnte Ca?* daher aus dem aktiven Zentrum der
membrangebundenen Gluconat-5-Dehydrogenase entfernt, PQQ freigesetzt und
anschlielend abgebaut worden sein. Eine Rekonstitution des Enzyms mit PQQ durch
Zugabe von Ca** war aufgrund der geringen Léslichkeit des Ca-5-KGA Salzes nicht

mdoglich. Die Glucose-Dehydrogenase, welche ebenfalls PQQ und Ca®" im katalytischen
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Zentrum aufweist, blieb aufgrund der erhdhten Stabilitat gegentber Chelatoren in ihrer
Aktivitat unbeeintrachtigt (Ameyama et al., 1981; Matsushita et al., 1994).

Die in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse Uber die Bildung von 5-Keto-D-
Gluconsaure mit membrangebundenen Dehydrogenasen von Gluconobacter oxydans
und die dadurch neu entstandenen Fragen, verdeutlichen die enorme Komplexitat der
Atmungskettenvorgédngen in dem untersuchten Bakterium. Die Resultate schaffen eine
viel versprechende Grundlage fir zukinftige Forschungsprojekte, die diese

spannenden Fragen klaren kénnen.
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Anhang

Anhang
Periplasma Glucose  Gluconat
Sorbit Sorbose
Mannit Fructose

Gluconat  Ketogluconat
Glycerin Dihydroxyaceton

Polyol-DH

(Foar L erots)

Q

H+

NADP* NADPH
+ +
NADH NAD*

H* [in]
Cytosol

Abbildung 20, Schema der G. oxydans Atmungskette

Abkurzungen: DH, Dehydrogenase; TH Typ PNT, Transhydrogenase vom Typ PNT; NADH II,
NADH Dehydrogenase vom Typ II; UQ, UQH,, oxidierte und reduzierte Form des Ubichinons; Cyt
¢, Cytochrom c; GOX Offene Leserahmen im Genom von G. oxydans 621H; Qg, Ubichinon-8 . Die
gestrichelte Linie stellt den Ubichinon-Pool dar.
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oriT

pRS201P / gno
9997 bp

kan .
oriVv

Xmnl (3452)

gno
Hpal (5486)

StrA

Abbildung 21, Schematische Darstellung des Vektors pRS201P/gno fiir die homologe
Uberexpression des gno-Gens aus G. oxydans DSM 2343

Abkurzungen: oriT, Ursprung fir die Transfer-Replikation; oriV, Ursprung fir die vegetative
Replikation; strB, Gen der Streptomycin Kinase B; strA, Gen der Streptomycin-Kinase A; gno, Gen
der G. oxydans Gluconat:NADP" 5-Oxidoreduktase; kan, Gen einer Kanamycin-Kinase

pRS201P/gno/udha
11628 bp

ka

gno

Abbildung 22, Schematische Darstellung des Plasmids pRS201P/gno/udhA
pRS201P/gno/udhA kodiert fir die Gluconat:NADP® 5-Oxidoreduktase aus G. oxydans und die
cytosolische Transhydrogenase UDHA aus E. coli

Abkirzungen: oriT, Ursprung fur die Transfer-Replikation; oriV, Ursprung fiir die vegetative
Replikation; strB, Gen der Streptomycin Kinase B; strA, Gen der Streptomycin-Kinase A; gno, Gen
der G. oxydans Gluconat:NADP" 5-Oxidoreduktase; kan, Gen einer Kanamycin-Kinase
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a @ _
lucose luconal

NADP* NADPH, NADP* NADPH,

NAD* NADH +H* NAD* NADH + H*

Atmungskette

Abbildung 23, Schematische Abbildung der Oxidation von Glucose im Cytosol von

G. oxydans mit den beteiligten Enzymen und einer zusatzlichen, heterolog Uberproduzierten
Transhydrogenase UDHA aus E. coli

Abkirzungen: cGDH, cytosolische Glucose-Dehydrogenase; GNO, Gluconat:NADP®  5-
Oxidoreduktase; = UDHA, heterologe Transhydrogenase UDHA aus E.coli; NDH,
membrangebundene NADH-Dehydrogenase (Typ Il), gekoppelt an die Atmungskette

Primer Primer
udhASalF3 udhAR1Sall

\7 \ udhA >

\ amplifizierte Region, 1644 bp >

Abbildung 24, Schematische Darstellung des amplifizierten Bereichs des udhA Gens aus
E. coli

Der 1644 bp udhA Bereich wurde durch flankierende Primer mit Sall Schnittstellen amplifiziert.
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OH TH OH
o) “\l 0.~ (o) J
Ho’ﬁio/r\g_z‘OMOH
HG Yo HG  OH G Yo

Levan

Levansucrase

T

O, 4OH
"0H

D-Glucose

N
O o
= HO oH
l—D“‘ "wO H

OH

Saccharose

Abbildung 25, Reaktion der Levansucrase (EC 2.4.1.10)
Das fir die Zelle stérenden Levan wird durch die Verknipfung von D-Glucose mit Saccharose
gebildet. D-Glucose entsteht dabei wahrscheinlich aus der Spaltung von Saccharose in D-Glucose
und D-Fructose durch die cytosolische Invertase (EC 3.2.1.26), welche G. oxydans DSM 2343
genomisch kodiert (Quelle: ERGO, Integrated Genomics).

strR
saccS
kanR

strR
saccS
kanR

n:/ﬂq

strS
saccR
kans

mga5dhB

mga5dhB

mga5dhB

5" homologer
mga5dhA-Bereich

mga5dhB

pK19mobsacB/mga5dh::strAB

3" homologer

i %mganhA-Bereich
—
\)&

strAB

v

Wildtyp 50 %

/

strAB

% mga5dhB
/

mga5dhA

mga5dhA

1. Rekombinationsereignis

o — ) ——— —— | — ———

strAB

mga5dhA

2. Rekombinationsereignis

3" homologer
sldA-Bereich

/

Disruptionsmutante 50 %

Abbildung 26, Doppelt homologen Rekombination mit dem pk19mobsacB-System

Der Vektor pkl9mobsacB/mga5dh::strAB integriert im ersten Rekombinationsereignis in den
genomischen homologen Bereich des mga5dhA-Gens. Die Zelle ist nun Saccharose-sensitiv und
Streptomycin und Kanamycin-resistent. Bei Kultivierung mit Saccharose kénnen nur die Zellen
wachsen, bei denen die zweite homologe Rekombination stattgefunden hat. Der gewinschte
Zielklon ist Saccharose insensitiv und Streptomycin-resistent.
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5" homologer strA-primerl
mga5dhA-Bereich [

mga5dhB ;SmR_Rev_DsIdh

3" homologer

mga5dhA-Bereich

p_sldh_Gox_for strB

N
N\

mgabdh::strAB

Abbildung 27, Genomischer mga5dh-Bereichs nach Rekombination

Lange [kb]

Lange [kb]
PPN

Abkirzungen:  p_sldh_Gox_For, Primer vorwarts;  strA-primerl, Primer  rickwarts;
SmR_Rev_Dsldh, Primer rickwarts.
A
1415 A B
1 MF1 Klon 1 1 MF1 Klon 13
2 |m| MF1Kion2 2 MF1 Klon 14
25— 3 MF1 Klon 3 3 |=m| MF1Kion 15
15— 4 MF1 Klon 4 4 MF1 Klon 16
L.o— ; 5 1 kb Marker 5 1 kb Marker
6 |®| MF1Kion5 6 MF1 Klon 17
7 MF1 Klon 6 7 MF1 Klon 18
8 MF1 Klon 7 8 MF1 Klon 19
9 |m| MF1Kion8 9 |m| MF1Kion20
15 10 1 kb Marker 10 1 kb Marker
11 |®m] MF1Kion9 11 MF1 Klon 21
_ 12 MF1 Klon 10 12 MF1 Klon 22
5 13 MF1 Klon 11 13 MF1 Klon 23
0— 14 |m] MF1Kion 12 14 |®] MF1Klon 24
i 15 DSM 2343 Kontrolle 15 DSM 2343 Kontrolle

B positive Klone

Abbildung 28, Ergebnisse der PCR mit den Primern p_sldh_Gox_for und SmR_Dsldh_Rev,

invertiertes Bild

Die PCR-Produkte zum Nachweis der Integration des strAB-Operons in das mga5dhA-Gen wurden
Uber ein 0,8 % Agarosegel aufgetrennt. Bei 11 G. oxydans MF1 Klonen konnte eine Bande von ca.
1106 bp nachgewiesen werden, welche der erwarteten Lange fir eine Integration entsprach
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Tabelle 17, Auflistung der Enzyme des Zuckermetabolismus in G. oxydans DSM 2343
Die am Zuckermetabolismus beteiligten Enzyme sind in dieser Tabelle. Mit Name, EC-Nummer,
Nummer des Offenen Leserahmens aus G. oxydans DSM 2343, bzw. der Gennummer und der

ggfs. vorhandener Literaturnachweise

# | Name des Enzyms EC ORF Referenzen
Nummer
01 | Glucose-Dehydrogenase, mGDH, 1.1.5.2 GOX0516 | (Ameyama et al., 1981; Elias et al.,
PQQ 2001)
02 | Gluconolactonase 3.1.1.17 | GOX1375
GOX1381
03 | Gluconat-2-Dehydrogenase, 1.1.99.3 | GOX1230- | (Matsushita et al., 1982)
mGA2DH, FAD 1232
04 | Sorbit-Dehydrogenase, PQQ 1.1.99.21 | GOX0854 | (Shinagawa et al., 1982; Shinjoh et
al., 2002b)
05 | Zucker-Protonen Symporter - GOX1047
GOX0925
06 | Gluconat-Permease, gntP - GOX2188 | (Klemm et al., 1996)
07 | 2-KGA Transporter - (Torrontegui et al., 1976)
08 | Zucker Aufnahme Protein - -
09 | Glucose-1-Dehydrogenase, cGDH, 1.1.1.47 | GOX2015
NADP*
10 | Gluconat-2-Reduktase, 2-KGAR 1.1.1.215 | GOX0417 | (Ameyama, 1982)
11 | Gluconat:NADP™ 5-Oxidoreduktase, | 1.1.1.69 | GOX2187 | (Klasen et al., 1995)
GNO
12 | Aldose-1-Epimerase 5.1.3.3 GOX0748
13 | Glucokinase 2712 GOX2419
14 | Glucose-6-Phosphat Isomerase, 5.3.1.9 GOX1704 | (Sugiyama et al., 2003)
PGl
15 | Glucose-6-Phosphat-1- 1.1.1.49 | GOX0145
Dehydrogenase
16 | 6-Phosphogluconolactonase 3.1.1.31 | GOX1707
17 | Gluconokinase, gntK 2.7.1.12 | GOX1709
18 | 6-Phosphogluconate-Dehydratase 4.2.1.12 | GOX0431 | (Meloche & Wood, 1964)
19 | 6-Phosphogluconate- 1.1.1.44 | GOX1705
Dehydrogenase
20 | Sorbit/Mannit Transport Protein - G0OX2183-
2185
21 | L-Sorbose Reduktase, NADP* 1.1.1.14 | GOX2430 | (Shinjoh et al., 2002a)
22 | Sorbit-Dehydrogenase, NAD+ 1.1.1.14 | GOX0313 | (Adachi et al., 1999a)
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23 | Fructokinase 2.7.14 GOX0612
24 | (Sorbit)/Mannit-Dehydrogenase 1.1.2.2 GOX0854 | (Cho et al.,, 1990; Shinjoh et al.,
2002b)
25 | Mannit-2-Dehydrogenase, NAD(P)" | 1.1.1.67 | GOX0849
26 | Fructose-1,6-bis-Phosphatase 3.1.3.11 | GOX1516
27 | Ribose-5-Phosphat-Isomerase 5.3.1.6 GOX1708
G0OX2218
28 | Ribulose-Phosphat-3-Epimerase 5.1.31 GOX1352
29 | 6-Phospho-Gluconate-Dehydratase, | 4.2.1.12 | GOX0431
edd
30 | Transketolase 2211 GOX1703
31 | Transaldolase, TAL 2.1.1.2 GOX1704 | (Sugiyama et al., 2003)
32 | Glycerinaldehyd-3-Phosphat 1.2.1.12 | GOX0508
Dehydrogenase
33 | 3-Phosphoglycerat Kinase, PGK 2.7.2.3 GOX0507
34 | Phosphoglycerat Mutase 5.4.2.1 GOX0330
GOX0965
35 | Enolase, ENO 421.11 | GOX2279
36 | Pyruvat Kinase, PYK 2.7.1.40 | GOX2250
37 | Fructose-bis-Phosphat Aldolase 4.1.2.13 | GOX0780
GOX1540
38 | Triose-Phosphat Isomerase 53.1.1 GOX2217
G0OX2284
39 | Dihydroxy-Aceton Kinase 2.7.1.29 | GOX2222
40 | (Sorbit)/Glycerin Dehydrogenase 1.1.99.22 | GOX0854 | (Ameyama et al., 1985b; Shinjoh et
al., 2002b)
41 | Sorbit-Dehydrogenase, FAD, Cyt ¢ 1.1.99.21 | GOX2094- | (Choi et al., 1995)
2097
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Abbildung 29, Postulierter Zuckermetabolismus in G. oxydans DSM 2343
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