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Zusammenfassung

Die Bioproduktion von Chemikalien und Kraftstoffen ist aufgrund der steigenden
Nachfrage nach alternativen, nachhaltigen Produktionswegen Gegenstand aktiver
Forschung. Clostridium pasteurianum stellt einen attraktiven Mikroorganismus fiir
die industrielle Bioproduktion dar, da dieser Stamm optimale Eigenschaften hin-
sichtlich Substratnutzung und Produktspektrum vereint: C. pasteurianum besitzt
die Fahigkeit, Rohglycerol zu metabolisieren, welches beispielsweise bei der Biodie-
selproduktion als Abfallprodukt anfillt. Die Hauptprodukte der Glycerolfermentati-
on von C. pasteurianum sind 1,3-Propandiol und n-Butanol, zwei Stoffe von hohem
industriellen Wert.

Das industrielle Potential von C. pasteurianum konnte lange Zeit nicht voll aus-
geschopft werden, da die molekularen Werkzeuge zur Optimierung des Metabo-
lismus dieses Stammes nicht verfiigbar waren. Erst kiirzlich gelang erstmals der
DNA-Transfer in C. pasteurianum. Bis heute sind die Methoden fiir das metabolic
engineering von C. pasteurianum wenig entwickelt und ineffizient.

In der vorliegenden Arbeit wurden Methoden fiir das metabolic engineering von
C. pasteurianum analysiert und optimiert. Verschiedene Methoden fiir den DNA-
Transfer wurden hinsichtlich ihrer Verwendbarkeit fiir die Transformation von C. pas-
teurtanum getestet und verglichen. Gegeniiber der Konjugation hat sich die Elek-
troporation als effizientere Methode fiir die Transformation von C. pasteurianum
erwiesen. Ein neuartiger C. pasteurianum-Stamm (R525) wurde isoliert, welcher
eine 50-fach gesteigerte Transformationseffizienz aufweist. Der elektrokompetente
R525-Stamm wurde genotypisch sowie phénotypisch charakterisiert und als Basis
fiir die Entwicklung optimierter Stdmme verwendet.

Durch Uberexpression der Pyruvatcarboxylase wurde der Kohlenstofffluss in C. pas-
teurianum am Pyruvat-Acetyl-CoA-Knotenpunkt umgeleitet mit dem Ziel, ein ge-
steigertes Wachstum und eine vermehrte Produktion auf Glycerol-Glukose-Cosub-
strat zu erzielen. Der generierte Stamm liefert wertvolle neue Erkenntnisse zum Me-
tabolismus von C. pasteurianum, insbesondere hinsichtlich des Citratzyklus, welcher
bis heute nicht vollstindig aufgeklirt ist.

Verschiedene Gendeletionsmethoden wurden auf ihre Verwendbarkeit in C. pas-
teurianum hin untersucht. Das CRISPR-Cas9-Nickase-System konnte erstmalig in
C. pasteurianum erfolgreich zur Gendeletion eingesetzt werden. Durch Deletion der
Glyceroldehydratase-Untereinheit dhaB wurde die 1,3-Propandiol-Produktion aus-
geschaltet und die Butanolproduktion selektiv erhoht. Die Bildung des Nebenpro-



duktes Butyrat war in diesem Stamm ebenfalls eliminiert. Durch Optimierung der
Fermentationsbedingungen konnten mit diesem Stamm Butanolausbeuten von 0,371
- 0,385 mol/mol Substrat erzielt weden, welche zu den héchsten bisher erreichten
gehoren. Durch die Deletion der Glyceroldehydratase konnte erstmals gezeigt wer-
den, dass die Kultivierung von C. pasteurianum auf Glycerol ohne die Bildung von
1,3-Propandiol moglich ist, was auf einen neuartigen Mechanismus der Redoxregu-
lation in C. pasteurianum hinweist.

Die Ergebnisse dieser Arbeit leisten einen wichtigen Beitrag zur Nutzung von C. pas-
teurianum fiir die industrielle Biobutanolproduktion, um den konventionellen, pe-
trochemischen Prozessen zukiinftig eine konkurrenzfihige, nachhaltige Alternative

gegeniiberzustellen.
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Abstract

Research on bioproduction of chemicals and fuels is of great interest due to the
increasing demand for alternative, sustainable production processes. Clostridium
pasteurianum represents an appealing microorganism for industrial bioproduction
as it combines favourable properties regarding substrate utilization and product
spectrum: C. pasteurianum is able to metabolize raw glycerol which accumulates as
byproduct in biodiesel production. The main products of glycerol fermentation by
C. pasteurianum are 1,3-propanediol and n-butanol, two compounds of high indu-
strial value.

The industrial potential of C. pasteurianum could not be fully exploited in the past,
as molecular tools for the optimization of the cell’s metabolism were not available.
Recently, a protocol was developed which enabled DNA transfer to C. pasteurianum
for the first time. To date, methods for metabolic engineering of C. pasteurianum
are poorly developed and inefficient.

In this study, methods for metabolic engineering of C. pasteurianum were analyzed
and optimized. Different DNA transfer methods were tested and compared regarding
its applicability for transformation of C. pasteurianum. In contrast to conjugation,
electroporation has proven to be more efficient for transformation of C. pasteuria-
num. A novel C. pasteurianum strain (R525) was isolated which exhibits 50-fold
increased transformation efficiency. The genotype as well as the phenotype of the
electrocompetent R525 strain were characterized and based on this strain, optimi-
zed strains were developed.

By overexpression of pyruvate carboxylase, carbon flux of C. pasteurianum was
shifted at the pyruvate-acetyl-CoA node, aiming to increase growth and product
formation of C. pasteurianum on glycerol/ glucose cosubstrate. The created mutant
reveals valuable new insights into the metabolism of C. pasteurianum, especially
regarding its citrate cycle which is not fully elucidated so far.

Several gene deletion methods were analyzed regarding their utility in C. pasteuria-
num. The CRISPR-Cas9 nickase system was successfully established for gene dele-
tion in C. pasteurianum for the first time. By deletion of the glycerol dehydratase
dhaB subunit, 1,3-propanediol production was shut down and butanol production
was selectively enhanced. In addition, formation of the byproduct butyrate was eli-
minated in this strain. After optimization of fermentation conditions, butanol yields
of 0.371 - 0.385 mol/mol substrate were reached with this strain, which are among

the highest yields reported for C. pasteurianum to date. Glycerol dehydratase dele-



tion demonstrated for the first time that anaerobic cultivation of C. pasteurianum
on glycerol without 1,3-propanediol formation is possible, revealing a new mecha-
nism of redox regulation in C. pasteurianum.

The results of this study contribute to the utilization of C. pasteurianum for prospec-
tive industrial biobutanol production in order to oppose conventional petrochemical

processes a competitive sustainable alternative.
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Einleitung

1 Einleitung

Eine Reihe von Griinden motiviert zur Forschung an der Bioproduktion von Chemikalien
und Kraftstoffen. Der Klimawandel zeigt deutlich die Notwendigkeit neuer, umweltfreund-
licher und nachhaltiger Produktionsverfahren an Stelle von Erdél-basierten Verfahren.
Durch die Verwendung fossiler Brennstoffe werden weltweit jéhrlich ca. 7 Gt Kohlenstoff
in Form von CO, freigesetzt [88, 63]. Es wird erwartet, dass sich bei gleichbleibender
Nutzung die CO,-Konzentration in der Atmosphére bis 2050 verdoppelt haben wird, mit
fatalen Folgen fiir die Gesellschaft, Okonomie und Umwelt [86, 66]. Eine stetig steigende
Weltbevolkerung auf der einen und die Abhéngigkeit von limitierten Ressourcen auf der
anderen Seite sind weitere Griinde, alternative Produktionswege zu entwickeln.

Ein vielversprechendes alternatives Konzept fiir die Produktion von Chemikalien, Gasen
oder Kraftstoffen stellt die Bioraffinerie dar. Im Gegensatz zu herkommlichen, erdélba-
sierten Raffinerien wird bei der Bioraffinerie Biomasse als Ausgangsmaterial verwendet.
In Kombination mit der weiflen Biotechnologie, der Nutzung von Mikroorganismen fiir die
Produktion gewiinschter Metabolite, ermdglicht dieser bio-basierte Prozess die nachhaltige
Produktion einer Vielzahl von Stoffen. Durch die zusétzliche Nutzung von Nebenproduk-
ten konnen der Gewinn sowie die Nachhaltigkeit des Prozesses gesteigert werden [17].
Unter den Produkten der Bioraffinierie kommt Biokraftstoffen eine zentrale Bedeutung
zu. Diese tragen einen wichtigen Teil dazu bei, den steigenden Energiebedarf auf nach-
haltige Weise zu decken. Es konnte gezeigt werden, dass die Verwendung von Biodiesel
den Netto-Treibhauseffekt reduziert [83]. Biodiesel wird durch die Transesterifizierung
von Pflanzenélen hergestellt [5] (Abb. 1). Dazu werden hauptséchlich Sonnenblumen-,
Raps-, Sojabohnen- und Palmole verwendet. Als Nebenprodukt entsteht in dieser Reak-
tion Glycerol. Da der Anteil an Glycerol bis zu 10% der Endprodukte betrigt, ist es
wichtig, dieses Nebenprodukt im Sinne des Bioraffinierie-Konzeptes weiterzuverwenden,
um die Biodieselproduktion in einen rentablen Prozess zu konvertieren, welcher mit der
petrochemischen Kraftstoffgewinnung konkurrieren kann [7]. Die mikrobielle Nutzung von
Glycerol zur Herstellung industriell nutzbarer Plattformchemikalien, insbesondere Biobu-

tanol, ist Gegenstand der vorliegenden Arbeit.
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Glycerolpreise seit 2004 [17]. B: Bildung von Biodiesel aus Triglyceriden mit Glycerol als Ne-
benprodukt (nach [99]).



Einleitung

1.1 Fragestellung

Bis heute ist die industrielle Bioproduktion von Butanol nicht rentabel und nur mit Hilfe
von Subventionen moglich. Somit kann sie nicht mit den Erdél-basierten Produktions-
verfahren konkurrieren. Weitere Forschung wird benétigt, um effiziente und nachhaltige
Produktionsprozesse zu entwickeln. Die Verwendung von giinstigen Substraten sowie die
Steigerung der Ertrége oder der Selektivitdt spezieller Produkte sind wichtige Ansatz-
punkte.

Der Mikroorganismus Clostridium pasteurianum vereint eine Reihe positiver Eigenschaf-
ten: Neben seiner Fahigkeit, Stickstoff zu fixieren, kann C. pasteurianum potentiell fiir
die Nutzung von C1-Substraten wie Kohlendioxid oder Kohlenmonoxid genutzt werden.
Dariiber hinaus produziert C. pasteurianum natiirlicherweise Butanol und ist in der Lage,
dazu giinstige Substrate zu nutzen. Die industrielle Nutzung dieses Mikroorganismus wird
durch den Mangel an effizienten Werkzeugen zur Genomeditierung fiir das metabolic en-
gineering des Stammes behindert. Das Ziel dieser Arbeit ist es, Methoden und Werkzeuge
zu etablieren, welche die effiziente Manipulation dieses Mikroorganismus erméglichen und
auf diese Weise dessen industrielles Potential zu steigern. Primér ist dazu eine Optimie-
rung der Transformationseffizienz notwendig. Dadurch wird die Moglichkeit geschaffen
robuste Methoden fiir die Uberexpression sowie Deletion von Genen zu implementieren.
Mit diesen Werkzeugen an der Hand kann das Produktspektrum von C. pasteurianum auf
gewiinschte Weise verdndert werden. Durch metabolic engineering soll die Produktion in
einer Weise beeinflusst werden, sodass Butanol selektiv vermehrt gebildet wird. Die Nut-
zung des Abfallstoffes Glycerol - als Mono- oder in Kombination mit Glukose als Cosub-
strat - sowie die selektiv gesteigerte Bildung industriell wertvoller Endprodukte resultiert
in einem kostengiinstigen, nachhaltigen Prozess, der das Potential von C. pasteurianum
als industriellem Mikroorganismus voll ausschopft um zukiinftig zu Erdol-basierten Pro-

duktionsprozessen in Konkurrenz zu treten.



Einleitung

1.2 Theoretische und technische Grundlagen

1.2.1 Mikrobielle Fermentation von Glycerol

Durch die fortschreitende Expansion der Biodieselindustrie ist der Marktpreis fiir Glycerol
gesunken [90, 33, 82] (Abb. 1). Glycerol stellt daher ein attraktives, kostengiinstiges Sub-
strat fiir die mikrobielle Fermentation dar. Glycerol kann von verschiedenen aeroben und
anaeroben Bakterien genutzt werden, beispielsweise Citrobacter freundii und Klebsiella
pneumoniae sowie Clostridium, Lactobacillus, Bacillus, Propionibacterium und Anaero-
biospirillum [136]. Auch fiir E. coli konnte gezeigt werden, dass Glycerol unter bestimmten
Bedingungen als Substrat genutzt werden kann [136].

Die Verwendung von Glycerol als Kohlenstoffquelle ist im Vergleich zu der Nutzung an-
derer Substrate wie Glukose von Vorteil: Der Grad an Reduktion von Glycerol betrigt
k = 4,67, wobei k den Reduktionsgrad pro Kohlenstoffatom darstellt, ein Maf§ fiir die
Anzahl zur Verfiigung stehender Elektronen pro Kohlenstoffeinheit [81]. Er liegt hoher
als der Reduktionsgrad von Glukose (k = 4) und auch als der von Biomasse (k = 4,3).
Dies fiithrt im Verlauf der Fermentation zu einer Akkumulation von Reduktionsdquiva-
lenten in Form von NADH. Um die Redoxbilanz in der Zelle stabil zu halten, wird der
Uberschuss an Reduktionséquivalenten durch eine bevorzugte Bildung von reduzierten
Produkten ausgeglichen, welche industriell besonders wertvoll sind. Zu den Produkten,
die einen hoheren Reduktionsgrad als Glycerol aufweisen, zdhlen 1,3-PDO und 1,2-PDO
(jeweils k = 5,33), Propanol, Ethanol und Butanol (jeweils k = 6) [17]. Durch die Fer-
mentation von Glycerol kénnen deutlich héhere theoretische Ertrige erzielt werden als
bei der Verwendung anderer Kohlenstoffquellen.

In dieser Arbeit steht die Fermentation von Glycerol mit dem Stamm Clostridium pasteu-

rianum im Mittelpunkt.

1.2.2 Biotechnologische Nutzung von Clostridien

Clostridien sind gram-positive Bakterien, welche zu dem Phylum der Firmicutes gehoren
(Familie: Clostridiaceae). Thr Name bezieht sich auf ihre stdbchenférmige Morphologie
(aus dem Griechischen: kKAwoTnp = Spindel) (Abb. 2). Sie sind obligat anaerobe Mikroor-

ganismen, die die Fahigkeit besitzen, Endosporen zu bilden. Thr natiirlicher Lebensraum
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ist der Erdboden sowie der Magen-Darmtrakt von Menschen und Tieren.

Unter den ca. 200 Clostridium-Spezies sind sowohl pathogene Stamme als auch Stdmme
von therapeutischem und industriellem Nutzen. C. acetobutylicum ist der am Besten un-
tersuchte Stamm fiir die bioindustrielle Produktion von Chemikalien. Er wird seit Beginn
des 20. Jahrhunderts verwendet. Die Haupt-Fermentationsprodukte sind Aceton, Butanol
und Ethanol, welche im sogenannten ABE-Prozess generiert werden [128]. Als Nebenpro-
dukte werden organische Sauren (v. a. Acetat und Butyrat), Wasserstoff sowie Kohlendi-
oxid produziert. Neben dem Modellorganismus C. acetobutylicum werden weitere Stamme
fiir die bioindustrielle Produktion erforscht, darunter C. beijerinckii, C. ljungdahlii und

C. pasteurianum.

Abb. 2: Mikroskopische Darstellung lebender (links) und fixierter (rechts) C. pasteurianum-
Zellen [89].

1.2.3 Clostridium pasteurianum

Clostridium pasteurianum (C. pasteurianum) wurde 1895 von Sergei Winogradsky als
erstes diazotrophes Bakterium in Reinkultur isoliert [130]. Der Name C. pasteurianum
wurde zu Ehren von Louis Pasteur vergeben, welcher erstmals 1861 die Produktion von
Butanol durch mikrobielle Fermentation erwéhnt hatte [55].

C. pasteurianum unterscheidet sich von den zuvor genannten Clostridienstdmmen in sei-
nem Produktspektrum sowie in der Substratnutzung. Im Gegensatz zu dem Prototyp-
Stamm C. acetobutylicum besitzt C. pasteurianum die Fahigkeit, rohes Glycerol als einzi-
ge Kohlenstoffquelle fiir die Fermentation zu verwenden. Die Nutzung von Glycerol durch
C. pasteurianum zur Produktion von Losungsmitteln wurde erstmals 1983 von Nakas et

al. beschrieben [80]. Der Pathway zur Metabolisierung von Glycerol in C. pasteurianum
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wurde von Dabrock et al. 1992 gefunden [19]. C. pasteurianum besitzt im Vergleich zu an-
deren Stdmmen, welche Glycerol metabolisieren konnen, wie beispielsweise C. butyricum,
ein besonders attraktives Produktspektrum: Die Hauptprodukte einer Glycerolfermenta-
tion von C. pasteurianum sind n-Butanol und 1,3-PDO [80, 46, 8]. Beide Produkte sind
von hohem industriellen Interesse:

1,3-PDO wird als Monomer fiir die Synthese verschiedener Polymere wie Polypropylente-
rephtalat (PPT) und Polytrimethylenterephthalate (PTT) verwendet; diese werden bei-
spielsweise zu speziellen Textilfasern, Vliesstoffen oder Teppichen weiterverarbeitet [68].
Polybutylenterephthalat (PBT) wird hauptséichlich in der Automobil- und Elektronikin-
dustrie verwendet [5]. Dariiber hinaus wird 1,3-PDO als Kettenverldngerer fir die Synthe-
se von Polyurethanen, Schmierstoffen, Losungsmitteln und als Vorlaufer in der chemischen
und pharmazeutischen Industrie genutzt [21, 132]. Kunststoffen, welche 1,3-PDO enthal-
ten, wird eine hohere Biodegradierbarkeit zugesprochen als herkémmlichen Polymeren
22, 132].

Butanol stellt - neben Ethanol - einen alternativen Kraftstoff dar und zeichnet sich im
Vergleich zu Ethanol durch einen hheren Energiegehalt sowie eine geringere Hygroskopi-
zitdt aus [28]. Butanol kann auflerdem industriell zu Acrylaten, Ethern und Butylacetat
umgewandelt werden, welche zu Farben, Lacken und Harzen weiterverarbeitet werden
[41].

Fiir die Energiegewinnung sowie die Redoxbilanz der Zelle ist die Generierung von Neben-
produkten unumginglich. Die Nebenprodukte in C. pasteurianum-Fermentationen sind
hauptséchlich Acetat, Butyrat, Wasserstoff und Kohlendioxid. Der 1,3-PDO-Produktion
wird ebenfalls eine bedeutende Rolle fiir die Redox-Regulation bei Glycerolfermentatio-
nen zugesprochen [8, 97].

Fermentationsprozesse mit C. pasteurianum wurden in zahlreichen Studien untersucht
und hinsichtlich der 1,3-PDO-und Butanolproduktion optimiert. Der Einfluss unterschied-
licher Kultivierungsprozesse sowie der verwendeten Kohlenstoffquelle, des pH-Wertes und
der Eisenkonzentration wurden analysiert [105, 8, 32]. Es wurde gezeigt, dass die Ver-
wendung von Glycerol als Substrat im Vergleich zu Glukose das Verhéltnis von 1,3-PDO
zu Butanol verschiebt [19, 104]. Die Eisenkonzentration und der pH-Wert haben eben-
falls einen signifikanten Einfluss auf das Produktspektrum: Wihrend Eisenlimitierung
die 1,3-PDO-Produktion fordert, steigert ein niedriger pH-Wert die Bildung von Butanol

[105, 54, 38]. Auch die Gaszusammensetzung wihrend der Kultivierung hat einen Einfluss;
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so wurde beispielsweise gezeigt, dass Stickstoffbegasung zu einer gesteigerten 1,3-PDO-
Produktion fiihrt [32]. Die Verwendung von Rohglycerol aus der Biodieselproduktion,
welches durch Methanol, anorganische Salze, Fettsduren, Wasser und weitere Beimen-
gungen verunreinigt ist, wurde im Vergleich zu reinem Glycerol als Substrat analysiert
[13, 122, 115, 49]. Es wurde gezeigt, dass die Verunreinigung durch Fettsduren negative
Auswirkungen auf das Wachstum und die Produktivitédt haben, wohingegegen die anderen
Koponenten keine oder geringe Beeintriachtigungen fiir die Fermentation bewirken [122].
Wenige Studien befassten sich mit der Nutzung von Cosubstrat, d. h. der Kombination von
Glycerol mit einer weiteren Kohlenstoffquelle. Fiir C. beijerinckii konnte gezeigt werden,
dass die Zugabe von Butyrat die Losungsmittelproduktion erhéht [14, 61]. Ein vergleichba-
rer Effekt konnte fiir C. pasteurianum nicht eindeutig gezeigt werden [31, 103]. Hingegen
konnte fiir C. pasteurianum gezeigt werden, dass die Verwendung von Glycerol/Glukose-

Cosubstrat positive Effekte auf die Produktbildung hat [103, 104].

Glukose
:1 2A0P4F, 28 2 Glycerol
2 GA3P N
ZMAD 4 a0+ F IHPA 2 naDH:
2 MAD
ATF 2 MADR: AT 1 MADH: MAD \\q}
2 Pyruvat ——<Z— 2 Laktat 21,3-PDO
ADF + P Biomasse ') 2H,  ZMNAD
2H, | 2 NADH: 2 Ethanol
~ 2A
cetyl-CoA %
’\(-_ o ¥ 2Acetat
2 Oxalacetat
HADHz 2 Citrat
"*""2/ Crotonyl-CoA
2 Malat NADH |~ e
\ 5 leac NAD 2_“:;"-3 5 MAD
socitrat 2H; i
2 NADH; Butanol
--"/ Butyryl-CohA,
R Butyrat

Abb. 3: Stoffwechselwege der Fermentation von Glycerol und Glukose in C. pasteurianum.
3-HPA = 3-Hydroxy-Propionaldehyd; GA-3P = Glycerinaldehyd-3-Phosphat.




Einleitung

1.2.4 Cosubstrat-Fermentation und die Rolle der Pyruvatcarboxylase in C. pas-

teurianum

In vorhergehenden Studien wurde gezeigt, dass eine Cosubstrat-Fermentation von Glyce-
rol mit Glukose die Butanolproduktion von C. pasteurianum signifikant erhoht [103, 104].
Wiéhrend die Fermentation von Glukose eine gesteigerte Biomasse- und Saureprodukti-
on zur Folge hat, verschiebt die Verwendung von Glycerol das Produktspektrum so, dass
Butanol und 1,3-PDO als Haupt-Produkte gebildet werden. Die Cosubstrat-Fermentation
hat die Intention, die Vorteile beider Substrate optimal zu nutzen. Dabei ist die Wahl
der Glukosekonzentration fiir das Ergebnis der Fermentation von grofler Bedeutung. Der
hochste Butanol-Titer von 21 g/l wurde bei Verwendung von Glycerol und Glukose in
einem Verhéltnis von 1:1 erreicht [103]. Bei der Verwendung geringerer Glukosekonzen-
trationen (10 g/1) wurde ein interessantes Phénomen beobachtet: Nach Verbrauch der
Glukose stoppten die Zellen ihr Wachstum, obwohl Glycerol im Uberschuss vorhanden
war [104]. Eine Proteomanalyse vor und nach Glukoselimitierung zeigte, dass bestimmte
Proteine in den verschiedenen Phasen der Fermentation differenziell exprimiert waren.
Eine deutliche Herunterregulierung nach Glukoselimitierung war fiir die Enzyme Pyru-
vatcarboxylase und Biotinsynthase zu beobachten.

Das Enzym Pyruvatcarboxylase (PC) katalysiert die ATP-und Biotin-abhéngige Bildung
von Oxalacetat aus Pyruvat. Es wurde erstmals von Utter und Keech beschrieben [120].
Die Pyruvatcarboxylase ist ein Homotetramer mit einem Molekulargewicht von 120 —
130kDa, dessen Untereinheiten tetraederférmig angeordnet sind [124]. Jede Untereinheit
enthélt drei funktionelle Doménen: die Biotin-Carboxylierungsdoméne, die Transcarboxy-
lierungsdoméne und die Biotin-Carboxyl-Carrierdoméne [53].

Mit Pyruvat als Substrat nimmt die Pyruvatcarboxylase eine zentrale Stellung im Koh-
lenstoffmetabolismus ein: In Anaerobiern kann Pyruvat iiber verschiedene Wege metabo-
lisiert werden. Pyruvat kann einerseits zu CO5 und Acetyl-CoA umgesetzt werden. Dieser
Decarboxylierungsschritt hat zur Folge, dass alle Produkte unterhalb von Acetyl-CoA
auf eine Ausbeute von maximal 66,6 % limitiert sind [66]. Neben dem dissimilatorischen
Acetyl-CoA-Weg kann Pyruvat anaplerotisch zu Oxalacetat umgesetzt werden. Im Ge-
gensatz zum vorher genannten Weg wird hier CO, fixiert. Die Konversion von Pyruvat
zu Acetyl-CoA oder Oxalacetat stellt die Verbindung von Glykolyse und Citratzyklus dar

und représentiert somit eine wichtige Stellschraube fiir den Kohlenstofffluss der Zelle. An
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dieser Stelle kann der Fluss flexibel in Richtung Katabolismus, Anabolismus oder Ener-

giegewinnung gelenkt werden [106].

1.2.5 Die Rolle der Glyceroldehydratase im Glycerolstoffwechsel von C. pas-

teurianum

Glycerol wird wihrend der anaeroben Fermentation im Rahmen einer Disproportionie-
rung auf zwei Wegen verstoffwechselt: Im reduktiven Weg wird Glycerol von dem Enzym
Glyceroldehydratase zu 3-Hydroxy-Propionaldehyd (3-HPA) umgesetzt, welches von der
1,3-PDO-Dehydrogenase weiter zu 1,3-PDO reduziert wird. Gleichzeitig wird ein Teil des
Glycerols iiber den oxidativen Weg, katalysiert durch die Glyceroldehydrogenase und die
Dihydroxyacetonkinase, zu Dihydroxyacetonphosphat umgewandelt, welches der Glyko-
lyse zugefiihrt wird. In Mikroorganismen, welche die Fahigkeit besitzen, auf Glycerol als
einzige Kohlenstoffquelle anaerob zu wachsen, sind die genannten Enzyme des oxidativen
und reduktiven Weges in der Regel aktiv [20].

Neben den beschriebenen anaeroben Stoffwechselwegen kann Glycerol von einigen Mi-
kroorganismen, beispielsweise S. cerevisia, K. pneumoniae oder G. oxydans, aerob me-
tabolisiert werden [127, 102, 26, 10, 15]. In diesem Fall wird das Glycerol einerseits von
der Glyceroldehydrogenase zu Dihydroxyaceton, andererseits von der Glycerolkinase zu
Glycerol-3-Phosphat umgesetzt. Die Glycerol-3-Phosphat-Dehydrogenase katalysiert die
weitere Umsetzung von Glycerol-3-Phosphat in Dihydroxyaceton-Phosphat. Uber diesen
Weg werden die Abbauprodukte des Glycerols ebenfalls der Glykolyse zugefiihrt [127, 18].
Der 1,3-PDO-Produktionsweg spielt bei C. pasteurianum eine Schliisselrolle fiir die Gly-
cerolfermentation, da der Uberschuss an Reduktionséquivalenten iiber diesen Weg auf
einfache Weise abgebaut werden kann. Nur zwei Reaktionen sind notwendig, um Glyce-
rol zu 1,3-PDO umzusetzen (Abb. 3). Dabei wird im zweiten Schritt, katalysiert durch
die 1,3-PDO-Dehydrogenase, NADH, verbraucht. Der erste Schritt, katalysiert durch die
Glyceroldehydratase, ist der limitierende Schritt im 1,3-PDO-Reaktionsweg; eine Akku-
mulation von 3-HPA wiire toxisch fiir die Zelle.

Die Glyceroldehydratase katalysiert eine Coenzym B12-abhingige Radikalreaktion; sie
gehort zur Klasse 1T der Coenzym B12-abhéngigen Enzyme [20]. Sie kann Glycerol, 1,2-
Propandiol und 1,2-Ethandiol zu 3-HPA, Propionaldehyd und Acetaldehyd umsetzen;
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dabei ist Glycerol das priferierte Substrat [72].

Die Glyceroldehydratase von C. pasteurianum wird von dem dhaBCE-Operon codiert
(Abb. 4). Sie besteht aus einer grofien («)-, einer mittleren (3)- und einer kleinen (v)-
Untereinheit, welche im Verhéltnis 25272 angeordnet sind. Dabei codiert das Gen dhaB
fir die a-, dhaC fir die - und dhaF fir die y-Untereinheit [116]. Weitere Gene des
Glycerolstoffwechsels von C. pasteurianum befinden sich in unmittelbarer Néahe des dhaB-
CE-Operons [72, 109]. So befindet sich das Gen ddrA unmittelbar downstream vom dhaB-
CE-Operon, welches fiir das Enzym diol dehydratase reactivating factor codiert. DdrA ist
verantwortlich fiir das Recycling des Glyceroldehydratase-Cofaktors B12.

Aufler bei C. pasteurianum wurde das Enzym Glyceroldehydratase bei C. butyricum, Ci-
trobacter freundii, K. pneumoniae, Lactobacillus sp., Lactobacillus reuteri, Lactobacillus
brevis und Lactobacillus buchneri nachgewiesen [71, 109, 27, 3, 2, 112, 107, 46]. Lactoba-
cilli sind allerdings nicht fahig auf Glycerol zu wachsen, da ihnen der oxidative Abbauweg

fehlt.

Glyceroldehydratase Dioldehydratase
A reactivating factor

If"’r._

~
—L dhaB > dhaC > dhak > ddrA

Abb. 4: Glyceroldehydratase-Operon von C. pasteurianum.

1.2.6 Metabolic engineering von Clostridien zur Biobutanolproduktion

Mikroorganismen koénnen genetisch modifiziert werden um gewiinschte Eigenschaften zu
optimieren oder neu zu erschaffen. Metabolic engineering ist eine interdisziplindre Metho-
de, welche in den letzten Jahrzehnten entwickelt wurde. Sie ist definiert als die zielgerich-
tete Verbesserung von Produktbildung oder zelluldren Eigenschaften durch Modifikation
spezifischer biochemischer Reaktionen oder Einfithrung neuer Reaktionswege, basierend
auf der rekombinanten DNA-Technologie [113]. Die Anwendungen dieser Methode sind
vielfaltig. Mikroorganismen konnen genetisch verdndert werden, um neue Produkte oder
native Produkte mit hoherer Effizienz zu bilden. Weiterhin kann das Substratspektrum er-

weitert oder das Wachstumsverhalten der Zellen optimiert werden. Nach sorgféltiger Aus-
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wahl des Zielgens oder Reaktionsweges sowie des Wirtsorganismus werden die gewiinsch-
ten Verdnderungen durch DNA-Manipulation herbeigefiihrt. Gendeletion sowie homologe
und heterologe (Uber-)expression von Genen sind die am meisten verwendeten Methoden.
Dariiber hinaus sind antisense-RNA knockdown sowie Promotoraustausch weitere Metho-
den, um das Expressionslevel eines Gens zu regulieren. Eine Grundvoraussetzung fiir alle
DNA-Manipulationsmethoden stellt die effiziente Transformation von Fremd-DNA dar.

Metabolic engineering wurde bereits bei verschiedenen Clostridienstdmmen angewendet.
Diese wurden genetisch optimiert mit dem Ziel erhohter Ertrage oder Toleranz gegeniiber
verschiedenen Losungsmitteln [131, 135, 29] oder hinsichtlich der Nutzung nachhaltiger
Substrate wie Zellulose oder Kohlendioxid [58, 30]. Fiir die Optimierung der Biobutanol-
produktion mittels metabolic engineering wurden hauptsichlich Studien mit den Wirts-
organismen C. acetobutylicum sowie C. beijerinckii durchgefithrt. Durch random mutage-
nesis sowie antisense-RNA-Knockdown des Gens gldA, welches fiir das Enzym Glycerol-
dehydrogenase codiert, konnte die Toleranz gegeniiber Losungsmitteln bei C. beijerinckii
erhoht werden [98, 70]. Die Amplifikation des Aceton-Produktionsweges fiihrte zu gestei-
gerten Ausbeuten von Aceton, Butanol und Ethanol in C. acetobutylicum [76]. Wé&hrend
die Uberexpression der Aldehyd-Alkohol-Dehydrogenase (adhE) zu keiner gesteigerten
Butanolproduktion fiihrte, konnte dies durch Deletion des solR-Gens, eines transkrip-
tionellen Repressors des sol-Lokus, erreicht werden [79, 40]. Des Weiteren konnte die
Butanolproduktion von C. acetobutylicum durch Inaktivierung der Butyyratkinase (buk)

gesteigert werden [37, 23].

1.2.7 Metabolic engineering von Clostridium pasteurianum

1.2.7.1 Transformation von C. pasteurianum

Bisher liegen nur wenige Studien vor, bei denen metabolic engineering fiir C. pasteuria-
num angewendet wurde. Ein grofles Hindernis fiir die genetische Manipulation von C. pas-
teurianum stellt die geringe Transformationseffizienz dieses Stammes dar [100, 94]. Als
gram-positives Bakterium besitzt C. pasteurianum eine robuste Zellwand mit zahlreichen
Schichten verzweigter Peptidoglycanmolekiile, welche fiir DN A-Molekiile schwer passier-
bar ist [110]. Zudem sind in C. pasteurianum verschiedene endogene Restriktionsendonu-
kleasen aktiv, die Fremd-DNA erkennen und degradieren [95]. Bakterielle Restriktions-

modifikationssystem (RM-Systeme) bestehen jeweils aus einem Paar von Enzymen: einer
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Endonuklease und einer DNA-Methyltransferase. Die Methylierung der DNA durch die
Methyltransferase an ihrer spezifischen Erkennungssequenz verhindert die Degradierung
endogener DNA durch die jeweilige Endonuklease. Unmethylierte Fremd-DNA dagegen
wird degradiert. Wahrend Typ II-RM-Systeme aus einzelnen Enzymen (Endonuklease +
Methyltransferase) bestehen, handelt es sich beim Typ I-System um einen Enzymkom-
plex. Bisher sind drei Restriktionsendonukleasen von C. pasteurianum beschrieben: Cpal
und CpaAl, welche zu den Typ II-Endonukleasen gehoren, sowie die Typ I-Endonuklease
CpaAll. In Tabelle 1 sind die Erkennungssequenzen der Enzyme aufgefiihrt. Es ist nicht
auszuschlieffen, dass weitere, bisher unbekannte Endonukleasen in C. pasteurianum aktiv
sind.

Aufgrund des Mangels an zielgerichteten Transformationsmethoden wurden in der Vergan-
genheit Techniken zur chemischen Mutagenese mit anschlieender Selektion von gewiinsch-
ten Phianotypen bei C. pasteurianum angewendet [74, 50]. Bei anderen Clostridienstdmmen
wurden hauptsichlich zwei Methoden fiir den DNA-Transfer verwendet: die Konjugati-
on und die Elektrotransformation [4, 87, 36, 48, 117]. In den meisten Féllen hat sich die
Elektroporation als die effizientere Methode erwiesen. Bei einigen Stdmmen, bei denen ein
DNA-Transfer per Elektroporation nicht moglich war, stellte die Konjugation eine Alter-
native dar. Der DNA-Transfer in C. pasteurianum mittels Konjugation wurde 1988 von
Richards et al. berichtet [100], jedoch wurden in dieser Studie weder Ergebnisse prasentiert
noch Angaben zu dem verwendeten Konjugationsprotokoll gemacht. Kiirzlich wurde ein
Elektroporationsprotokoll entwickelt, welches eine Transformation von C. pasteurianum
ermoglichte [94]. Daraufhin wurde die heterologe Expression, Transkriptionsregulation so-
wie Deletion von Genen in C. pasteurianum erfolgreich demonstriert [95, 96, 97, 12], wobei
die geringe Effizienz der DNA-Manipulation weiterhin eine Limitierung fiir das metabolic

engineering dieses Mikroorganismus darstellt.

Tabelle 1: Restriktionsendonukleasen von C. pasteurianum

Enzym ‘ Typ ‘ Erkennungssequenz | Methylierungsmuster ‘ Referenz
Cpal II | GATC Dam-Methylierung (m6A) [101]
CpaAl II | CGCG FnuDII-Methylierung (m5C) | [100]
CpaAll I | AAGNNNNNCTCC | nicht bekannt [95]
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Die Konjugation stellt eine clevere Methode des DNA-Transfers bei Clostridien dar, da
sie das Hindernis umgeht, das die gram-positive Zellwand darstellt. Sie beruht auf dem
Austausch von DNA zwischen einem Donor- und einem Rezipientenstamm durch direkten
Zell-Zell-Kontakt (Abb. 5). Der Donorstamm besitzt Transfergene, welche ihm die Aus-
bildung einer Zytoplasmabriicke ermdglichen, iiber welche die zu transferierende DNA auf

die Rezipientenzelle iibertragen werden kann.

A Biparentale Konjugation B Triparentale Konjugation

o o

| |
© = O © O

E. coli C. pasteurianum E. coli E. coli
CA434 DSM 525 ER1821/pFnuDIiMKn CA434

Donor Rezipient Donor \ / Helfer

C. pasteurianum
DSM 525

Rezipient

Abb. 5: Schematische Darstellung der biparentalen und triparentalen Konjugation zur Trans-
formation von C. pasteurianum. A: Biparentale Konjugation. Der Donorstamm F. coli CA434
besitzt Transfergene sowie das zu transferierende Plasmid und ermdoglicht somit den direkten
konjugativen Plasmid-Transfer. B: Triparentale Konjugation. Als Donor dient der FE. coli-Stamm
ER1821/pFnuDIIMKn. Da dieser keine Transfergene besitzt, wird zusétzlich E. coli CA434 als
Helferstamm benétigt.

Bei der Elektroporation wird die Bakterienzellwand durch ein kurzzeitig angelegtes elek-
trisches Feld permeabilisiert, sodass die DNA in die Zelle gelangen kann. Fiir C. pasteu-
rianum wurde kiirzlich von Pyne et al. ein Elektroporationsprotokoll entwickelt [94]. Im
Vergleich zu anderen Protokollen enthélt dieses Protokoll einige Ergénzungen, die eine
hohe Transformationseffizienz bei C. pasteurianum ermoglichen sollen: Sporulierte, hit-
zeschockaktivierte Zellen werden fiir die Herstellung der kompetenten Zellen verwendet.
Den Zellen werden zellwandaufweichende und zellmembranauflésende Agenzien - Glycin
bzw. Ethanol — zugegeben, in Kombination mit Saccharose zur osmotischen Stabilisierung,
um die DNA-Aufnahme zu erméglichen. Dariiber hinaus sind Elektroporationsparameter,

transformierte DNA-Menge sowie Kultivierungszeiten in diesem Protokoll fiir C. pasteu-
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rianum optimiert (Abb. 6).

Das Protokoll von [94] beinhaltet die in vivo-Methylierung des E. coli-C. pasteurianum-
Shuttleplasmids zum Schutz vor dem Verdau durch Restriktionsendonukleasen. Dazu wird
das Shuttleplasmid zunéchst in den E. coli-Stamm ER1821/pFnuDIIMKn eingebracht.
Die aus diesem Stamm extrahierte Plasmid-DNA wird fiir die Elektrotransformation von

C. pasteurianum verwendet.

C. pasteurianum-Zellen

2o © > 7 d anaerob (37 °C)
= i v

=3 daerob {4 °C)
2 TG-Agar

Sporulation

|

Germination

Hitzeschock:

10 min. 80 °C
etoH Zellmembran-
Solubilisierung
) EP-Puffer
Glycin By \ Kompetente ONA
Zellen o
\ '(/ 1.8 kV
> 28pF | — —_—
()
u U 2 TGE-Agar+Tm
Zellwand-
Aufweichung Ernte Elektroporation Erholung Selektion
|_Sacchar|:5e - - o — — — — I

Osmotische Stabilisierung

Abb. 6: Elektroporationsprotokoll fiir die Transformation von C. pasteurianum (nach [94]).
EP-Puffer = Elektroporationspuffer; EtOH = Ethanol; Tm = Thiamphenicol.

1.2.7.2 ClosTron-Mutagenese

Eine speziell fiir Clostridien entwickelte Methode zur Deletion von Genen ist die ClosTron-
Methode [44]. Diese basiert auf einem mobilen Gruppe II-Intron, welches mit Hilfe eines
Shuttleplasmids in die Bakterien eingebracht wird [56]. Gruppe II-Introns sind kataly-
tische RNAs, die sich selbst aus RNA-Transkripten herausspleifen und in neue DNA-
Targetsequenzen integrieren. In der Intronsequenz ist das Intron-codierte Protein (IEP
= intron-encoded protein) LtrA enthalten, welches das Spleifien sowie die Targetsequenz-
Erkennung und Integration des Introns unterstiitzt. Dariiber hinaus besitzt LtrA eine
Reverse-Traskriptase- Aktivitit; nach Integration des RNA-Introns in die DNA syntheti-

siert LtrA den komplementiren DNA-Strang. Die RNA-Sequenz wird anschlieBend von
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zelleigenen Enzymen abgebaut und durch DNA ersetzt (Abb. 7). Die Erkennungssequenz
des Gruppe II-Introns kann durch Austausch bestimmter Nukleotide verdndert werden.
Dies ermoglicht einen gezielten Einsatz dieses Mechanismus” fiir die Deletion von Ge-
nen. Ein Erythromycin-Selektionsmarker (ermRAM = erythromycin retrotransposition-
activated marker), der im Shuttleplasmid in antisense-Orientierung vorhanden und durch
ein Gruppe I-Intron inaktiviert ist, wird durch das Spleifien und die chromosomale Integra-
tion aktiviert, sodass Mutanten durch ihre erworbene Erythromycin-Resistenz selektierbar
sind.

Die ClosTron-Methode wurde erfolgreich bei verschiedenen Clostridienstdmmen angewen-

det [25, 16, 140, 62, 69, 67], in zwei Fillen auch bei C. pasteurianum [95, 97].
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Abb. 7: Schematische Darstellung der ClosTron-Mutagenese [59]. Erlduterungen siehe Text.
pMTLO007C-E2 = ClosTron-Plasmid; LtrA = Intron-codiertes Protein; td = Gruppe I-Intron

zur Inaktivierung des Erythromycin-Resistenzgens (erm).
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1.2.7.3 Genomeditierung mittels CRISPR-Cas

CRISPR (clustered regularly interspaced short palindromic repeats)-Cas (CRISPR-asso-
ciated) ist eine relativ neue, wertvolle Methode fiir Genom-Manipulationen einer grofien
Zahl an Organismen und Zelltypen [52]. CRISPR-Cas stellt urspriinglich einen Teil des
bakteriellen adaptiven Immunsystems dar und somit einen Verteidigungsmechanismus ge-

gen fremde Nukleinsduren wie Bakteriophagen und andere mobile genetische Elemente.

Type | CRISPR-Cas interference Type Il CRISPR-Cas interference
(Clostridium difficile) (Streptococcus pyogenes)
r’ spacer tracrRNA spacer
B B cascade |, cas3 o -W—Iead-— -_ e - -
DR DR DR DR
/7 e N\ RNA Ve ~ \

Cascade

j ?7 _i % pre-<crRNA ?]I %
tracrRNA
Casé l Casé RNase Il l RNase Ill

AGG
66 PAM sequences
@j— PAM sequences Too .

—PAM ]
(NRRRRRRRR (NARARAY /4!
- crRN Target recognition défm
Casl Cas9
DN m— DB
' Invader l Interference ' Invader l

Abb. 8: Typ I- und Typ II-CRISPR-Cas-Interferenzmechanismen [93]. Erlduterungen siehe
Text. DR = direct repeats, PAM = protospacer-adjacent motif, DN = DNA-nick, DB = DNA-
Doppelstrangbruch.

CRISPR-Immunitit wird in drei Schritten erreicht, welche als Adaption, CRISPR-RNA
(crRNA)-Biogenese und Interferenz bezeichnet werden. Im ersten Schritt wird die ein-
dringende DNA als fremd erkannt und, flankiert von repeat-Sequenzen, in den CRISPR-
Lokus als neuer sogenannter Spacer integriert. Das Stadium der crRNA-Biogenese ist
charakterisiert durch die Transkription des CRISPR-Lokus und die Reifung der crRNA.
Im Interferenz-Stadium bindet die reife crRNA an Cas-Proteine, welche zusammen den

Effektorkomplex bilden. Dieser identifiziert und degradiert eindringende, fremde DNA.
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Eine kurze Sequenz von drei Basen unmittelbar hinter der DNA-Zielsequenz, genannt
protospacer-adjacent motif (PAM), erméglicht der Zelle zwischen Selbst und Nicht-Selbst
zu unterscheiden [137].

Abhéngig von den beteiligten Molekiilen werden CRISPR-Cas-Systeme in sechs Typen
klassifiziert [133]. In Abb. 8 sind die Typ I- und Typ II-CRISPR-Interferenzmechanismen
dargestellt. Am Haufigsten wird fiir das Genom-engineering das Typ II-System von Strep-
tococcus pyogenes angewendet. Das zentrale Molekiil stellt in diesem System die RNA-
abhéngige DNA-Nuklease Cas9 dar. Cas9 besitzt zwei Nuklease-Doménen, RuvC und
HNH, welche einen DNA-Doppelstrangbruch in der spezifischen Zielsequenz erzeugen. Die
Zielsequenz wird durch die gebundene Guide-RNA (gRNA) definiert. Die gRNA ist ein
duales RNA-Molekiil, bestehend aus der crRNA fiir die Zielsequenz-Erkennung und der
transaktivierenden crRNA (tracrRNA), welche eine spezifische Sekundérstruktur ausbil-
det, die die Bindung von Cas9 ermdoglicht. Die Prozessierung erfolgt mit Hilfe des Enzyms
RNase III. Der DNA-Doppelstrangbruch erfolgt an Position 3-4 upstream von der PAM-
Sequenz.

Das Typ I-System ist durch das Enzym Cas3 gekennzeichnet [73, 111]. Zusétzlich wird
bei diesem System eine Kaskade, im Falle von C. pasteurianum oder C. difficile beste-
hend aus Cas6, Cas8b, Cas7 und Casb, fiir die Intereferenz benétigt. Mit 6 Subtypen
(A-F) stellt das Typ I-System das System mit der gréfiten Diversitéat dar, das in der
Natur vorkommt. Am haufigsten kommt der Subtyp IB vor. Die PAM-Sequenz ist beim
Typ [-System upstream vom Protospacer lokalisiert. Ein weiterer Unterschied zum Typ II-
System stellt die Aktivitat der Nuklease Cas3 dar: Im Gegensatz zu Cas9 erzeugt Cas3
einen DNA-Einzelstrangbruch (nick) anstelle eines Doppelstrangbruches. Die Position des
DNA-Einzelstrangbruches liegt aulerhalb der Targetsequenz.

Im Gegensatz zu dessen Verwendung bei Eukaryonten fungiert das CRISPR-Cas-System
bei Prokaryonten nicht selbst als Mutagenese-, sondern als Selektionsmethode: Durch die
Induktion von DNA-Doppelstrangbriichen ist das CRISPR-Cas-System lethal, sofern die
zelleigene DNA das Target darstellt [24, 75]. Durch eine entsprechende Mutagenesestra-
tegie kann diese Tatsache zur Selektion genutzt werden, indem nicht-mutierte Zellen aus
der Population eliminiert werden und nur mutierte Zellen iiberleben. Das CRISPR-Cas-
System wurde bereits bei einigen Clostridium-Stadmmen angewendet [125, 126, 47], unter
anderem auch bei C. pasteurianum [93, 12]. Bedingt durch den Wirkungsmechanismus des

Systems bei Prokaryonten fithrt dessen Anwendung zu einer Reduzierung der Transforma-
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tionseffizienz [123, 51, 75, 9]. Wihrend die Cas9-Nuklease des S. pyogenes-Typ 11-Systems

sich als zu toxisch erwiesen hat um Transformanten in ausreichender Zahl zu generieren,

fithrte die Nutzung des endogenen Typ IB- CRISPR-Cas-Immunsystems zu einer erfolg-

reichen Gendeletion in C. pasteurianum [93].

1.2.8 Analyse von C. pasteurianum-Fermentationen

Mit Hilfe der folgenden Formeln kénnen C. pasteurianum-Fermentationen analysiert und

charakterisiert werden:

Die Zelldichte wird turbidometrisch bei 600 nm bestimmt und mit der Biotrockenmas-

se nach [38] korreliert:

CBiomasse = O’ 336 x ODGOO

mit
CBiomasse = Bilomassekonzentration (in g/1)

O Dgoo = Optische Dichte (600 nm)

Die Wachstumsrate p wird durch folgende Formel berechnet:

b, ts) = —mtz — Z“
mit

t1,ty = Zeitpunkt der Messung

c1, o = Zelldichte zum Zeitpunkt ¢; bzw. t,

18
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Aufgrund der Uberlappung der Chromatographie-Peaks von Ethanol und Butyrat wird

die Ethanolkonzentration mit Hilfe folgender Formel berechnet:

CEthanol = 17 1383 x AEthanol (13)

mit
CEthano, = Ethanolkonzentration (in g/1)

ABihanot = Fléche des Ethanolpeaks des Chromatogramms (in mV min)

Der Ertragskoeffizient wird berechnet nach [38]:

Y= 21 (1.4)

C — C1

mit
Y = Ertragskoeffizient (yield coefficient)
19,11 = Produktkonzentrationen

c9, ¢; = Biomassekonzentrationen

Die Bilanzierung der Kohlenstoffverteilung und der Kohlenstofffliisse von Substraten zu
Produkten erfolgt nach [138]. Basierend auf den stochiometrischen Formeln zur Metabo-
lisierung von Glycerol und Glukose in C. pasteurianum ([104] und Tabelle 2) wird die
Kohlenstoff-Wiederfindung wie folgt berechnet:

Z CProdukte

Crecove'ry(%) - m (]-5>

mit
Crecovery = Kohlenstoff-Wiederfindung (in %)
Cprodukte = Produktkonzentration (in mM)

Clsubstratete = Substratkonzentration (in mM)
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Tabelle 2: Berechnung der Kohlenstoffverteilung von Fermentationssubstraten und -produkten.
Molare Zusammensetzung der Biomasse von C. pasteurianum nach [8].

Komponente | Summenformel | Molmasse Anzahl produziertes
(g/mol) C-Atome CO,
(mol/mol) (mol/mol)
Glycerol C3HgOs5 92 3 0
Glukose CeH120¢ 180,2 6 0
1,3-PDO C3HgOq 76,1 3 0
Butanol C4H1()O 74,12 4 2
Ethanol CyHgO 46,07 2 1
Butyrat C4H802 88,1 1 4 2
Acetat CyH,0y 60,05 2 1
Formiat CH50, 46,03 1 0
Laktat C3HgO3 90,08 3 0
Biomasse C4H,O35N 101,1 4 0

20



Material und Methoden

2 Material und Methoden

2.1 Kultivierung und Aufbewahrung der Bakterien

Die in dieser Arbeit verwendeten Bakterienstdmme sind in Tabelle 3 aufgelistet. Fiir die
genetische Modifikation wurden die C. pasteurianum-Zellen anaerob in 2x YTG-Medium
kultiviert. Fiir die Kultivierung wurden Anaerobflaschen verwendet, in denen der Sauer-
stoff durch Begasung mit Stickstoff entfernt worden war. Agarplatten wurden in Anae-
robtopfen kultiviert, in denen mit Hilfe von Anaerocult A (Merck Millipore) ein anaerobes
Milieu erzeugt wurde. Alle Arbeiten wurden in einer Anaerobkammer (Coy laboratory
products) durchgefiihrt. Die Bakterien wurden bei 35-37 °C kultiviert und bei —80°C in
20 % Glycerol gelagert. Fiir die Elektroporation wurden sporulierte Zellen verwendet, wie
unter [94] beschrieben.

E. coli NEB10S und ER1821 wurden aerob in LB-medium bei 37°C kultiviert und bei
—80°C in Roti-Store Kryoréhrchen (Roth) aufbewahrt.

Transformierte C. pasteurianum-Klone, die ein Plasmid enthielten, wurden mit 7 pg/ml
Thiamphenicol selektiert. Fiir E. coli-Zellen, welche E. coli-C. pasteurianum-Shuttlevektoren
besalen, wurden 25 pg/ml Chloramphenicol verwendet. E. coli-Zellen, welche das Methy-
lierungsplasmid pFnuDIIMKn besalen, wurden mit 50 pg/ml Kanamycin selektiert.
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Tabelle 3: In dieser Arbeit verwendete Bakterienstamme

Name

Beschreibung

Quelle

C. pasteurianum

DSM 525

C. pasteurianum
R525

C. pasteurianum
PC
C. pasteurianum

dhaBmut

C. pasteurianum
dhaBcompl

E. coli NEB10g

E. coli ER1821

E. coli ER1821-
pFnuDIIMKn

Wildtyp

selektierter C. pasteurianum-Klon mit
erhohter Transformationseffizienz

C. pasteurianum R5H25 mit erhohter
Pyruvatcarboxylaseaktivitit (enthélt Plasmid
pMTLO007-PC)

C. pasteurianum R525 mit Deletion der
Glyceroldehydratase (dhaB)

C. pasteurianum R525 mit Komplementation
der Deletion der Glyceroldehydratase (dhaB)

A(ara-leu) 7697 araD139 fhuA AlacX74
galK16 galE15 el4- ¢80dlacZAM15 recAl
relAl endA1 nupG rpsL (StrR) rph spoT1

A(mrr-hsdRMS-merBC)

F - endAl glnV44 thi-1 relA17 el4 - (mcrA-)
rfbD17? spoT1? A(merC-mrr)114:1S10

E. coli ER1821 mit Plasmid pFnuDIIMKn fiir
die in vivo-Methylierung von
E. coli-C. pasteurianum Shuttlevektoren

DSMZ

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

New England
Biolabs

New England
Biolabs

Prof. Perry Chou
[94]
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2.1.1 Kulturmedien

2.1.1.1 Medien fiir die Kultivierung von FE. coli

Tabelle 4: LB-Medium

Komponente Konzentration (g/1)
Natriumchlorid 10
Hefeextrakt )
Trypton 10

Tabelle 5: SOB-Medium

Komponente Konzentration
Natriumchlorid 0,5g/1
Hefeextrakt 5g/l
Trypton 20g/1
Kaliumchlorid 2,5mM
Magnesiumchlorid 10 mM
Magnesiumsulfid 10 mM

Tabelle 6: SOC-Medium

Komponente Konzentration
Natriumchlorid 0,5g/1
Hefeextrakt 5g/l
Trypton 20g/1
Kaliumchlorid 2,5mM
Magnesiumchlorid 10 mM
Magnesiumsulfid 10 mM
Glukose 20 mM
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2.1.1.2 Medien fiir die Kultivierung von C. pasteurianum

Tabelle 7: RCM-Medium

24

Komponente Konzentration (g/1)
Natriumchlorid 5)
Hefeextrakt 3
Pepton 10
Fleisch-Extrakt 10
Losliche Stéarke 1
Natrium-Acetat 3
Glukose 5)
Cystein-HCI 0,5
Resazurin 0,001
Tabelle 8: Biebl-Medium
Komponente Konzentration
Glycerol 80g/1
Hefeextrakt lg/l
KHQPO4 0,5 g/l
KyHPO, 0,5g/1
(NH4)QSO4 5g/1
CaCl, 0,02g/1
CoCl, 200 mg/1
CuCl, 20mg/1
H3;BO;3 60 mg/1
HCI (95 %) 0,9ml/1
MnCl, 100 mg/1
NasMoQOy 40mg/1
NiCly 20mg/1
ZnCl 70mg/1
FeSOy4 0,005 ¢g/1
Cystein-HCI 0,5g/1
Resazurin 0,001 ¢g/1
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Tabelle 9: 2x YTG-Medium (pH 6,3)

Komponente Konzentration (g/1)
Natriumchlorid 5
Hefeextrakt 10

Trypton 16

Glukose 5)

Resazurin 0,001

2.1.2 Fermentation

50ml RCM-Medium wurden mit 1,8 ml einer Kryokultur angeimpft und 24h bei 35°C
kultiviert. Diese Vorkultur wurde als Inokulum fiir das Produktionsmedium verwendet.
Fir die batch-Kultivierung wurde Biebl-Produktionsmedium [103] mit 80g/l Glycerol
sowie 10g/1 Glukose (separat autoklaviert) verwendet. Die batch-Fermentationen wur-
den in 1,5 -Dasgip-Bioreaktoren mit einem Arbeitsvolumen von 11 durchgefiihrt (Dasgip,
Jiilich). Nach Sterilisation wurde das Medium bis zum Erreichen der Raumtemperatur im
Reaktor mit sterilem Stickstoff begast. Unmittelbar vor der Inokulation wurden Cystein-
HCI und FeSOy steril zu einer finalen Konzentration von 3 g/1 bzw. 0,01 mg/1 zugegeben.
Bei Fermentationen mit dem PC-Stamm und den entsprechenden Kontrollfermentatio-
nen wurde zusétzlich 0,12mg/1 Biotin zugegeben. Aulerdem wurde bei dem PC-Stamm
7mg/1 Thiamphenicol zur Selektion hinzugefiigt. Die Inokulation erfolgte mit 50 ml der
Vorkultur, entsprechend einer ODggg von 0,2. Wahrend der Kultivierung wurde die Tem-
peratur auf 35 °C, die Riihrergeschwindigkeit auf 300 rpm sowie der pH durch Zugabe von
5M KOH auf 6,0 gehalten.
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Abb. 9: Fermentation im Dasgip-Bioreaktor.

2.1.3 Gasmessung, analytische Methoden und Berechnungen

Das Gesamtvolumen der Fermentationsgase wurde mit einem Milligaszéhler (Dr.-Ing. Rit-
ter Apparatebau GmbH & Co. KG) ermittelt. Die Gaszusammensetzung wurde mit Hilfe
des Massenspektrometers OmniStar 300 (Balzer Instruments/ Pfeiffer Vacuum GmbH)
bestimmt.

Die Konzentrationen von Glukose, Glycerol, Butanol, 1,3-PDO, Ethanol, Acetat, Buty-
rat, Formiat und Laktat wurden mittels HPLC (HPLC System 300, Kontron instruments,
Rossdorf) aus zellfreien Uberstinden bestimmt. Dazu wurde eine Aminex HPX-87H Siule
(300x 7,8 mm) verwendet. Die Messung erfolgte bei 60 °C, einer Flussrate von 0,6 ml/min.
und unter Verwendung einer mobilen Phase von 0,005 M H,SO,. Die Detektion erfolgte
mit Brechungsindex-sowie Ultraviolett-Detektoren. Glycerol und Glukose wurden in 1:10-

Verdiinnung gemessen, alle anderen Metabolite in 1:2-Verdiinnung.

2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.1 PCR

2.2.1.1 In-Fusion-PCR
Die Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction = PCR) dient der Amplifi-
kation von DNA-Fragmenten und Einfithrung von Mutationen. Fiir Klonierungen wurde

der CloneAmp Hifi PCR Premix (Clontech) verwendet. Es wurden jeweils 25 pl-Ansétze
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angesetzt, wie in Tab. 10 dargestellt. Die Amplifikation erfolgte nach dem PCR-Protokoll
in Tab. 11.

Nach der Amplifikation wurden die PCR-~Ansétze mit dem Restriktionsenzym Dpn 1 ver-
daut. Dpn I schneidet methylierte DNA und dient somit dem Abbau des Template-Plasmids.
Der Verdau erfolgte fiir 1,5h bei 30 °C mit 1l DpnI pro 25 ul PCR-Ansatz.

Tabelle 10: Pipettierschema der PCR-Ansétze fiir Klonierungen. () = Angaben fiir die Ampli-
fikation von genomischer DNA

Komponente ‘ Konzentration ‘ Menge (pl)
CloneAmp Hifi PCR Premix 2x 12,5
forward Primer 10 M 0,25
reverse Primer 10 pM 0,25
Template-DNA 1 ng/pl (100 ng/nl) 1

H,O 11
Gesamt 25

Tabelle 11: PCR-Protokoll fiir Klonierungen. () = Angaben fiir die Amplifikation von genomi-
scher DNA

Temperatur (°C) ‘ Zeit (s) ‘ Wiederholungen
98 10
25 15 30 x
72 5 s/kb (60 s/kb)
4 00

2.2.1.2 Kolonie-PCR

Zum Nachweis des Vorhandenseins einer spezifischen DNA-Sequenz nach Transformati-
on wurde eine Kolonie-PCR durchgefiihrt. Fiir die Kolonie-PCR wurde der Maxima Hot
Start PCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific) verwendet. Eine einzelne Kolonie wurde
gepickt und in 50 ul Lysepuffer (20 mM Tris, 2mM EDTA, 1 % Triton-X 100) 2 min. in der
Mikrowelle erhitzt. Die lysierte Kolonie wurde als Template-DNA fiir die Kolonie-PCR
cingesetzt (Tab. 12 und 13).
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Tabelle 12: Pipettierschema der PCR~Ansétze fiir Kolonie-PCR

Komponente Konzentration ‘ Menge (pl)
Maxima Hot Start PCR Premix 2 x 5
forward Primer 10 pM 0,2
reverse Primer 10 pM 0,2
Template-DNA 1
H,0O 3,6
Gesamt 10

Tabelle 13: PCR-Protokoll fiir Kolonie-PCR

Temperatur (°C) ‘ Zeit (s) ‘ Wiederholungen

95 4 min.
95 30 s
Tm -5 30 s 30 x
72 1 min./kb
72 10 min.
4 00

2.2.2 Gelelektrophoretische Auftrennung von PCR-Produkten

Zur Analyse der DNA-Fragmente nach PCR wurden die DNA-Proben auf ein Agarose-
gel aufgetragen und elektrophoretisch nach ihrer Gréfle aufgetrennt. Je nach Anzahl der
Proben wurden 50- 100 ml-Gele mit 1% Agarose in TAE-Puffer verwendet. Zur Grofien-
bestimmung der DNA-Fragmente wurden 5pul des DNA-Groflenstandards O “GeneRuler
DNA Ladder Mix (Thermo Fisher Scientific) aufgetragen. Die Auftrennung der DNA-
Fragmente erfolgte bei 120V iiber 45 min. in TAE-Laufpuffer in BioRad-Elektrophore-
sekammern. Die Gele wurden mit SYBR GOLD (Thermo Fisher Scientific) fiir 30 min.
gefiarbt und am BioRad GelDoc XR Imager dokumentiert.

2.2.3 Aufreinigung von PCR-Produkten und Extraktion von Plasmid-DNA

Die Aufreinigung von PCR-Produkten und Plasmid-DNA-Extraktion wurden mit den
NucleoSpin Gel and PCR clean-up- bzw. NucleoSpin Plasmid-Kits von Macherey-Nagel
nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Die Elution erfolgte mit Wasser. Die DNA-Kon-
zentration wurde spektrophotometrisch bestimmt. DNA-Sequenzierungen wurden von der

Firma Seqlab durchgefiihrt und mit Hilfe des Programmes Finch TV ausgewertet.
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2.2.4 Extraktion genomischer DNA

Fiir die Extraktion genomischer DNA von C. pasteurianum wurden 2 ml Bakterienkultur
in der exponentiellen Phase (ODgog = 0,6) geerntet. Die DNA-Extraktion erfolgte mit Hil-
fe des NucleoSpin Tissue-Kits von Macherey-Nagel. Dabei wurde das Support-Protokoll
fiir gram-positive Bakterien angewendet. Die Konzentration von Lysozym im Lysepuffer

wurde auf 100 mg/ml erhoht und die Lyse erfolgte bei 56 °C iiber Nacht.

2.2.5 Klonierung

Klonierungen wurden mit Hilfe des In-Fusion HD Cloning Kits (Clontech) durchgefiihrt.
Abb. 10 zeigt eine schematische Darstellung des Klonierungsprotokolls. Alle Plasmide,
die in dieser Arbeit verwendet wurden, sind in Tabelle 14 aufgelistet. Die verwendeten
Oligonukleotide wurden von Life Technologies gekauft und sind in Tabelle 15 aufgelistet.
Fiir die Generierung des Pyruvatcarboxylase-Uberexpressionsvektors pMTL007-PC wur-
de das Pyruvatcarboxylasegen von genomischer DNA von C. pasteurianum DSM 525
per PCR amplifiziert und downstream vom C. sporogenes fdx-Promotor in den E. coli-
C. pasteurianum-Shuttlevektor pMTLO07C-E2 kloniert, indem dessen Gruppe II-Intron
und ltrA-Sequenzen ersetzt wurden.

Fiir den ClosTron-Splitvektor pMTL007-LtrA wurde das ltrA-Gen des Plasmids pSYCP
amplifiziert und anstelle des vorhandenen [ltrA-Gens und des Gruppe Il-Introns in den
Vektor pMTL007C-E2 kloniert.

Der Vektor pMTLO0O07-Int-dhaB wurde basierend auf dem Vektor pMTL0O07C-E2 Cpas_dhaB-
519-520s kloniert, indem die [trA-Sequenz durch PCR-Linearisierung und Re-Ligation ent-
fernt wurde.

Der CRISPR-Cas-Typ I-dhaB-Deletionsvektor pMTL85141-CRISPR-dhaB wurde ent-
sprechend [93] fiir die Deletion von dhaB designt und von der Firma GenScript (USA)
synthetisiert.

Fiir den CRISPR-Cas-Typ II-dhaB-Deletionsvektor pMTL85141-Cas9n-dhaB wurde die
Cas9-Nickase von dem Vektor pNICKclos1.0 (addgene) amplifiziert und in den E. coli-
C. pasteurianum-Shuttlevektor pMTL85141 kloniert, flankiert von den C. sporogenes

fdz-Promotor- und Terminatorregionen von pMTL007C-E2. Basierend auf diesem in-
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termedidren Plasmid pMTL85141-Cas9n wurde der dhaB-Deletionsvektor pMTL85141-
Cas9n-dhaB durch Insertion einer gRNA-Sequenz sowie eines Reparaturtemplates kre-
iert. Die gRNA-Sequenz wurde entsprechend des Plasmids pNICKclos1.0 unter tran-
skriptioneller Kontrolle des synthetischen Promotors pJ23119 designt. Die genspezifische
20-Nukleotid-Targetsequenz (TATTTACAGGACGCTCTGAT) wurde mit Hilfe des Cas
Designer Tools vom Center for Genome Engineering, Institute for Basic Science, Ko-
rea (www.rgenome.net) ausgewéhlt, um Nebeneffekte aufierhalb des Zielgens zu vermei-
den. Die gRNA-Kassette wurde von Life Technologies synthetisiert. Das Reparaturtem-
plate, bestehend aus zwei 1 kb-Regionen up- und downstream vom dhaB-Gen, wurde
von dem Plasmid pMTL85141-CRISPR-dhaB amplifiziert. Reparaturtemplate und gRNA
wurden downstream vom fdz-Promotor und Cas9n in pMTL85141-Cas9n kloniert, wobei
die gRNA mit ihrem Promotor pJ23119 in antisense-Orientierung integriert wurde.

Fiir die Komplementation der dhaB-Deletion wurde der Vektor pMTL85141-dhaB-compl,
basierend auf dem Plasmid pMTL85141-Cas9n-dhaB, kloniert. Dazu wurde die dhaB-
spezifische 20-Nukleotid-Targetsequenz durch eine neue Targetsequenz (AATACCGCTT-
CAAACGGTAT) ersetzt, welche komplementér zu einem Bereich in der upstream ge-
legenen 1kb-Homologieregion von dhaB ist. Die deletierte dhaB-Genregion wurde von
genomischer DNA von C. pasteurianum amplifiziert und in den Vektor integriert. Die
Primer zur Amplifikation von dhaB wurden so designt, dass parallel zur Amplifikation
von dhaB stille Mutationen in der 20-Nukleotid-Targetsequenz der upstream gelegenen
Homologieregion des Reparaturtemplates des Vektors eingefiihrt wurden, um eine Cas9-

Nickase-Aktivitat nach Re-Integration der dhaB-Sequenz ins Genom zu vermeiden.
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Tabelle 14: In dieser Arbeit verwendete Plasmide

Name

Beschreibung

Quelle

pMTL85141

pMTL007C-E2

pMTLO07-PC

pMTLO07C-
E2 Cpas_dhaB-
519-520s

pSYCP

pMTLOO7-LtrA

pMTLO07-Int-
dhaB

pMTL85141-
CRISPR-dhaB

pNICKclos1.0

pMTL85141-
Cas9n

pMTL85141-
Cas9n-dhaB

pMTL85141-
dhaB-compl

pFnuDIIMKn

E. coli-C. pasteurianum-Shuttlevektor (CmR;
ColE1 ori; pIM13 ori)

E. coli-C. pasteurianum-Shuttlevektor mit
Gruppe II-Intron fiir die ClosTron-Mutagenese
(CmR; ColE1 ori; pCB102 ori)

Pyruvatcarboxylase-Expressionsvektor
basierend auf pMTL007C-E2 (CmR; ColE1
ori; pCB102 ori)

ClosTron-dhaB-Deletionsvektor basierend auf
pMTLO07C-E2

ClosTron-Deletionsvektor mit markerlosem
Gruppe II-Intron;
CpaA II-Restriktionsschnittstellen entfernt

ClosTron-Splitvektor, exprimiert LtrA von
pSYCP

ClosTron-Splitvektor, enthélt
dhaB-Gruppe II-Intron von
pMTL007C-E2 Cpas_dhaB-519-520s

dhaB-Deletionsvektor fiir die Deletion
basierend auf endogenem
Typ I-CRISPR-Cas-System

E. coli-C. pasteurianum-Shuttlevektor,
exprimiert gRNA und Cas9-Nickase von
S. pyogenes

E. coli-C. pasteurianum-Shuttlevektor,
exprimiert Cas9-Nickase von pNICKclos1.0

dhaB-Deletionsvektor basierend auf
pMTL85141-Cas9n

dhaB-Komplementationsvektor basierend auf
pMTL85141-Cas9n-dhaB

FnuDII-Methyltransferasegen von
Fusobacterium nucleatum inseriert in das
tet-Gen und das FRT-flankierte kan-Gen von
pETKnFRT inseriert in das cat-Gen von
pACYC184; (p15A ori; KnR)

Nigel Minton [45]

Nigel Minton [43]

diese Arbeit

Sugima Rappert

Perry Chou [95]

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

addgene (73639)

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

Perry Chou [94]
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Tabelle 15: In dieser Arbeit verwendete Oligonukleotide

Name Sequenz (5°-37)

PC For tggeegtegttttacatgaaagaatttaaaagagtattggttgetaacagag
PC Rev acgggtgctcgacatttacttcaactcaattaataactctecagetttaace
V-PC For atgtcgagcaccegtteteg

V-PC Rev gtaaaacgacggccagtgaatce

Seq R525-PC For
Seq R525-PC Rev
V-LtrA For
V-LtrA Rev

LtrA For

LtrA Rev
V-Int-dhaB For
V-Int-dhaB Rev
Int-dhaB For
Int-dhaB Rev
Cas9n For

Cas9n Rev
V-Cas9n For
V-Cas9n Rev
dhaB H1 For
dhaB H2 Rev
gRNA dhaB For
gRNA dhaB Rev
V-dhaB For
V-dhaB Rev
gRNA Rev

N20 compl For
V-dhaB compl H2 For
V-dhaB compl N20 H1 Rev

dhaB compl N20 H1 For

dhaB compl H2 Rev

Seq dhaB H1 For

Seq dhaB H2 Rev

Seq R525 F502_06873 For
Seq R525 F502_06873 Rev
Seq R525 F502_05127 For
Seq R525 F502_05127 Rev

caggaaacagctatgac
acgggtgctecgacatttacttcaactcaattaataactcteccagetttaace
atgtcgagcaccegttcteg

ggtcatagetgtttectgtgtgaaattgt
gaaacagctatgaccatgaaaccaacaatggcaattttagaaagaat
acgggtgctecgacattcacttgtgttt

atgtcgagcaccegttcteg

gtgaagtagggaggtaccgee

acctcectacttcaccatatecattttetg
acgggtgctecgacattttgaggttttccteecctaatcaattt
acacaggaaacagctatggataagaaatactcaataggettagetatceg
acgggtgctecgacattcagtcacctectagetgactcaaatcaa
atgtcgagcacccegttcteg

agctgtttectgtgtgaaattgttatgag
ttcteggageactgtagtaaaaagaggaataccatatatatataaatgttatatgaatat
getttttttttagattgaataccaatacctatteccagaaccactaag
actaccatcggeggeacagcetagetcagtectaggtataatactag
atctaaaaaaaaagcaccgactcggte

geegeegatggtagtgteg

acagtgctccgagaacggg
gttttagagctagaaatagcaagttaaaataaggetagteeg
aacacggcatctaatggaatactagtattatacctaggactg
ccttctetcattcagatataagaagaactge

ataccgtttgaageggtattttgtatatacctaccattaatattatttattgattctaattta-
tttttatcaatece

aataccgcttcaaacggtataggtattaataatgtattacagagaatagattatttctatg-
gagataaatat

tatatctgaatgagagaaggtttgatcatttge
ccatttatgattatacaaccctttg
catccgtaatagctggaagt
ctatctaaaatttttgtataattccacataacctttaacgg
catcctacaatgactctactggaateg
ccggeattattgactgcaataatcattatattge
gagaatactttattaaatctacaggaatttcttttgatgg
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Generate a linearized vector
Step 1

v

Design gene-specific primers with 15 bp extensions homologous to vector ends

Step 2
15 bp ¢
. . [
Amplify your gene of interest —»
Step 3
¢ 15 bp
[ |
/ PCR product* \
Step 4

Spin-column purify

OR Step 5

Step b
\ Set up the In-Fusion cloning reaction /
Step 6

2 ul 65X In-Fusion Enzyme Premix

x Ml Linearized Vector

x pl Insert

x pl dH,0

15 min at 50° C
10 pl Total Volume ¢
Incubate cloning reaction - =

Step 7 N
, ew
¢ construct

Transform competent E. coli with the reaction mixture
Step 8

v

Screen clones

* If you obtain PCR product with non-specific background, isolate the target fragment
by gel extraction first, then spin-column purify.

Abb.

10:

Schematische Darstellung des In-Fusion-Klonierungsprotokolls (Clontech;

www.clontech.com)
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2.2.6 In vivo-Methylierung und Restriktionsverdau von Plasmid-DNA

Fiir die Transformation von C. pasteurianum wurde die verwendete Plasmid-DNA zu-
vor methyliert, um vor dem Verdau durch Restriktionsendonukleasen von C. pasteuria-
num geschiitzt zu sein. Dazu wurden die E. coli-C. pasteurianum-Shuttleplasmide mit-
tels Elektroporation in den E. coli-Stamm ER1821/pFnuDIIMKn eingebracht. Dieser
Stamm exprimiert die Methylase FnuDII von dem Plasmid pFnuDIIMKn, sodass eine
m5C-Methylierung des Motivs 5°-CGCG-3" erfolgte. Auflerdem ist der Stamm Dam-,
sodass zusétzlich das Motiv 5-GATC-3° m6A-methyliert wurde. Durch diese Methy-
lierungen wurde das Shuttleplasmid vor Degradierung durch die Typ II-Endonukleasen
CpaAl und Cpal von C. pasteurianum geschiitzt. Die Plasmid-DNA wurde mittels Midi-
prep (NucleoBond Xtra Midi-Kit von Macherey-Nagel) extrahiert, um ausreichend hohe
Konzentrationen fiir die Transformation von C. pasteurianum zu erhalten.

Durch Restriktionsverdau mit dem Enzym Bsh1236I, einem Isoschizomer von FnuDII,
wurde die erfolgreiche Methylierung kontrolliert. Dazu wurden 0,5 pg Plasmid-DNA mit
1l Bsh12361 sowie 2l FastDigest-Puffer (Life Technologies) in einem 20 pl-Ansatz 2h

bei 37°C verdaut und auf einem Agarosegel analysiert.

2.2.7 Transformation

2.2.7.1 Hitzeschock-Transformation von E. coli

Fiir die Klonierung wurden kompetente E. coli NEB 105-Zellen verwendet, welche mittels
Hitzeschock transformiert wurden.

1ml einer Ubernachtkultur wurde verwendet, um 100 ml LB-Medium anzuimpfen. Die
Kultur wurde bei 37°C und 20 rpm kultiviert, bis eine ODggo von 0,3-0,4 erreicht war,
und anschlieend 15min. auf Eis gekiihlt. Die Ernte erfolgte durch Zentrifugation bei
3300 g bei 4°C fiir 10 min.. Das Pellet wurde in 30 ml gekiihlter 0,1 M CaCl,-Losung re-
suspendiert. Nach 30miniitiger Inkubation auf Eis wurden die Zellen erneut abzentrifugiert
und in 4ml 0,1 M CaCl,-Losung mit 15 % Glycerol aufgenommen. 200 pl-Aliquots wurden
bei —80 °C eingefroren oder direkt fiir die Transformation verwendet.

Fiir die Hitzeschocktransformation wurden 10 pul Plasmid-DNA mit 200 ul kompetenten
Zellen 30 min. auf Eis inkubiert. Nach Hitzeschock fiir 30s bei 42 °C wurden die transfor-
mierten Zellen 5 min. auf Eis inkubiert und nach Zugabe von 750 pul SOC-Medium 60 min.

bei 37 °C schiittelnd inkubiert. Zur Selektion der Transformanten wurden die Zellen an-
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schliefend auf LB-Agarplatten mit Chloramphenicol ausgestrichen.

2.2.7.2 Elektroporation von E. col:

Fiir die in vivo-Methylierung zum Schutz vor Endonukleasen wurden die E. coli-C. pas-
teurianum-Shuttleplasmide mittels Elektroporation in den E. coli-Stamm ER1821/pFnu-
DIIMKn eingebracht.

Fiir die Herstellung elektrokompetenter E. coli-Zellen wurden 5 ml SOB-Medium mit einer
Kolonie angeimpft und iiber Nacht bei 30 °C und 250 rpm inkubiert. Von dieser Vorkultur
wurden 200 pl verwendet, um 10 ml SOB anzuimpfen und bis zu einer ODgg von 0,4—-0,6
wachsen zu lassen. Die Kultur wurde fiir 10 min. auf Eis gekiihlt und anschliefend bei
5000 rpm und 4 °C 10 min. pelletiert. Das Pellet wurde mit 2ml 10 % Glycerol gewaschen.
Der Waschschritt wurde zweimal wiederholt, bevor das Pellet in 10 % Glycerol resuspen-
diert und in 100 pl-Aliquots aufgeteilt wurde. Die kompetenten Zellen wurden bei —80 °C
gelagert oder direkt fiir die Transformation verwendet.

Ein Transformationsansatz, bestehend aus 100 pl kompetenten Zellen und 11g Plasmid-
DNA, wurde in einer 0,1 cm-Kiivette bei 1,6 V, 2 pF und 200 2 elektroporiert. Nach Zuga-
be von 1 ml SOB-Medium wurden die transformierten Zellen 60 min. bei 37 °C schiittelnd
inkubiert und anschlieBend auf LB-Chloramphenicol-Kanamycin-Agarplatten ausgestri-

chen.

2.2.7.3 Transformation von C. pasteurianum mittels Konjugation

Die Transformation von C. pasteurianum mittels Konjugation wurde nach dem Protokoll
von [45] durchgefiihrt. Das E. coli-C. pasteurianum-Shuttleplasmid wurde zunéchst per
Hitzeschock-Transformation in den Donorstamm FE. coli CA434 eingebracht. Von dem
transformierten Donor- sowie vom Rezipientenstamm C. pasteurianum DSM 525 wurden
1 ml-Kulturen in LB- bzw. 2x YTG-Medium angesetzt. Der Donor-Kultur wurde Chlor-
amphenicol (25pg/ml) zur Selektion zugesetzt. Nach Inkubation bei 37°C iiber Nacht
wurden die Donorzellen durch Zentrifugation bei 4000 g fiir 2min. geerntet. Das Pellet
wurde mit PBS gewaschen und anschliefend in 200 pl der C. pasteurianum-Rezipienten-
zellen resuspendiert. Der Mix aus Donor- und Rezipientenzellen wurde auf eine 2x YTG-

Agarplatte gegeben und 24 h bei 37 °C anaerob kultiviert, ohne die Platte zu invertieren.
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Die Transformanten wurden in 1ml PBS vereint und auf 2x YTG-Agarplatten ausplat-
tiert, welchen Thiamphenicol (10 pg/ml) zur Selektion fiir das Plasmid sowie Cycloserin
(250 pg/ml) zur Gegenselektion gegen die E. coli-Donorzellen zugesetzt war. Die Platten
wurden 72 h bei 37 °C kultiviert.

Fiir die triparentale Konjugation wurde das FE. coli-C. pasteurianum-Shuttleplasmid in
den Donorstamm FE. coli ER1821/pFnuDIIMKn eingebracht. E. coli CA434 diente als
Helferstamm und wurde dem Mix aus Donor-und Rezipientenzellen zusétzlich hinzugege-
ben. Alle anderen Schritte erfolgten wie fiir die diparentale Konjugation beschrieben.
Die erhaltenen Klone wurden mittels Kolonie-PCR auf das Vorhandensein des trans-
formierten Plasmids getestet. Zur Verifizierung des PCR-Ergebnisses wurde eine Plas-
midpraparation durchgefiihrt; die aus C. pasteurianum erhaltene, niedrigkonzentrierte
Plasmid-DNA wurde zur Amplifikation in E. coli eingebracht und anschlieend mittels

Restriktionsverdau und Sequenzierung analysiert.

2.2.7.4 Elektrotransformation von C. pasteurianum

Die Transformation von C. pasteurianum wurde nach dem Elektroporationsprotokoll von
Pyne et al. [94] durchgefiihrt. Elektrokompetente Zellen wurden von sporulierten Kolo-
nien hergestellt. Durch einen Hitzeschock von 10min. bei 80°C wurden die Sporen zum
Auskeimen stimuliert, anschlieBend wurden die Zellen iiber Nacht bei 37 °C kultiviert und
als Inokulum fiir die Herstellung der kompetenten Zellen verwendet.

Wiéhrend der frith-exponentiellen Wachstumsphase (bei einer ODggg von 0,3 — 0,4) wurden
1,25 % Glycin zur Aufweichung der Zellwand zugegeben. Durch Zugabe von Saccharose
wurde eine osmotische Stabilisierung der Zellen erzielt. Nach 2,5 - 3stiindiger Inkubation
mit Glycin wurden die Zellen geerntet, gewaschen und in Elektroporationspuffer (270 mM
Saccharose, 1 mM Magnesiumchlorid, 5 mM Natriumphosphat) aufgenommen.

Vor Auslosung des Elektroporationspulses wurden die kompetenten Zellen fiir 5 min. mit
5% Ethanol inkubiert, um die Zellmembran zu solubilisieren. Die Elektroporation erfolgte
bei 1,8kV, 25 nF und oo 2 (12—14ms).

5—-20pg DNA wurden fiir die Transformation von 600l elektrokompetenten Zellen ver-
wendet. Die Plasmid-DNA wurde zum Schutz vor C. pasteurianum-Restriktionsendonuk-
leasen vor der Transformation in vivo methyliert [94]. Die resultierenden C. pasteuria-

num-Mutanten wurden mittels 7pg/ml Thiamphenicol selektiert.
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2.2.8 Plasmid-Curing

Zur weiteren Verwendung eines transformierten C. pasteurianum-Stammes wurde das
zuvor eingebrachte Shuttleplasmid wieder entfernt. Dazu wurden die transformierten Zel-
len parallel auf Agarplatten mit und ohne Thiamphenicol ausgestrichen. Alle zwei Tage
erfolgte ein Ausstrich der einzelnen Klone von der Nicht-Selektionsplatte auf frische Plat-
ten mit und ohne Thiamphenicol, solange bis ein Klon kein Wachstum auf Thiamphenicol
mehr zeigte. Der Verlust des zuvor transformierten Plasmids wurde mittels Kolonie-PCR

verifiziert.

2.3 Proteinbiochemische Methoden

2.3.1 Priparation von Zelllysaten

Zelllysate von C. pasteurianum R525 und C. pasteurianum PC wurden aus Ubernachtkul-
turen in RCM-Medium hergestellt. Ein Kulturvolumen entsprechend einer ODggo von 25
wurde geerntet und in 1ml 100 mM Tris-Puffer (pH 8) aufgenommen. Die Zelllyse erfolg-
te mit dem Fastprep Homogenisator (MP biomedicals) in 4 Zyklen (6 m/s, 40s). Zellreste
wurden durch Zentrifugation entfernt; der Uberstand wurde direkt fiir die weitere Analyse

verwendet.

2.3.2 Proteinkonzentrationsbestimmung

Die Proteinkonzentration der Zellextrakte wurde nach der Methode von Bradford be-
stimmt [11]. 1:10-Verdiinnungen der Zelllysate sowie eine Standard-Verdiinnungsreihe
von bovinem Serumalbumin (BSA) von 0 bis 0,5mg/ml wurden in Triplikaten in ei-
ne 96-Wellplatte pipettiert und mit Protein-Assay-Férbelosung (BioRad) versetzt. Nach
10miniitiger Inkubation bei Raumtemperatur wurde die Absorption bei 595 nm gemessen

und mit Hilfe der BSA-Standardkurve mit der Proteinkonzentration korreliert.

2.3.3 SDS-PAGE

Eine 20 ng Protein entsprechende Menge Zelllysat wurden mit 4 x Laemmli-Puffer (Tab.
16) versetzt und 10 min. bei 95 °C erhitzt. Die Proben wurden zusammen mit dem Grofien-

standard PageRuler Prestained Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific) auf ein 12 %
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SDS-Gel (Tab. 17) geladen und bei 80120V separiert [60]. Die Proteinbanden wurden
mit Roti-Blue quick Féarbelosung (Roth) sichtbar gemacht.

Tabelle 16: Zusammensetzung des Laemmli-Puffers (4x) fiir die SDS-PAGE

Komponente Konzentration ‘ Menge/1
Glycerol 20 % 4ml

20 % SDS 8% 8ml
Bromphenolblau 0,02 % 0,004 ¢
B-Mercaptoethanol 4% 1ml

1 M Tris-HCI pH 6,8 200 mM Aml

Tabelle 17: Zusammensetzung des SDS-Gels

Komponente ‘ Trenngel (12 %) (ml) ‘ Sammelgel (4 %) (ml)
40 % Acrylamid (29:1) 9 x 1

1,5 M Tris-HCI pH 88 7.5 -

1 M Tris-HCI pH 6,8 - 1,25

H->O 13,035 7,59

10 % SDS 0,3 0,1

TEMED 0,015 0,01

10% APS 0,15 0,05

Gesamt 30 10

2.3.4 Pyruvatcarboxylase-Aktivitédtstest

Der Pyruvatcarboxylase-Aktivitétstest wurde von [91] adaptiert. Dabei wurde die Oxal-
acetat-Bildung durch eine nachfolgende Citrat-Synthase-Reaktion quantifiziert. Das in
dieser Reaktion freiwerdende CoA produziert in Gegenwart von DTNB ein Signal, das
bei 412nm detektierbar ist.

Der 1ml-Reaktionsansatz (Tab. 18) wurde bis zur Messung auf Eis gekiihlt. Die DTNB-
und Citrat-Synthase-Losungen wurden jeweils frisch angesetzt. Bei der Negativkontrolle
wurde Pyruvat durch HyO ersetzt. Unmittelbar vor der Messung wurde der Reaktionsan-
satz auf 30 °C vorgewarmt und 50 pl Zelllysat entsprechend 0,2 mg Gesamtprotein wurden

zugegeben. Die Absorption bei 412 nm wurde bei 30 °C spektrophotometrisch gemessen.
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Tabelle 18: Zusammensetzung des Pyruvatcarboxylase-Reaktionspuffers

Komponente Stocklésung ‘ Menge (pl) ‘ Konzentration
H,O - 480 -
Tris-HCI pH 8 1M 90 0,09 mM
NaHCOs 0,5M 100 0,05 mM
MgCl, 0,1M 50 0,005 mM
Acetyl-CoA 1mM 100 0,0001 mM
ATP 0,1M 50 0,005 mM
DTNB 0,0030 g/ml in EtOH 25 0,0975 pg/1
Citrat-Synthase 1000 U/ml 5 0,005 U/1
Pyruvat (HyO) 0,1M 50 0,005 mM

Aus den Meswerten fiir die Absorption wurde die spezifische Pyruvatcarboxylaseaktivitit

wie folgt berechnet:

1000 Vix) D (%2
VA =

dt (P)

)
dt (K)

e Vi) F
mit
V' A = Volumenaktivitat (U/ml)
Viky = Kiivettenvolumen (jl)
D = Verdiinnungsfaktor des Zelllysates
dA/dtpy = Absorptionsinderung der Probe/min.

dA/dtxy = Absorptionsédnderung der Kontrolle/min.

(2.1)

¢ = Molarer Extinktionskoeffizient fiir reduziertes DTNB (13,6 1/mmol bei einer Schicht-

dicke von 1 cm)
Vir) = Volumen des Zelllysates (jl)

F' = Konzentrationsfaktor des Zelllysates

Die spezifische Enzymaktivitit wurde berechnet durch:

Spezifische Aktivitiat (U/mg) =

Volumenaktivitat (U/ml)

Proteinkonzentration (mg/ml)

(2.2)
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3 Ergebnisse

3.1 Transformation von C. pasteurianum

Das engineering des zellularen Metabolismus basiert auf genetischen Manipulationen
wie der (Uber—)Expression oder Deletion spezifischer Gene. Um diese Manipulationen
zu ermoglichen, stellt die effiziente Transformation von Fremd-DNA eine grundlegende
Bedingung dar. Das erste Ziel war daher, eine Methode fiir den Transfer von Fremd-DNA

in C. pasteurianum in ausreichenden Raten zu etablieren.

3.1.1 Test verschiedener DN A-Transfermethoden fiir die Transformation von

C. pasteurianum

Fiir Clostridien werden hauptséchlich zwei Methoden fiir den DNA-Transfer verwendet:
Konjugation und Elektrotransformation. Beide Methoden wurden im Rahmen dieser Ar-
beit getestet um herauszufinden, welche Technik die besten Ergebnisse fiir C. pasteuria-

num liefert.

3.1.1.1 Konjugation

Fiir die Konjugation wurde das Protokoll von Heap et al. [45] verwendet. Dieses Proto-
koll ist fiir die Transformation von Clostridien etabliert, wurde fiir C. pasteurianum je-
doch noch nicht getestet. Es wurde der konjugative Transfer des E. coli-C. pasteurianum-
Shuttleplasmids pMTL85141 untersucht. Dieser Vektor enthélt einen gram-positiven und
einen gram-negativen Replikationsursprung (repL und colE1) sowie ein Chloramphenicol-
/Thiamphenicol-Resistenzgen (catP) und eine multiple cloning site (MCS) (Abb. 11 C).
Als Donor diente der E. coli-Stamm CA434. Die Konjugation wurde durchgefiihrt, wie
in Kapitel 2.2.7.3 beschrieben. AnschlieBend wurden die Zellen auf Agarplatten ausgestri-
chen, welche Thiamphenicol fiir die Selektion auf das Plasmid pMTL85141 sowie Cyclo-
serin fiir fiir die Gegenselektion gegen den Donorstamm enthielten.

Wihrend auf den Kontrollplatten, auf denen nur Donor- oder nur Rezipientenzellen aus-
gestrichen worden waren, kein Wachstum zu beobachten war, waren nach drei Tagen
anaerober Kultivierung vereinzelte Kolonien auf der Konjugantenplatte sichtbar. Mit-

tels Kolonie-PCR wurde iiberpriift, ob die Klone das Plasmid pMTL85141 enthielten.
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Alle getesteten Klone wiesen in der Kolonie-PCR die erwartete, pMTL85141-spezifische
Bande auf (Abb. 11 A). Um auszuschlieflen, dass das positive Ergebnis durch eine Kon-
tamination mit verbliebenen Donorzellen verursacht wurde, wurde die Plasmid-DNA zur
weiteren Analyse aus den Konjuganten extrahiert. Da die Extraktion von Plasmid-DNA
aus C. pasteurianum nur sehr geringe Konzentrationen liefert, wurde die extrahierte DNA
zur Amplifikation in F. coli einngebracht. Die aus E. coli extrahierte DNA wurde mittels
Xhol-Restriktionsverdau analysiert. Bis auf einen Klon (Klon 1) wiesen alle Proben das
fiir pMTL85141 erwartete Bandenmuster auf (Abb. 11 B). Das positive Ergebnis konnte
zusiitzlich durch Sequenzierung bestétigt werden (Daten nicht gezeigt).

Eine Transformation von gréfleren Plasmiden blieb ohne Erfolg. Ebenso konnte das be-
schriebene Ergebnis fiir das Plasmid pMTL85141 nicht reproduziert werden; wiederholte
Versuche eines konjugativen Transfers des Plasmids blieben erfolglos.

Neben der robusten Zellwand stellt die Aktivitdt von Endonukleasen bei C. pasteurianum
ein Hindernis fiir den Transfer von Fremd-DNA dar. Durch Methylierung der Plasmid-
DNA kann diese teilweise vor dem Verdau durch die Endonukleasen geschiitzt werden.
Fiir die in vivo-Methylierung kann der E. coli-Stamm ER1821/pFnuDIIMKn verwendet
werden [94]. Die Methylierung der Erkennungssequenz 5’-CGCG-3” durch die Methylase
FnuDIIM schiitzt das Plasmid vor Degradation durch die Endonuklease CpaAl. Aulerdem
erfolgt in dem Stamm eine Dam-Methylierung (5’-GATC-3"), welche die Shuttleplasmide
zusétzlich vor der Endonuklease Cpal schiitzt. Um zu testen, ob eine Methylierung der
Plasmid-DNA den Erfolg der Konjugation steigern kann, wurde eine triparentale Kon-
jugation durchgefiihrt, bei der der Stamm ER1821/ pFnuDIIMKn als Donor verwendet
wurde; E. coli CA434 diente hier als Helferstamm (Abb. 5 B). Nach erfolgter Konjugati-
on wurden keine Kolonien auf den Thiamphenicol-Cycloserin-Selektionsplatten zu finden.
Mit der triparentalen Konjugation konnte keine Transformation von C. pasteurianum er-

reicht werden.

3.1.1.2 Elektroporation

Um das Elektroporationsprotokoll von [94] zu testen, wurde C. pasteurianum DSM 525
mit dem F. coli-C. pasteurianum-Shuttlevektor pMTL85141 [45] transformiert. Bei Ver-
wendung von 5 g methylierter Plasmid-DNA pro Transformationsansatz wurden Thiam-

phenicol-resistente Klone erhalten. Mittels Kolonie-PCR wurde iiberpriift, ob diese Klone
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die fiir pMTL85141 spezifische Bande aufwiesen. Alle getesteten Klone zeigten die erwar-
tete Bande (Abb. 11 D). Das Vorhandensein des Vektors in diesen Klonen konnte durch
Sequenzierung bestétigt werden.

Die Elektrotransformation von C. pasteurianum mit dem Vektor pMTL85141 war repro-
duzierbar, allerdings war die Transformationseffizienz mit bis zu 10 Kolonien/pg Plasmid-
DNA sehr gering. Die Transformation von anderen Vektoren mit einer Gréfle iiber 8-9kb
blieb ohne Erfolg.

Der Vergleich beider Transformationsmethoden zeigt, dass die Elektroporation gegeniiber

der Konjugation die besseren Ergebnisse liefert (Tab. 19).

Transformanten
2 3 5

B Xhol-Verdau D Transformanten
bp 1 2 3 4 5 B + - HO bp

1000

3000
500

1000

Abb. 11: Transformation von C. pasteurianum mittels Konjugation und Elektroporati-
on. A: Kolonie-PCR zur Uberpriifung des Erfolgs des konjugativen Plasmid-Transfers. -
= Kolonie-PCR von nicht-transformiertem Klon; + = PCR mit pMTL85141 als Templa-
te; HoO = Nicht-Template-Kontrolle. B: Xhol-Verdau der mittels Konjugation transfor-
mierten Klone zur Verifizierung des Vorhandenseins des Plasmids pMTL85141. + = Xhol-
Verdau des Plasmids pMTL85141. C: Schematische Darstellung des FE. coli-C. pasteuria-
num-Shuttleplasmids pMTL85141. MCS = multiple cloning site; catP = Chloramphenicol-
/Thiamphenicol-Resistenzgen; colE1 = gram-negativer Replikationsursprung; repl = gram-
positiver Replikationsursprung. D: Kolonie-PCR zur Uberpriifung des Erfolgs der Transforma-
tion mit dem Plasmid pMTL85141 mittels Elektroporation. + = PCR mit pMTL85141 als
Template; - = Kolonie-PCR von nicht-transformiertem Klon; HoO = Nicht-Template-Kontrolle.
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Tabelle 19: Vergleich verschiedener Transformationsmethoden hinsichtlich ihrer Verwendbar-
keit fiir die Transformation von C. pasteurianum. CFU = colony-forming units.

Konjugation Elektroporation
Transformation des Leervektors pMTL85141 v v
Transformation grofierer Plasmide (8-9kb) - -
Transformationseffizienz 10® CFU/Rezipient | 10 CFU/pg DNA
Reproduzierbarkeit - v

3.1.2 Generierung eines C. pasteurianum-Stammes mit gesteigerter Trans-

formationseffizienz

Die Elektrotransformation von C. pasteurianum DSM 525 nach dem Protokoll von [94]
erzielte in wiederholten Versuchen im Rahmen dieser Arbeit sowie in vorangehenden Ar-
beiten keine ausreichenden DNA-Transferraten, die eine zielgerichtete genetische Mani-
pulation und Optimierung dieses Stammes ermoglichen wiirden. Um eine héhere Trans-
formationseffizienz zu erhalten, wurde folgendes Vorgehen gewihlt [108]: Ausgehend von
der Vermutung, dass die vereinzelten Transformanten spontan entstandene Mutanten dar-
stellen, welche Mutationen erworben haben, die ihnen die DNA-Aufnahme erméglichen,
wurden die im ersten Versuch erhaltenen Transformanten selektiert und charakterisiert:
Die einzelnen Klone wurden zunéchst durch serielle Ausstriche auf nicht-selektiven Agar-
platten dazu gebracht, das transformierte Plasmid wieder zu verlieren. Nach erfolgreichem
Plasmid-Curing wurden die Transformanten mit dem gleichen Plasmid, pMTL85141, re-
transformiert, und die Effizienz der Transformation wurde mit der des vorangehenden
Experimentes verglichen. Ein Klon konnte auf diese Weise selektiert werden, welcher nach
Re-Transformation eine deutlich gesteigerte DNA-Transferrate aufwies. Die Effizienz der
DNA-Aufnahme durch Elektrotransformation war im Vergleich zum parentalen Stamm,
C. pasteurianum DSM 525, ca. 50x erhoht (Abb. 12). Die gesteigerte Transformations-
effizienz war reproduzierbar und erméglichte neben dem Transfer des Leervektors die
Transformation groBerer Plasmide. Der selektierte, elektrokompetente Klon wird im Fol-

genden C. pasteurianum R525 genannt.

43



Ergebnisse
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Abb. 12: Steigerung der Transformationseffizienz von C. pasteurianum. A: Schematische Dar-
stellung des Protokolls zur Selektion elektrokompetenter Klone (nach [108]). B: Transformati-
onseffizienz des Klones R525 im Vergleich zum parentalen Stamm DSM 525 (n = 3). CFU =
colony-forming units.

3.1.3 Charakterisierung des elektrokompetenten C. pasteurianum R525-Stam-

mes

Um herauszufinden, welche Mutationen fiir die gesteigerte Transformationseffizienz ver-
antwortlich sind, wurde das Genom des C. pasteurianum-Stammes R525 sequenziert (BGI,
Hong Kong). Die Genomsequenz des R525-Stammes wurde mit der des parentalen Stam-
mes C. pasteurianum DSM 525 verglichen. Mit 4285458 bp wurde eine Coverage von
99,99 % erzielt. Insgesamt wurden zwei Insertionen (1 und 3bp) und zwei Deletionen (5
und 10 bp) gefunden (Abb. 13 A); davon betraf die 3 bp-Insertion die codierende Sequenz
des R525-Stammes. Auflerdem wurden 11 Einzelnukleotid-Polymorphismen (SNP) gefun-
den, von denen sich 5 in der codierenden Sequenz befanden, darunter 4 synonyme und ein
nicht-synonymer SNP.

Die Insertion war in dem Gen F502_06873 lokalisiert, welches fiir eine Transposase co-
diert (Tab. 20). Durch Insertion der drei Basen CTG wurde an Position 78 des Proteins
die Aminosédure Alanin addiert. Die Transposase F502_06873 verfiigt iiber drei funktio-
nale Doménen: eine DNA-Bindungsdoméne, eine Transposasedoméne und eine Integrase-
doméne. Von der Mutation betroffen war die DNA-Bindungsdoméne (Abb. 13 B).

Bei dem zweiten mutierten Protein handelte es sich um das hypothetische Protein
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F'502_05127. Hier war an Position 467 ein Alanin durch ein Valin ersetzt (durch Mutation
des Codons GCA zu GTA) (Tab. 20). Dieses Protein ist ein prognostiziertes integrales
Membranprotein mit mehreren helikalen Transmembrandoménen von unbekannter Funk-

tion. Die Mutation befand sich in einem nicht-helikalen Bereich (Abb. 13 C).

A C F502_05127: Membranprotein (hypothetisch)
M Insertion W Deletion

1
0,5
0 CHy © /
”a‘C\])\DH —_ ﬁﬁ)km
1 2 3 4 5 1] 7 ]

g 10 NH; NH;

Anzahl InDels

InDel-Gralte (bp)

B F502_06873: Transposase

DMA-bindende Transposase-Domane Integrase-
Domane Doméne
M C
1 420
I
He oM

MH;

Abb. 13: Ergebnisse der Genomsequenzieung des elektrokompetenten C. pasteurianum-R525-
Stammes. A: Im R525-Stamm gefundene Insertionen und Deletionen (InDels) der Genomsequenz
des R525-Stammes im Vergleich zum parentalen Stamm C. pasteurianum DSM 525. B, C: Gra-
fische Darstellung der Lokalisation der gefundenen Mutationen in den Proteinen F502_06873 (B)

und F502_.05127 (C).
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Tabelle 20: Ergebnisse der Genomsequenzierung des C. pasteurianum-R525-Stammes. Gefun-

dene Mutationen im Vergleich zum parentalen DSM 525-Stamm. +, - = sense- bzw. antisense-

DNA-Strang.
Name Funktion Region Mutation Effekt
Transposase von | DNA-bindendes | 1696210- Insertion: Insertion von
[S1604-Element | Protein, Nukleo- 1695644 CTG Alanin
(F502_06873) tidyltransferase (-) (DNA-bindende

Doméne)

Hypothetisches | Integrales Mem- | 2798836- | GCA-GTA Alanin - Valin
Protein branprotein 2800216 (Nicht-Trans-
(F502_05127) (+) membrandoméne)

Zur phanotypischen Charakterisierung wurde der R525-Stamm in Bioreaktoren kultiviert
und hinsichtlich seines Wachstums und seiner Produktbildung analysiert. Als Kontrolle
diente der parentale Stamm C. pasteurianum DSM 525. Die Kultivierung erfolgte unter
Verwendung von Cosubstrat, bestehend aus 80 g/1 Glycerol und 10g/1 Glukose als Koh-
lenstoffquellen.

Der R525-Stamm zeigte eine etwas geringere Wachstumsrate (pmax =0,21040,001/h im
Vergleich zu 0,261 + 0,004 /h fiir den DSM 525-Stamm) und erreichte eine geringere finale
Biomassekonzentration (Abb. 14 A und D). Das Substrat wurde vom R525-Stamm kom-
plett metabolisiert, wihrend bei der Kontrolle das Glycerol nicht vollstandig verbraucht
wurde. Der Kohlenstofffluss erfolgte beim R525-Stamm verstirkt zu den Produkten: Das
Verhiltnis von Alkohol- zu Biomasseproduktion aus dem verwendeten Substrat war zu-
gunsten der Alkoholproduktion signifikant erhht (Abb. 15 A). Wahrend beim DSM 525-
Stamm haptsdchlich Butanol gebildet wurde, war das Hauptprodukt des R525-Stammes
1,3-PDO (Abb. 14 B und E).

Das Verhéltnis von 1,3-PDO-zu Butanolproduktion war beim R525-Stamm mit 2,39 im
Vergleich zu 0,21 beim DSM 525-Stamm signifikant erhoht (Abb. 15 D). Dariiber hin-
aus wurde bei dem R525-Stamm eine vermehrte Saureproduktion beobachtet: Die Ge-
samtsdurebildung war im Vergleich zur Kontrolle mehr als verdoppelt, wobei Acetat,
Formiat und Laktat nur leicht erhoht waren; Butyrat war stark erhoht mit 6,1 g/l im

Vergleich zu 2,4 g/1 beim Kontrollstamm (Abb. 14 C und F und Abb. 15 B).
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Abb. 15: Analyse der Fermentationsprodukte des C. pasteurianum R525-Stammes auf Glycerol-
/Glukose-Cosubstrat. A: Gesamtproduktion der Alkohole 1,3-PDO und Butanol des R525- und
DSM 525-Stammes. B: Gesamtsdureproduktion des R525- und DSM 525-Stammes. C: Verhéltnis
von Alkohol-zu Biomasseproduktion. D: Verhiltnis von 1,3-PDO- zu Butanolproduktion (n =
2).

3.2 Metabolic Engineering von C. pasteuritanum durch Ver-
schiebung des Kohlenstoffflusses am Pyruvat-Acetyl-CoA-
Knotenpunkt

In vorhergehenden Studien zur Cosubstratfermentation von C. pasteurianum war be-
obachtet worden, dass unmittelbar nach Glukoseverbrauch ein Wachstumsstopp erfolg-
te, obwohl Gycerol als Substrat ausreichend vorhanden war [104]. Eine Proteomanalyse
hatte gezeigt, dass das Enzym Pyruvatcarboxylase in der glukoselimitierten Phase der
Fermentation deutlich herunterreguliert war. Es wurde daher die Hypothese aufgestellt,
dass durch eine gesteigerte Aktivitat des Enzyms Pyruvatcarboxylase die Substratnut-
zung und somit das Wachstum sowie die Produktion von C. pasteurianum in Cosubstrat-
Fermentationen optimiert werden kann.

Basierend auf dem elektrokompetenten R525-Stamm wurde das Enzym Pyruvatcarboxyla-
se als priméres Target fiir die Optimierung des Stammes gewiihlt. Durch homologe Uber-
expression sollte die Umsetzung von Glycerol in der glukoselimitierten Phase der Cosub-

stratfermentation gesteigert werden.
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Transformanten
A B 1 2 3 4 5 B 7 B - + H0
bp
10000 -8
3000 - + 3,7kb
1000 -

Abb. 16: Generierung einer Pyruvatcarboxylase-Uberexpressionsmutante von C. pasteuria-
num. A: Schematische Darstellung des PC-Uberexpressionsvektors. catP = Chloramphenicol-
/Thiamphenicol-Resistenzgen; colE1 = gram-negativer Replikationsursprung; replL = gram-
positiver Replikationsursprung. B: Kolonie-PCR, zur Selektion von Transformanten. - = Kolonie-
PCR von nicht-transformiertem Klon; + = PCR mit pMTL007-PC als Template; HoO = Nicht-
Template-Kontrolle.

3.2.1 Generierung einer C. pasteurianum-Pyruvatcarboxylase-Uberexpres-

sionsmutante

Fiir die homologe Uberexpression wurde der Pyruvatcarboxylasevektor pMTL0O07-PC de-
signt, kloniert und nach in vivo-Methylierung in C. pasteurianum R525 eingebracht (Abb.
16 A). Das Vorhandensein von pMTL0O07-PC in den transformierten Klonen auf den Se-
lektionsplatten wurde durch Kolonie-PCR iiberpriift und durch Sequenzierung verifiziert
(Abb. 16 B). Die SDS-PAGE von Zelllysaten der PC-Mutante zeigte eine gesteigerte
Expression im Vergleich zum Wildtyp: Sowohl das 130 kDa-Homotetramer als auch das
65 kDa-Dimer waren in erhohter Menge vorhanden (Abb. 17 A).

Nachfolgend wurde die Pyruvatcarboxylaseaktivitit der Uberexpressionsmutante im Ver-
gleich zum Wildtyp untersucht. Dazu wurde ein Enzymaktivitéatstest durchgefiihrt, in dem
die Formation des Produktes Oxalacetat mit Hilfe einer nachfolgenden Citratsynthase-
Reaktion bestimmt wurde [91]. Die spezifische Aktivitdt pro Gesamtprotein wurde aus
den Zelllysaten von PC-Mutante und Wildtyp (R525) berechnet. Im Vergleich zum Wild-
typ war die Pyruvatcarboxylase-Aktivitiat bei der PC-Mutante ca. fiinfmal erhoht (Abb. 17
B). Die Generierung einer C. pasteurianum-Mutante mit gesteigerter Pyruvatcarboxylase-

Aktivitat war erfolgreich.
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Abb. 17: Biochemische Charakterisierung der Pyruvatcarboxylase-Uberexpressionsmutante von
C. pasteurianum. A: SDS-PAGE zur Bestimmung des Pyruvatcarboxylase-Expressionslevels. B:
Pyruvatcarboxylase-Aktivitéitstest der PC-Mutante im Vergleich zum Wildtypstamm R525 (n
=3).

3.2.2 Charakterisierung der C. pasteurianum-Pyruvatcarboxylase-Mutante

Das Wachstum und die Produktbildung der PC-Mutante wurden auf Cosubstrat unter
kontrollierten Bedingungen im Bioreaktor untersucht. Die zur Verfiigung gestellte Glu-
kose war nach 22-24 Stunden vollstandig verbraucht (Abb. 18 A und D). Eine verstérk-
te Metabolisierung des Glycerols nach Glukoseverbrauch wurde nicht beobachtet; der
Glycerolverbrauch der PC-Mutante nach Glukoselimitierung war sogar im Vergleich zur
Cosubstrat-Phase sowie im Vergleich zum R525-Wildtypstamm vermindert (Tab. 21).
Da eine Wachstumsinhibierung nach Glukoselimitierung in Cosubstrat-Fermentationen
mit der Herunterregulierung der Pyruvatcarboxylase assoziiert worden war [104], wur-
den die Wachstumsraten (n) vor und nach Glukoselimitierung ermittelt. Das Verhéltnis
der Wachstumsrate nach Glukoselimitierung zur Wachstumsrate mit Glukose war bei der
PC-Mutante geringer als beim Wildtyp (Tab. 21). Die Mutante erreichte auflerdem eine
geringere finale Biomassekonzentration (Abb. 18 A). Die homologe Uberexpression der
Pyruvatcarboxylase in C. pasteurianum fiihrt somit weder zu einer gesteigerten Glycerol-

nutzung noch zu einem gesteigerten Wachstum.
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Die PC-Mutante wurde des Weiteren hinsichtlich ihrer Metabolitenbildung charakteri-
siert. Die produzierte Menge an Alkoholen (1,3-PDO und Butanol) war insgesamt @hnlich
der des Wildtyps, wobei die Produktion frither und schneller erfolgte (Abb. 18 B und E
und Abb. 19 A). Auflerdem erfolgte eine verstiarkte Saureproduktion (Abb. 18 C und F
und Abb. 19 B). Im Vergleich zum Wildtyp war eine Verschiebung des Produktspektrums
zu stérker reduzierten Produkten zu beobachten: Sowohl 1,3-PDO als auch Laktat wurden
vermehrt gebildet (Abb. 21). Die Produkte unterhalb von Acetyl-CoA — Butyrat, Butanol
und Acetat — wurden dagegen vermindert gebildet. Obwohl die Pyruvatcarboxylasereak-
tion mit einer Fixierung von CO, einhergeht, war das Verhéltnis von gemessenem CO,

zu Wasserstoff nicht vermindert, sondern erhoht (Abb. 20).
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Abb. 19: Analyse der Fermentationsprodukte der C. pasteurianum-PC-Mutante auf Glycerol-
/Glukose-Cosubstrat. A: Gesamtproduktion der Alkohole 1,3-PDO und Butanol des PC- und
R525-Stammes. B: Gesamtsdureproduktion des PC- und R525-Stammes. C: Verhiltnis von
Alkohol-zu Biomasseproduktion. D: Verhéltnis von 1,3-PDO- zu Butanolproduktion (n = 2).
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Tabelle 21: Ergebnisse der Fermentation der Pyruvatcarboxylase-Uberexpressionsmutante

PC R525
Wachstumsrate (p) vor Glukoselimitierung 0,344 +0,060 | 0,35=+0,030
Wachstumsrate (p) nach Glukoselimitierung 0,022 +0,010 | 0,172 40,004
Biomasse (g/1) bei Fermentationsende (39 h) 4,909+ 0,337 | 7,056 £+ 0,252

Glycerolverbrauch (g/1) vor Glukoselimitierung

Glycerolverbrauch (g/1) nach Glukoselimitierung

C-Wiederfindung

25,568 £5,772
23,528 £ 3,453

0,99 £0,001

16,057 & 2,306
42,669 & 2,534

0,99 £0,001

1,4

0,8

CO,H,

0.6

0.4

p=0,0008

—

HH

PC R5625

Abb. 20: Analyse der Gasproduktion der C. pasteurianum-PC-Mutante auf Glycerol-/Glukose-
Cosubstrat. 5% Fehler bedingt durch Milligascounter.
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3.3 Engineering von C. pasteurianum fiir eine gesteigerte Bu-

tanolproduktion

Butanol ist eines der Hauptprodukte von C. pasteurianum und von hohem industriellen
Wert. Die Optimierung von C. pasteurianum fiir eine selektive, gesteigerte Butanolpro-
duktion stellt daher ein erstrebenswertes Ziel fiir das engineering dieses Stammes dar.
Der 1,3-PDO-Produktionsweg ist einer der wichtigsten konkurrierenden Produktionswe-
ge fiir die Butanolproduktion. Das Ziel war es daher, diesen Pathway auszuschalten und
den Kohlenstofffluss in Richtung Butanol auf diese Weise zu steigern. Zu diesem Zweck
wurde das Enzym Glyceroldehydratase als Target ausgewéhlt. Die Glyceroldehydratase
katalysiert die Bildung von 3-Hydroxypropionaldehyd aus Glycerol, den ersten Schritt des
1,3-PDO-Pathways. Die Deletion dieses Enzyms sollte die Bildung von 1,3-PDO ausschal-

ten und dadurch die Produktion von Butanol erhohen.

3.3.1 Deletion der Glyceroldehydratase von C. pasteurianum

3.3.1.1 Gendeletion in C. pasteurianum mittels ClosTron-Mutagenese

Methoden zur Gendeletion sind bisher in C. pasteurianum wenig etabliert. Einige er-
folgreiche Deletionen konnten mit Hilfe der ClosTron-Methode in diesem Stamm erzielt
werden [95, 97]. Daher wurde zunéchst diese Methode gewihlt, um das Gen dhaB, wel-
ches fiir die grofle Untereinheit der Glyceroldehydratase codiert, auszuschalten. Aus den
verfiigharen modularen ClosTron-Shuttleplasmiden wurde fiir C. pasteurianum das Plas-
mid pMTL007C-E2 ausgewéhlt. Wichtige Komponenten dieses Vektors sind der gram-
positive pCB102-Replikationsursprung, das Chloramphenicol-/ Thiamphenicol (catP)-
Resistenzgen als Plasmid-Selektionsmarker, das Erythromycin (erm)-Resistenzgen als In-
tron-Selektionsmarker und der konstitutive fdz-Promotor von C. sporogenes. Das Intron-
codierte Protein LtrA ist im Vektor-Backbone enthalten.Die Intron-Sequenz wurde mit
Hilfe des ClosTron-Intron-Design-Tools (www.clostron.de) speziell fiir die Integration in
das Gen dhaB designt. Dabei wurde innerhalb des Gens die Position 519-520 des codo-
genen DNA-Stranges zur Integration ausgewéhlt, da diese die héchste Wahrscheinlichkeit
einer Integration des Introns aufweist und mit hoher Wahrscheinlichkeit eine Zerstérung
des Gens zur Folge hat. Das resultierende Plasmid pMTLO007C-E2 Cpas_dhaB-519-520s

wurde von der Firma DNA2.0 synthetisiert und per Sequenzierung iiberpriift.
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Die Transformation mit dem Gruppe-II-Intron-Vektor pMTL007C-E2 Cpas_dhaB-519-
520s blieb wiederholte Male ohne Erfolg. Es ist bekannt, dass dieser Vektor Restriktions-
schnittstellen der CpaAll-Endonuklease von C. pasteurianum enthilt [95]. Moglicherweise
wird die Transformation mit diesem Plasmid durch einen CpaAll-Verdau verhindert. Die
CpaAll-Schnittstellen liegen in dem [trA-Gen, welches einen essentiellen Bestandteil der
ClosTron-Methode darstellt. In einem Fall, in dem die ClosTron-Methode erfolgreich bei
C. pasteurianum angewendet worden war, wurde das Shuttleplasmid pSYCP verwendet,
in dem durch stille Mutationen alle CpaAlIl-Schnittstellen entfernt worden waren [95].
Die Transformation des Plasmids pSYCP wurde daher in dieser Arbeit ebenfalls getestet,
blieb allerdings ebenfalls ohne Erfolg.

A dhaB-Targetregion
Intron + ermRAM
pMTLOO7-LtrA pMTLOOT-Int-dhaB
Transformation Nr. 1 2 3 4
Klon Nr. 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 - +
£
ha
-
2 1,8 kb —»
= LtrA
=
o
@
w
-
it
£ 818bp —»
% Intron (dhaB)
L=}
1
'_
=
o

Abb. 22: Transformation von C. pasteurianum mit ClosTron-Splitvektoren zur Deletion des
Glyceroldehydratasegens dhaB. A: Schematische Darstellung der ClosTron-Vektoren zur Deleti-
on von dhaB. catP = Chloramphenicol-/Thiamphenicol-Resistenzgen; colE1 = gram-negativer
Replikationsursprung; repl, = gram-positiver Replikationsursprung; LirA = Intron-codiertes
Protein; ermRAM = Erythromycin-Resistenzgen. B: Kolonie-PCR zur Uberpriifung des Erfolgs
der Transformation der Vektoren pMTL007-LtrA sowie pMTLO07-Int-dhaB. - = Kolonie-PCR
von nicht-transformiertem Klon; + = PCR mit pMTLO07-LtrA bzw. pMTL007-Int-dhaB als
Template.
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Im Rahmen zahlreicher Transformationsversuche mit verschiedenen Plasmiden war auf-
gefallen, dass die Plasmidgréfle einen entscheidenden Einfluss auf die Transformationsef-
fizienz von C. pasteurianum besitzt. So lieflen sich Vektoren mit einer Grofle von 3-5kb
problemlos transformieren; bei grofleren Plasmiden war die Transformationseffizienz stark
beeintréichtigt, Plasmide iiber 8-9 kb lieflen sich iiberhaupt nicht transformieren. Ein Zu-
sammenhang von Plasmidgréfie und Transformationseffizienz war auch bei anderen Mi-
kroorganismen beobachtet worden [85, 118]. Da das Plasmid pMTL007C-E2 Cpas_dhaB-
519-520s und auch pSYCP grofler als 8 kb sind, konnte der fehlende Erfolg der Trans-
formation in der Plasmidgrofie begriindet sein. Um zu testen, ob eine Deletion von dhaB
durch die Verwendung kleinerer Vektoren erreicht werden kann, wurden Split-Vektoren ge-
neriert: Ein Vektor enthielt lediglich die ltrA-Sequenz von pSYCP (mit mutierten CpaAll-
Schnittstellen), der zweite Vektor enthielt das Gruppe II-Intron mit der Targetsequenz
fiir dhaB. Die Ko-Transformation der beiden Vektoren war bereits im ersten Versuch
erfolgreich. Jeweils vier Klone von vier unabhéngigen Transformationen wurden mittels
Kolonie-PCR getestet: Alle getesteten Klone enthielten das LtrA-Plasmid, 13 der 16 Klo-
ne enthielten beide Plasmide (Abb. 22).

A PCR Gen
(1800 bp)
PCR Intron
. - (350 bp)
| Intron | dhaB-Gen
- -— -

PCR Gen-Intron
(850 bp)

B PCR Gen: Transformanten

1 2 3 4 5 6 Wt HO

Transformanten
1 2 3 4 5 6 Wi + H Genmitintron:

PCR Intron: 1800bp
Wt: 840 bp —»

Intron: —.

350 bp

Abb. 23: Test der C. pasteurianum-ClosTron-Transformanten auf Intron-Integration in das Gen
dhaB. A: Schematische Darstellung der durchgefiihrten PCRs zum Test auf Intron-Integration.
B: PCR (Intron und dhaB-Gen) von genomischer DNA der Transformanten. Wt = PCR mit
Wildtyp-DNA als Template; + = PCR mit Plasmid pMTL007-Int-dhaB als Template; HoO =
Nicht-Template-Kontrolle.
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Zur Selektion auf Integration des Gruppe II-Introns wurden diejenigen Klone, die beide
Plasmide enthielten, auf Erythromycin-Thiamphenicol-Agarplatten gestrichen. Eine er-
folgreiche Integration des Introns in das Genom von C. pasteurianum sollte durch das im
Intron enthaltene ermRAM in Erythromycin-resistenten Klonen resultieren. Vereinzelte
erythromycinresistente Klone wurden erhalten; diese wurden mittels PCR auf das Vorhan-
densein des Introns getestet. Wie in Abb. 23 zu sehen, war das Gruppe II-Intron in vier von
sechs Klonen vorhanden. In einer PCR mit die Integrationsstelle des dhaB-Gens flankie-
renden Primern konnte allerdings lediglich die Wildtypbande detektiert werden. Eine wei-
tere PCR mit einem Primer, welcher im dhaB-Gen bindet sowie einem zweiten Primer, der
im Intron selbst bindet, zeigte keine Banden (Daten nicht gezeigt). Zusammengenommen
weisen diese Ergebnisse darauf hin, dass die Transformation der dhaB-Deletionsvektoren
erfolgreich war und in einzelnen Fillen eine Integration des Gruppe II-Introns in das Ge-

nom von C. pasteurianum stattgefunden hat, jedoch nicht im Bereich des dhaB-Gens.

3.3.1.2 Gendeletion in C. pasteurianum mittels CRISPR-Cas

Eine alternative Methode fiir die Deletion von Genen stellt das CRISPR-Cas-System dar.
Dieses System wurde bereits fiir verschiedene Mikroorganismen, darunter einige Clostri-
dienstdmme, erfolgreich angewendet. Es wurde gezeigt, dass die Cas9-Nuklease des Typ II-
CRISPR-Systems durch ihre Toxizitdt fiir C. pasteurianum nicht geeignet ist um eine
ausreichende Transformationseffizienz zu erzielen [93]. Mit Hilfe des endogenen Typ I-
CRISPR-Systems konnte hingegen eine Gendeletion erreicht werden [93]. Daher wurde
das endogene Typ [-CRISPR-System fiir die Deletion von dhaB ausgewéhlt.

Das Design des Typ I-CRISPR-dhaB-Deletionsvektors ist in Kapitel 2.2.5 beschrieben.
Wichtige Bestandteile des Vektors sind die Promotor-(5’-) und 3’-Region des CRISPR-
Arrays sowie ein von repeats flankierter, dhaB-spezifischer Protospacer. Aulerdem enthélt
der Vektor ein Reparaturtemplate, bestehend aus zwei 1 kb-Homologiesequenzen, welche
der DNA-Sequenz upstream und downstream der zu deletierenden dhaB-Sequenz ent-
sprechen (Abb. 24 A). Die Transformation von C. pasteurianum mit dem 5,7kb grofen
Plasmid pMTL85141-CRISPR-dhaB war in zwei von vier Transformationsversuchen er-
folgreich; bei insgesamt zwei von 16 getesteten Klonen konnte die Vektor-spezifische Bande
in der Kolonie-PCR nachgewiesen werden (Abb. 24 A). Von diesen Klonen wurde die ge-

nomische DNA extrahiert und im Hinblick auf die Deletion von dhaB analysiert. Dazu

o8



Ergebnisse

wurden jeweils PCRs der 3°- und 5’-Grenzen des zu deletierenden Bereiches sowie ei-
ne PCR mit flankierenden Primern durchgefithrt (Abb. 24 B). 5’- und 3’-Bereich der
zu deletierenden Sequenz konnten amplifiziert werden, aulerdem war bei beiden Klonen
die dhaB-Wildtypbande zu sehen. Die Deletion von dhaB durch Ausnutzung des en-
dogenen Typ I-CRISPR-Systems war nicht erfolgreich. Wiederholte Versuche sowie ein
Anreicherungs-Protokoll zur Verldngerung der Zeit fiir die homologe Rekombination [134]

fithrten ebenfalls zu keinem positiven Ergebnis.

dhaB-Protospacer EP Mr. 1 2 3 4
KlonMr. 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 - + HO

pMTLE5141-CRISPR-dhaB

catP H repL

aledwapnieleday

850 bp —

PCR & PCR 3 PCR Gen
B K 41 Wt H.0
PCR & PCR 3 i
(1,6 kb) (1,4 kb)
— dhaB —%
-— -~
PCR Gen
(3,5 kb)

Abb. 24: Transformation von C. pasteurianum mit Typ I-CRISPR-Plasmid zur Deletion
des Glyceroldehydratasegens dhaB. A: Schematische Darstellung des Typ I-CRISPR-Plasmids
pMTL85141-CRISPR-dhaB und Kolonie-PCR zur Uberpriifung des Erfolgs der Transformation.
catP = Chloramphenicol-/Thiamphenicol-Resistenzgen; colE1 = gram-negativer Replikations-
ursprung; repl = gram-positiver Replikationsursprung; H1, H2 = 1 Kb-Homologiesequenzen
upstream und downstream der Targetregion; - = PCR von nicht-transformiertem Klon; + =
PCR mit Plasmid pMTL85141-CRISPR-dhaB als Template; HoO = Nicht-Template-Kontrolle.
B: PCR von genomischer DNA der Transformanten zum Test auf dhaB-Deletion. Wt = PCR
mit Wildtyp-DNA als Template; HoO = Nicht-Template-Kontrolle.

Parallel zum endogenen Typ I-CRISPR-System wurde eine weitere Gendeletionsmethode
getestet, welche auf der Typ II-CRISPR-Cas9-Nickase basiert [64]. Durch Deletion einer
Nuklease-Doméne kann das Enzym Cas9 in eine Nickase umgewandelt werden; dieses
erzeugt einen DNA-Einzelstrangbruch (nick) anstelle eines Doppelstrangbruches und ist
somit weniger toxisch fiir die Zelle. In Kombination mit einem DNA-Template fiir die
Reparatur des Einzelstrangbruches ermoglicht diese Methode die Genomeditierung von

Stammen, die fiir eine Cas9-Nuklease-Behandlung nicht geeignet sind [64].
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A Reparaturtemplate

J’_Aﬁ

Transformanten

1 2 3 4 5 g 7 g8 - +  H0

pMTLE5141-Cas8n-dhaB

catP H repL

14kb

Transformanten
N20-Targetsequenz 1 2 3 Wi

.

J, -
_|TH CZZZA dhaB | —>H2 |— Genomische DNA

von C. pasteurianum
1.9 Kb 19kb —+

3000

700 bp
— 700 bp

— m | >H | —  srasdeeter

1000

500

Abb. 25: Deletion des Glyceroldehydratasegens dhaB in C. pasteurianum R525. A: Schema-
tische Darstellung des Deletionsvektors pMTL85141-Cas9n-dhaB und Kolonie-PCR zur Uber-
priifung des Erfolgs der Transformation. catP = Chloramphenicol-/Thiamphenicol-Resistenzgen;
colE'1 = gram-negativer Replikationsursprung; repL = gram-positiver Replikationsursprung; H1,
H2 = 1 Kb-Homologiesequenzen upstream und downstream der Targetregion; - = PCR von nicht-
transformiertem Klon; + = PCR mit Plasmid pMTL85141-Cas9n-dhaB als Template; HoO =
Nicht-Template-Kontrolle. B: Schematische Darstellung der erzeugten Mutation und PCR von
genomischer DNA zum Test auf Vohandensein der Deletion. Wt = PCR mit Wildtyp-DNA als
Template; HoO = Nicht-Template-Kontrolle.

Die Generierung des dhaB-Deletionsvektors pMTL85141-Cas9n-dhaB ist in Kapitel 2.2.5
beschrieben. Durch das Design des Reparaturtemplates wurde die zu deletierende Genom-
sequenz festgelegt. Sie wurde so gewahlt, dass die Promotorregion sowie der grofite Teil
des dhaB-Gens vom 5 -Ende aus deletiert wurde. Ein Teil des 3"-Endes von dhaB blieb
erhalten, da sich in diesem Bereich auf dem komplementiren DNA-Strang ein weiteres
Gen befand, welches nicht deletiert werden sollte. Die 20 Nukleotid (N20)-Targetsequenz
wurde so gewdhlt, dass sie selektiv nur im dhaB-Gen vorkommt, um unerwiinschte Ne-
beneffekte zu vermeiden. Die Transformation von C. pasteurianum R525 mit dem dhaB-
Deletionsvektor resultierte in einer groflen Anzahl an Transformanten. Per Kolonie-PCR
konnte das Vorhandensein des Vektors bestitigt werden (Abb. 25 A). Von drei Transfor-
manten wurde die genomische DNA extrahiert; mittels PCR mit flankierenden Primern
wurde das Genom auf das Vorhandensein des Gens dhaB getestet. Alle getesteten Klo-

ne wiesen eine Bande bei 700 bp auf, welche eine erfolgreiche Deletion anzeigt (Abb. 25
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B). Mittels Sequenzierung der PCR-Produkte wurde die erfolgreiche Deletion von dhaB
bestétigt.

3.3.2 Charakterisierung der C. pasteurianum-dhaB-Mutante

Die dhaB-Deletionsmutante wurde im Bioreaktor auf Glycerol-/Glukose-Cosubstrat kulti-
viert und im Vergleich zum Wildtypstamm R525 charakterisiert. Das Wachstum der dhaB-
Deletionsmutante war durch eine deutlich verliangerte lag-Phase gekennzeichnet (Abb. 26
D). In der exponentiellen Phase war die Wachstumsrate (pmax) mit 0,335 dagegen hoher
als die des Wildtyps, welcher eine Wachstumsrate von 0,256 aufwies (Tab. 22). 1,3-PDO
wurde zu keinem Zeitpunkt gemessen: Die 1,3-PDO-Produktion war erfolgreich eliminiert.
Stattdessen war die Butanolproduktion mit 14,4 g/1 im Vergleich zum Wildtyp mit 7,6 g/1
fast verdoppelt (Abb. 26 E und Tab. 22).

Tabelle 22: Ergebnisse der Fermentation der dhaB-Deletionsmutante

R525 dhaBmut dhaBmut

+ Glukose | - Glukose
max. Wachstumsrate (pmax) 0,256 0,335 0,199
Biomasse (g/1) 6,7 5,43 2,69
1,3-PDO (g/1) 17,01 0,00 0,00
Butanol (g/1) 7,6 14,4 9,46
Ethanol (g/1) 0,00 0,00 2,58
Butyrat (g/1) 5,64 2,97 0,00
Glycerolverbrauch (g/1) 61,12 53,77 40,27
C-Wiederfindung 0,9551 0,828 0,851
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Die Séureproduktion der dhaB-Mutante war insgesamt verringert. Wahrend Acetat, Lak-
tat und Formiat in anndhernd gleichen Mengen produziert wurden wie beim Wildtyp,
war die Butyratproduktion deutlich geringer (Abb. 26 F). Interessanterweise war die ge-
messene Butyratmenge in der spidten Phase der Fermentation, nach Verbrauch der Glu-
kose, abnehmend. Aufgrund dieser Beobachtung wurde eine Fermentation auf Glycerol-
Monosubstrat durchgefiihrt.

Bei der Glycerol-Monosubstratfermentation war keine Butyratbildung detektierbar (Abb.
26 I). Alle anderen Sauren wurden in dhnlichen Mengen gebildet wie auf Cosubstrat. Hin-
sichtlich der Alkohole war auch hier keine 1,3-PDO-Produktion zu messen; zusétzlich zu
Butanol wurde interessanterweise Ethanol produziert (Abb. 26 H).

Die Butanolausbeute der dhaB-Mutante betrug 0,371 bzw. 0,385 mol/mol bei der Verwen-
dung von Cosubstrat bzw. Glycerol-Monosubstrat. Die Ausbeuten des Wildtypstammes
betrugen 0,228 bzw. 0,292 mol/mol (Abb. 28). Die Butanolausbeute war somit durch die
Blockierung der 1,3-PDO-Produktion signifikant erhoht.

Bei der Analyse der C-Verteilung fiel auf, dass bei allen Fermentationen mit der dhaB-
Mutante ein hoher Anteil an Kohlenstoff nicht in den Produkten wiederzufinden war (Tab.

22 und Abb. 27).
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R525 dhaBmut + Glukose dhaBmut - Glukose

0%13-PDO 0% EtOH 0% 1,3-PDO

18%n.d.

37% Butanol

12% Biom

15% Butanol

. 10%
. Biomasse 6% Butyrat

Abb. 27: Kohlenstoffverteilung der Fermentationen mit der C. pasteurianum-dhaB-Mutante
(dhaBmut) auf Cosubstrat und Glycerol-Monosubstrat im Vergleich zum Wildtypstamm R525.
EtOH = Ethanol; n. d. = nicht detektiert.
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Abb. 28: Butanolausbeute der C. pasteurianum-dhaB-Mutante (dhaBmut) im Vergleich zum
Wildtypstamm R525 auf Glycerol-/Glukose-Cosubstrat sowie Glycerol-Monosubstrat (n = 2).
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3.3.2.1 Wachstum der C. pasteurianum-dhaB-Mutante auf Glycerol

Auf Grund der langen lag-Phase der dhaB-Mutante war bei den Fermentationen mit
diesem Stamm Hefeextrakt schrittweise bis zu einer finalen Konzentration von 5g/1 zu-
gegeben worden, um das Wachstum zu unterstiitzen. Hefeextrakt enthélt eine Reihe von
Néhrstoffen - Vitamine, Spurenelemente, Stickstoff, Aminoséduren u. a. - in schwankenden
Anteilen [119]. Dariiber hinaus wird diskutiert, dass Hefeextrakt einen Einfluss auf das
Redoxgleichgewicht sowie die Produktverteilung hat [121, 78, 108]. Durch die Verwendung
von Hefeextrakt werden somit undefinierte Bedingungen geschaffen, deren Einfliisse nicht
eindeutig zu bestimmen sind. Fiir eine bessere Reproduzierbarkeit wire es wiinschens-
wert, die Kultivierung ohne zusétzliche Gabe von Hefeextrakt durchfithren zu konnen.
Eine alternativer Ansatzpunkt fiir die Optimierung der Kultivierung stellt das Inokulum
dar. In der Tat war bei den Vorkulturen, welche in 50 ml-Anaerobflaschen kultiviert wur-
den, keine Wachstumsverzdgerung beobachtet worden. Daher sollte getestet werden, ob
das Wachstum der dhaB-Mutante im Bioreaktor durch Optimierung des Protokolls fiir
die Generierung der Vorkulturen verbessert weden kann.

Wie in Abbildung 29 A zu sehen, konnte die lag-Phase durch Anderung der Vorkulturzei-
ten von 24 auf 12 Stunden deutlich verkiirzt werden: Die Zellen starteten unmittelbar nach
Inokulation des Bioreaktors mit der Produktion von Biomasse. Zwischen 10 und 20 Stun-
den war allerdings ein Wachstumsstopp zu beobachten, welcher mit einer Verzogerung im
Absinken des Redoxpotentials einherging. Nach ca. 20 Stunden war ein Redoxpotential
von - 600 MV erreicht und die Zellen zeigten eine zweite Wachstumsphase. Insgesamt
wurde eine Biomasse erreicht, die mit der von Wildtyp-Fermentationen vergleichbar war
(3,5 g/1) und das Substrat wurde vollstandig verbraucht.

Mit dem optimierten Vorkulturprotokoll wurde eine Fermentation in Biebl-Medium mit
Glycerol als einziger Kohlenstoffquelle ohne Zugabe von zusétzlichem Hefeextrakt durch-
gefithrt. Bei dieser Fermentation war ebenfalls eine stark verkiirzte lag-Phase sowie ein
zweiphasiges Wachstum zu beobachten (Abb. 29 B). Die zweite Wachstumsphase begann
in diesem Fall erst nach ca. 35 Stunden; zu diesem Zeitpunkt war erst ein Redoxpotential
von - 600 mV erreicht. Nach 50 Stunden war eine Biomasse von 3 g/l erreicht. Das Sub-
strat wurde bei dieser Fermentation nicht vollstdndig verbraucht.

Insgesamt war eine negative Korrelation zwischen Redoxpotential und Wachstum zu be-
obachten (Abb. 29 A - C). Der direkte Vergleich der Wachstumskurven unter den ver-
schiedenen Bedingungen (Abb. 29 D) zeigt, dass die Optimierung des Inokulums der
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entscheidende Faktor fiir die Verkiirzung der lag-Phase ist, wohingegen die Zugabe von

Hefeextrakt zu einem schnelleren Absinken des Redoxpotentials auf - 600 mV fiihrt, was

zu einem beschleunigten Wachstum fiihrt, die finale Biomassekonzentration jedoch nicht

beeinflusst.
A 5 g/l Hefeextrakt B 1 g/l Hefeextrakt
(12 h VK) (12 h VK)
4 -100 4 -100
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Abb. 29: Wachstum der C. pasteurianum-dhaB-Mutante auf Glycerol-Monosubstrat mit un-
terschiedlichen Konzentrationen von Hefeextrakt und optimierter Vorkultur. A - C: Biomasse-
produktion in Korrelation zum Redoxpotential; D: Vergleich der Biomasseproduktion bei un-
terschiedlicher Konzentration von Hefeextrakt sowie unterschiedlichen Vorkulturzeiten. VK =
Vorkultur. Pfeile = Zeitpunkte der Zugabe von Hefeextrakt.
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3.3.2.2 Komplementierung der Deletion von dhaB in C. pasteurianum

Um sicherzugehen, dass die beobachteten Unterschiede zwischen dhaB-Mutante und Wild-
typ durch die eingefithrte Mutation verursacht wurden, wurde ein Revertantenstamm
basierend auf der dhaB-Mutante kreiert, in dem die dhaB-Deletion durch genomische
Integration der zuvor deletierten Sequenz komplementiert wurde. Die Generation der Re-
vertante erfolgte analog zu der der dhaB-Mutante durch Transformation mit dem Plas-
mid pMTL85141-dhaB-compl. Die Fermentation der Revertante im Vergleich zur dhaB-
Mutante und zum Wildtyp R525 zeigte, dass das Wachstumsverhalten und die Produkt-
bildung der des Wildtyps entsprachen (Abb. 30). Die bei der dhaB-Mutante beobachteten

Charakteristika sind somit auf die Deletion von dhaB zuriickzufiihren.
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Abb. 30: Ergebnisse der Fermentation der C. pasteurianum-dhaB-Revertante (dhaBcompl)
im Vergleich zur Deletionsmutante (dhaBmut) und zum Wildtypstamm R525. Dargestellt sind
die Ausbeuten der Hauptprodukte 1,3-PDO, Butanol, Ethanol und Butyrat. Die Fermentation
erfolgte iiber 48 h in 50 ml-Anaerobflaschen (n = 2).
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4 Diskussion

4.1 Transformation von C. pasteurianum und Generierung des

elektrokompetenten R525-Stammes

Fiir Clostridien werden hauptséchlich zwei Methoden fiir den DNA-Transfer verwendet:
Konjugation und Elektrotransformation [4, 87, 36, 94, 48, 117]. Beide Methoden wurden
im Rahmen dieser Arbeit getestet um herauszufinden, welche Technik die besten DNA-
Transferraten fiir C. pasteurianum liefert.

Mittels Konjugation konnte keine reproduzierbare Transformation von C. pasteurianum
mit Plasmid-DNA erreicht werden. Die Methode der Konjugation hat insbesondere den
Vorteil, dass die Barriere der Zellwand umgangen wird. Wire die Zellwand das wichtigste
Hindernis fiir die Transformation von C. pasteurianum, wére diese Methode der Elektro-
poration gegeniiber vermutlich iiberlegen. Die Tatsache, dass dies nicht der Fall ist, lasst
vermuten, dass die Zellwand nicht die primére Barriere fiir den DNA-Transfer darstellt.
Die Elektroporation nach dem Protokoll von [94] war erfolgreich, allerdings mit deut-
lich geringerer Transformationseffizienz. Neben der Solubilisierung der Zellwand und der
Methylierung der zu transferierenden DNA war es bei der Elektroporation von Bedeu-
tung, sporulierte, hitzeschockaktivierte Zellen fiir die Transformation zu verwenden [94].
Wiéhrend der Sporulation wird eine Vielzahl von Genen differentiell exprimiert [114]. Diese
Unterschiede in der Genexpression konnten fiir die Aufnahme von Fremd-DNA eine Rolle
spielen. Die sporulierten Zellen wurden vor der Verwendung fiir die Transformation durch
Hitzeschock aktiviert; die Hitzeschock-Behandlung kénnte neben der Stimulation der Ger-
mination weitere Effekte hervorrufen. Fiir E. coli und Salmonella wurde beispielsweise
gezeigt, dass eine Hitzebehandlung vor der Transformation durch temporire Inaktivie-
rung der Restriktionsendonukleasen zu erhohten DNA-Transferraten fiihrt [34].

Die Aktivitdt von Restriktionsendonukleasen wird allgemein als Hindernis fiir die Trans-
formation von C. pasteurianum angesehen, da dieser Effekt auch bei anderen Clostri-
dienstdmmen beobachtet worden war [77, 35, 94, 6, 48, 57, 100]. Jedoch wurde weder
bei der Konjugation noch bei der Elektroporation durch die Methylierung der Cpal- und
CpaAl-Erkennungssequenzen der zu transferierenden Plasmide eine effiziente Tranforma-
tion ermoglicht. Es ist moglich, dass weitere, bisher nicht identifizierte Endonukleasen

in C. pasteurianum aktiv sind, deren Erkennungssequenz nicht methyliert wurde und
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die somit ungehindert die eindringende Fremd-DNA degradieren konnten. Ebenso ist es
moglich, dass noch vollig andere Faktoren fiir die Transformationseffizienz von C. pasteu-
rianum eine Rolle spielen.

Die Elektroporation ist die Transformationsmethode der Wahl insbesondere fiir gram-
positive Bakterien, da sie im Vergleich zu anderen DN A-Transfertechniken eine relativ har-
sche Methode darstellt. Mittels Elektroporation kénnen DNA-Transferraten von 10° - 10*°
erzielt werden [6]; C. pasteurianum zeigt deutlich geringere Raten. Als Grund dafiir war
v. a. das Vorhandensein teilweise uncharakterisierter Restriktions-Modifikationssysteme
vermutet worden [100, 94]. Die Ergebnisse dieser Arbeit weisen, in Ubereinstimmung mit
einigen neueren Studien, darauf hin, dass es andere Mechanismen sind, die fiir die Kom-

petenz von C. pasteurianum mafigeblich verantwortlich sind.

Tabelle 23: Mutationen von C. pasteurianum-Stimmen mit gesteigerter Transformationseffi-

zienz
Gen Protein Funktion Mutation Referenz
CLPA 15890 Transposase Nukleotidyltransfe- | Alanin-Insertion in diese
rase DNA- Arbeit
Bindedoméne
CLPA ¢26240 | Hypothetisches Prognostiziertes Alanin-Valin- diese
Protein integrales Substitution in Arbeit
Membranprotein Nicht-Transmem-
brandoméne
CLPA 13710 [-Lysin-N6- Lysindegradation Frameshift - [108]
Azetyltransferase Trunkiertes
Protein
CLPA _¢33080 | Histidinkinase Quorum sensing Frameshift - [108]
Trunkiertes
Protein
CLPA _¢30550 | SMC-Protein Chromosomen- Phenylalanin- [39]
(structural dynamik Valin-Substitution
maintenance of
chromosome)
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Die in dieser Arbeit beobachteten Probleme bei der Reproduktion der Transformationseffi-
zienz von Pyne et al. [94] wurden von anderen Forschern bestétigt [108]. Fiir das metabolic
engineering von C. pasteurianum war es daher unverzichtbar, zunéchst einen Stamm zu
generieren, der die Fahigkeit besitzt, DNA mit erhohter Effizienz aufzunehmen.

Der durch Selektion erhaltene, elektrokompetente C. pasteurianum-R525-Stamm unter-
scheidet sich vom weniger kompetenten Wildtypstamm genotypisch durch zwei Muta-
tionen: Eine Mutation betrifft die DNA-bindende Doméne einer Transposase, die zweite
Mutation ist im nicht-helikalen Bereich eines hypothetischen Membranproteins lokali-
siert. Transposasen sind durch eine Nukleotidyltransferaseaktivitit charakterisiert, wel-
che Chromosomen- bzw. Genom-Rearrangements, Mutationen sowie Verdnderungen der
DNA-Dosis in der Zelle zur Folge haben kénnen. Die Mutation in der DNA-Bindungs-
doméne der Transposase beeinflusst moglicherweise die Bindungsaffinitdt des Proteins.
Eine Inhibition der DNA-bindenden Funktion des Enzyms wiirde dessen Transposase-
aktivitdt ausschalten. Eine verstirkte Bindungsaffinitdt konnte dessen Arbeit ebenfalls
behindern, da die Integration der transferierten Nukleotide an anderer Stelle des Genoms
erschwert wire. Uber die Bedeutung der Mutation des prognostizierten Transmembran-
proteins lassen sich nur Vermutungen anstellen, da dessen Funktion bisher nicht bekannt
ist. Im Hinblick auf die Kompetenz des Stammes ist vorstellbar, dass die Mutation des
Transmembranproteins die Zellwandstruktur in einer Weise verandert hat, die diese fiir
DNA-Molekiile durchléssiger macht.

Mit Hilfe des Protokolls von Schwarz et al. [108] wurden inzwischen mehrere C. pasteuria-
num-Stdmme mit erhohter Transformationseffizienz generiert (Tab. 23). Die Sequenzie-
rung des Genoms dieser Stamme zeigte, dass die Mutationen, welche diese Stiamme vom
schwer transformierbaren Wildtyp unterscheiden, nicht, wie bisher vermutet, die Restrik-
tionsendonukleasen betreffen. Auch die im Rahmen dieser Arbeit gefundenen Mutationen
im R525-Stamm weisen nicht auf eine direkte Beeinflussung der Restriktionsendonuklea-
sen hin. Diese Beobachtung wirft die Frage auf, welche Mechanismen in C. pasteuria-
num dariiber hinaus fiir einen effizienten DNA-Transfer mafigeblich sind. In zwei von
vier Stdmmen wurden Mutationen der SMC-Proteine gefunden. In den beiden anderen
Stammen waren jeweils zwei Mutationen vorhanden, sodass nicht eindeutig zu sagen ist,
welche der beiden betroffenen Gene fiir den beobachteten Phénotyp verantwortlich ist.
Fiir die SMC-Proteine scheint eine Funktion fiir den DNA-Transfer in C. pasteurianum

eindeutig zu sein. Proteine dieser Familie sind u. a. beteiligt an dynamischen chromoso-
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malen Prozessen wie Rekombination, Dosiskompensation und DNA-Reparatur [39]. Der
in dieser Arbeit generierte Stamm besitzt eine Mutation in einem Transposasegen; die
Nukleotidyltransferaseaktivitat der Transposase ist der Funktion der SMC-Proteine sehr
dghnlich. Es ist zu vermuten, dass in diesem Stamm ein dhnlicher Mechanismus betroffen
ist wie bei den Stdmmen mit den mutierten SMC-Proteinen. Eine umfassende und de-
taillierte Analyse der Funktion der in den kompetenten Staimmen mutierten Gene kénnte
iiber die Mechanismen der Transformation von C. pasteurianum weiteren Aufschluss ge-
ben.

Die Kultivierung des R525-Stammes auf Glycerol-/Glukose-Cosubstrat ergab einige Un-
terschiede im Vergleich zum parentalen Stamm DSM 525. Wahrend das Wachstum leicht
reduziert war, waren die Alkohol- und Sdureproduktion erhoht. Signifikante Unterschiede
zeigten sich im Produktspektrum: Butanol wurde vermindert gebildet, die 1,3-PDO- und
Butyratproduktion war dagegen stark erhht. Wahrend Wachstum und Produktion beim
DSM 525-Stamm nach Glukoseverbrauch eingestellt wurden, waren beim R525-Stamm
Biomasse- und Produktkonzentrationen weiterhin ansteigend. Moglicherweise ist die An-
passung des Metabolismus an den Wechsel der Kohlenstoffquelle beim R525-Stamm er-
leichtert. Alternativ kann der Zeitpunkt des Glukoseverbrauchs beim DSM 525-Stamm
auch zufillig mit dem Beginn der stationdren Phase zusammengefallen sein, da dieser
Stamm in der ersten Phase der Fermentation einen aktiveren Metabolismus zeigte.

Die Produktion von Sauren spielt bei Cosubstratfermentationen mit Clostridien eine
wichtige Rolle sowohl fiir die Generierung von ATP als auch fiir die Redoxbilanz [103].
Fiir C. butyricum konnte gezeigt werden, dass bei Kultivierung auf Glycerol-/Glukose-
Cosubstrat der Glukosekatabolismus hauptséchlich dafiir genutzt wurde Energie iiber die
Acetat- /Butyrat-Produktion zu generieren, wihrend Glycerol dafiir verwendet wurde,
Reduktionsdquivalente durch 1,3-PDO-Produktion zu verbrauchen [1]. Interessanterwei-
se war beim R525-Stamm zu beobachten, dass nach Glukoseverbrauch weiterhin Buty-
rat produziert wurde, wihrend der DSM 525-Stamm die Sdureproduktion unmittelbar
nach Glukoseverbrauch einstellte. Vermutlich wurde iiber die Butyratproduktion die fiir
das Wachstum bendétigte Energie in Form von ATP bereitgestellt. Ein Nebeneffekt der
verstiarkten Sdureproduktion ist die vermehrte Bildung von Reduktionsédquivalenten. Die
iiberschiissigen Reduktionsédquivalente, welche beim R525-Stamm wéahrend der verstark-

ten Saureproduktion generiert wurden (2mol NADH,/mol Butyrat) wurden vermutlich

fiir die 1,3-PDO-Produktion verwendet. Da der 1,3-PDO-Produktionsweg hinsichtlich des
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Kohlenstoffflusses mit dem Butanol-Produktionsweg in Konkurrenz steht, ldsst sich da-
durch ebenfalls die geringe Butanolproduktion erkléren.

Die beobachteten phianotypischen Unterschiede zwischen C. pasteurianum R525 und DSM
525 sind auf die Unterschiede im Genotyp zuriickzufithren. Unklar bleibt, welche zugrun-
deliegenden molekularen Mechanismen, ausgehend von den detektierten Mutationen, den

beobachteten Phénotyp hervorrufen.

4.2 Die Funktion der Pyruvatcarboxylase fiir den Kohlenstoft-

metabolismus von C. pasteurianum

Die Pyruvatcarboxylase nimmt eine zentrale Stellung im Kohlenstoffmetabolismus ein.
Die Auswirkungen einer verminderten oder verstarkten Aktivitit dieses Enzyms sind da-
her schwer vorauszusagen. Es war vermutet worden, dass eine Herunterregulation von PC
fiir das verlangsamte Wachstum von C. pasteurianum unter Glukoselimitierung verant-
wortlich ist [104]. Diese Hypothese wurde nicht bestétigt. Die Ergebnisse der vorliegen-
den Arbeit zeigen sogar einen gegenteiligen Trend: Die Uberexpression der Pyruvatcar-
boxylase fithrt zu einer verminderten Metabolisierung von Glycerol und einem reduzierten
Wachstum nach Glukoselimitierung (Tab. 21). Sabra et al. [104] hatten die beobachtete
Wachstumsinhibierung nach Glukoselimitierung mit der Herunterregulation der Pyruvat-
carboxylase korreliert. In der genannten Studie waren neben der Pyruvatcarboxylase wei-
tere Gene gefunden worden, die in der glukoselimitierten Phase der Fermentation herun-
terreguliert waren. Die Ergebnisse dieser Arbeit lassen vermuten, dass ein anderes Gen
oder auch eine Kombination aus mehreren der differentiell regulierten Gene fiir die Wachs-
tumsinhibierung verantwortlich sind.

Die PC-Mutante zeigte eine leicht veranderte Produktverteilung im Vergleich zum Wild-
typ. Die Pyruvatcarboxylase-Reaktion ist ATP-abhéngig und NADH-neutral, was ins-
gesamt zu einem Anstieg des NADH,-Pools fiihrt. Die Verschiebung der NADH-Bilanz
konnte zu den beobachteten Anderungen im Produktspektrum gefithrt haben. Da durch
die Verschiebung des Kohlenstoffflusses in Richtung Citratzyklus ein verminderter Fluss
zu Acetyl-CoA und zu den auf Acetyl-CoA basierenden Produkten stattfindet, muss ein
alternativer Weg fiir die Regeneration von NAD gewéhlt werden. Bei der Produktion von
1,3-PDO und Laktat wird NAD gebildet. In der Tat waren sowohl 1,3-PDO als auch Lak-

tat in Fermentationen mit der PC-Mutante erhoht.
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Storungen des Redox-Gleichgewichtes konnen aulerdem das Wachstum des Stammes ne-
gativ beeinflussen. Ein weiterer Grund fiir die geringere Wachstumsrate der PC-Mutante
konnten die Energiekosten fiir die Uberexpression von PC sowie fiir die katalysierte Re-
aktion sein, welche ATP-abhéngig ist.

Im Hinblick auf die Funktion der Pyruvatcarboxylase ist zu beriicksichtigen, dass diese
durch ihre zentrale Position im Kohlenstoffmetabolismus zahlreichen Regulationen unter-
liegen muss, welche beispielsweise den Kohlenstoff je nach Stoffwechselsituation in Rich-
tung Energieproduktion oder Generierung bzw. Abbau von Reduktionsiquivalenten lei-
ten kénnen. So wird ein hohes ATP-Level den Kohlenstoftffluss in Richtung Citratzyklus
fordern und ein niedriges ATP-Level wird diesen zugunsten einer vermehrten Sdurepro-
duktion hemmen. Die beobachteten Verschiebungen im Metabolismus der PC-Mutante
konnen in diesem Zusammenhang als Kompromiss interpretiert werden, bei dem die Zelle
versucht durch verstiarkte Saureproduktion und vermindertes Wachstum den energiein-
tensiven Kohlenstofffluss zum Citratzyklus auszugleichen und dabei durch ein veréndertes
Produktspektrum die NADH;/NADH-Balance zu halten.

Die Pyruvatcarboxylasereaktion geht mit der Fixierung von CO, einher. Durch die verstark-
te PC-Aktivitdt kann angenommen werden, dass vermehrt CO, fixiert wird, was in einer
gesteigerten Produktausbeute resultieren konnte. Tatséchlich war die gemessene CO,-
Menge der PC-Mutante geringer als die errechnete, wiahrend sich fiir den Kontrollstamm
errechnete und gemessene COy-Menge deckten (Abb. 34). Eine vermehrte Produktaus-
beute wurde allerdings nicht erzielt. Unerwarteterweise war das Verhiltnis von COy zu
Hs bei der PC-Mutante zugunsten von COy verschoben. Eine Entkopplung von COs-und
Hs-Produktion kann im Metabolismus der C. pasteurianum-PC-Mutante an zwei Stellen
erfolgen: durch die teilweise Umgehung der Pyruvat-Acetyl-CoA-Reaktion als Folge der
PC-Uberexpression oder durch verstirkte Nutzung des Ferredoxin-unabhingigen Weges
in der Crotonyl-CoA-Butyryl-CoA-Reaktion. Eine detailierte Stofflussanalyse mit Mes-
sung der intrazelluldren Metabolite konnte hier Aufschluss geben.

In anderen Bakterien wird die Pyruvatcarboxylase von der Kohlenstoffquelle reguliert.
In C. glutamicum beispielsweise ist das Enzym nicht notwendig fiir das Wachstum auf
Glukose, fiir die Verwendung von Laktat als Substrat ist es jedoch essentiell [92]. Ahnliche
Regulationsmechanismen sind auch fiir C. pasteurianum vorstellbar. Falls die Pyruvat-
carboxylase in C. pasteurianum fiir das Wachstum auf Glukose essentiell ist, fiir das

Wachstum auf Glycerol jedoch nicht, wiirde dies zum Einen erkldren, weshalb das En-
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zym in der glukoselimitierten Phase herunterreguliert ist, und zum Anderen, weshalb eine
Uberexpression des Enzyms - insbesondere in der Glycerol-Monosubstratphase - nachtei-

lig fiir das Wachstum des Stammes ist.

4.3 Gendeletion in C. pasteurianum

Die ClosTron-Methode ist die gingige Methode zur Gendeletion in Clostridien [25, 16, 140,
62, 69, 67, 95, 97]. Fiir C. pasteurianum ist die Anwendbarkeit dieser Methode limitiert.
Durch die geringe Transformationseffizienz des Stammes ist insbesondere der Transfer von
ClosTron-Vektoren erschwert. Die Vektoren sind relativ grofl und enthalten Restriktions-
schnittstellen, welche von der Endonuklease CpaAll erkannt werden. Dariiber hinaus stellt
die geringe retrohoming-Effizienz des Gruppe II-Introns eine Limitierung fiir diese Metho-
de dar. Bisher sind erst zwei Gendeletionen mit Hilfe dieser Methode in C. pasteurianum
gegliickt [95, 97]. In der ersten Studie wurde die Endonuklease CpaAl deletiert [95]. Dies
war allerdings nur moglich, nachdem das ltrA-Gen des ClosTron-Shuttlevektors durch 98
stille Mutationen so verdndert worden war, dass alle Erkennungssequenzen fiir die Endo-
nuklease CpaAll entfernt worden waren. Auflerdem war es notwendig, ein aufwindiges
Anreicherungsprotokoll anzuwenden, um die retrohoming-Effizienz des Gruppe II-Introns
zu steigern und einen reinen Mutantenklon zu erhalten. In der zweiten Studie [97] konn-
te das Gen dhaT von C. pasteurianum erfolgreich deletiert werden, jedoch war ein an-
schliefendes Plasmid-Curing nicht moglich, was darauf hinweist, dass der unerwiinschte
Nebeneffekt einer ektopischen Integration des Introns in einem essentiellen Gen statt-
gefunden hat. In der Tat wurde das Gruppe Il-Intron zusétzlich zu dhaT in dem Gen
speA gefunden. Der Versuch der Deletion weiterer Gene des 1,3-PDO-Pathways blieb oh-
ne Erfolg [97]. Die Autoren rieten selbst von der Verwendung der ClosTron-Methode fiir
C. pasteurianum ab (M. Pyne, personliche Kommunikation). Eine fiir C. pasteurianum
besser geeignete Alternative zu finden ist fiir das effiziente engineering dieses Stammes
von entscheidender Bedeutung.

Alternativ zur ClosTron-Methode wurde fiir die Genomeditierung von Clostridien eine
Methode entwickelt, welche als allele-coupled exchange bezeichnet wird und auf homo-
loger Rekombination beruht [42]. Da aufgrund der geringen Transformationseffizienz die
Transformation von linearer DNA bei Clostridien nicht moglich ist, ist es notwendig, die

zu integrierende DNA in Form von Plasmiden einzubringen, und damit einhergehend eine
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Gegenselektion auf Klone, bei denen durch single-crossover das gesamte Plasmid inte-
griert wurde. Die allele-coupled exchange-Methode setzt die Generierung einer Mutante
voraus, welche durch Gegenselektion von der gewiinschten Mutante unterschieden werden
kann; somit ist diese Methode ebenfalls relativ aufwéndig und langwierig.

In den letzten Jahren hat das CRISPR-Cas-System mehr und mehr an Bedeutung fiir
die Genomeditierung, auch der von Bakterien, gewonnen [51, 65, 123, 84]. In den meisten
Féllen wird das Typ II-CRISPR-Cas-System verwendet. Fiir C. pasteurianum wurde in
einer Studie das endogene Typ I-System erfolgreich ausgenutzt, um das cpaAI-Gen zu
deletieren [93]. Das C. pasteurianum-Typ IB-CRISPR-Cas-System ist jedoch bislang we-
nig charakterisiert. So ist beispielsweise nicht bekannt, wodurch die PAM-Sequenz dieses
Systems charakterisiert und wo sie lokalisiert ist. Weitere Forschung ist hier notwendig,
um die Grundlagen dieses Systems zu verstehen und zuverléssig fiir die Genomeditierung
des Stammes einsetzen zu konnen. Das Typ II-CRISPR-Cas-System von S. pyogenes ist
das an Besten charakterisierte und am Meisten verwendete CRISPR-Cas-System. Es ist
durch das zentrale Molekiil Cas9-Nuklease charakterisiert. Bedingt durch die Lethalitét
der Anwendung der Cas9-Nuklease bei vielen Bakterien ist diese nicht fiir alle Mikroorga-
nismen geeignet. Eine weniger zytotoxische Alternative stellt die Cas9-Nickase dar. Eine
Gendeletionsmethode basierend auf der Cas9-Nickase war, aufgrund der beschriebenen
Limitierungen der anderen zur Verfiigung stehenden Methoden, in dieser Arbeit die ein-

zige Moglichkeit, das Gen dhaB in C. pasteurianum zu deletieren.

4.4 Deletion des 1,3-PDO-Weges in C. pasteurianum

Die Manipulation des 1,3-PDO-Produktionsweges wurde bereits in fritheren Studien durch-
gefiihrt, indem das 1,3-PDO-Dehydrogenase-Gen dhaT deletiert wurde [97]. Dabei wurde
beobachtet, dass die Deletion von dhaT die Produktion von 1,3-PDO zwar reduziert,
jedoch nicht komplett ausschaltet. Aulerdem wurde die Produktion von 1,2-PDO beob-
achtet. Ein zuséatzliches Problem bei der Deletion der 1,3-PDO-Dehydrogenase kénnte die
Akkumulation des toxischen Intermediates 3-HP darstellen. In dieser Arbeit wurde daher
das Enzym Glyceroldehydratase als Target ausgewihlt, welches oberhalb von dhaT im
1,3-PDO-Weg fungiert.

Auftillig war bei der Kultivierung der dhaB-Mutante die extrem lange lag-Phase, welche
mit einem im Vergleich zum Wildtyp relativ hohen Redoxpotential einherging. Wahrend
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der lag-Phase findet eine Anpassung der Mikroorganismen an die &uleren Bedingungen,
Mediumzusammensetzung u. a. statt, was im Fall von C. pasteurianum insbesondere die
Reduzuierung der Medienbestandteile beinhaltet. Die Genexpression wird dementspre-
chend vom extrazellulairen Redoxpotential beeinflusst und dient dazu, das intrazelluldre
Redoxpotential und den zelluldren Metabolismus auszubalancieren [129]. Ein deutlicher
Zusammenhang zwischen Redoxpotential und Wachstum war auch bei den Vorkultur-
optimierten Fermentationen zu beobachten: Das zweiphasige Wachstum korrelierte mit
dem Absinken des Redoxpotentials in zwei Stufen. Die Zugabe von Hefeextrakt schien
das Absenken des Redoxpotentials zu unterstiitzen. Nichtsdestotrotz konnte die dhaB-
Mutante in reguldrem Biebl-Medium (mit 1 g/1 Hefeextrakt) wachsen und eine Biomasse-
konzentration erreichen, die mit der des Wildtyps vergleichbar war. Selbst in einer Kul-
tivierung in Hefeextrakt-freiem Biebl-Medium konnte ein Wachstum der dhaB-Mutante
bis zu einer Biomassekonzentration von 1 g/l beobachtet werden (Daten nicht gezeigt).
Die Ergebnisse demonstrieren, dass 1,3-PDO eine wichtige Rolle fiir die Redoxregulation
spielt, insbesondere zu Beginn der Kultivierung. Nichtsdestotrotz ist das Absenken des
Redoxpotentials auf einen Wert, welcher ein ungestortes Wachstum von C. pasteurianum
erlaubt, auf Glycerol als einziger Kohlenstoffquelle ohne die Produktion von 1,3-PDO
moglich.

Bei allen Fermentation mit der dhaB-Mutante war ein hoher Anteil (ca. 20 %) des Koh-
lenstoffes nicht innerhalb der bekannten Produkte wiederzufinden. Stattdessen war bei
der HPLC-Analyse im Chromatogramm ein unbekannter peak zu sehen, welcher mittels
UV-Detektor bei 32 min. detektierbar war und im Verlauf der Fermentation zunahm (Da-
ten nicht gezeigt). Eine Isolierung und Charakterisierung dieses unbekannten Metaboliten
konnte weitere interessante Erkenntnisse iiber den Stoffwechsel von C. pasteurianum lie-
fern.

Die Deletion der Glyceroldehydratase von C. pasteurianum wurde bereits in einer fritheren
Studie durchgefiihrt [108]. In der Studie von Schwarz et al. wurde das gesamte dhaBCE-
Operon deletiert. Dariiber hinaus wurde der Promotor des dhaBCE-Operons mit entfernt.
In dieser Arbeit wurde die grofle Untereinheit der Glyceroldehydratase, dhaB, mit der zu-
gehorigen Promotorregion deletiert (Abb. 31). Es ist zu vermuten, dass die Deletion des
Promotors upstream von dhaB in beiden Féllen die Expression des gesamten Operons
ausschaltet. In diesem Fall wére bei beiden Mutanten der gleiche Phéanotyp zu erwar-

ten. Tatsachlich unterschieden sich die beiden Mutanten in ihrem Wachstumsverhalten
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Diskussion

und in der Produktbildung erheblich. Wahrend das Wachstum der Glyceroldehydratase-
Mutante von Schwarz et al. auf Glycerol kaum moglich war (lediglich in Kombination mit
einem Komplexmedium), konnte die dhaB-Mutante in dieser Arbeit auf Glycerol in Biebl-
Medium wachsen. Nach verlangerter lag-Phase wurden Biomassekonzentrationen erreicht,
welche mit denen des Wildtyps vergleichbar waren. Wéahrend hinsichtlich des Produkt-
spektrums von Schwarz et al., neben der fehlenden 1,3-PDO-Produktion, lediglich leich-
te Abweichungen in der Sdureproduktion beobachtet wurden (leicht erhchte Laktat- und
verminderte Acetatproduktion), war das Produktspektrum der Mutante aus dieser Arbeit
signifikant veréndert: Neben der fehlenden 1,3-PDO-Produktion war die Butyratproduk-
tion stark vermindert; die Butanolproduktion war signifikant erhcht, auflerdem bildete
die Mutante im Gegensatz zum Wildtyp zusétzlich Ethanol. Die Charakterisierung der
Glyceroldehydratasemutante von Schwarz et al. wurde nicht im Bioreaktor, sondern in
Anaerobflaschen durchgefiihrt. Die weniger kontrollierten Bedingungen koénnten die un-
terschiedlichen Ergebnisse teilweise erklaren, wobei den Ergebnissen aus dem Bioreaktor
eine groflere Bedeutung hinsichtlich ihrer Reproduzierbarkeit beigemesssen werden kann.
Weitere Unterschiede in der technischen Durchfithrung, beispielsweise die anfangliche Gly-
cerolkonzentration im Kulturmedium, kénnten eine Rolle spielen. Auflerdem koénnte das
Design der jeweiligen Mutante eine Rolle spielen: Obwohl zu vermuten ist, dass die De-
letion des Promotors upstream von dhaB das gesamte Operon ausschaltet, ist dies nicht
mit Sicherheit zu sagen. Die starken Unterschiede im Phénotyp weisen vielmehr darauf
hin, dass sich die beiden Mutanten genotypisch unterscheiden. Falls die mittlere und die
kleine Untereinhet der Glyceroldehydratase der dhaB-Mutante exprimiert werden, wiirde
dies einen Hinweis auf die Funktionen der einzelnen Untereinheiten geben. In diesem Fall
lieBle sich folgende Hypothese aufstellen: Wahrend dhaB fiir die Produktion von 1,3-PDO
essentiell ist, sind dhaC und/ oder dhaFE fiur das Wachstum von C. pasteurianum auf
Glycerol notwendig.

Hinsichtlich der Konstruktion der Mutante ist weiterhin zu kldaren, ob das Gen ddrA, wel-
ches fiir das Enzym diol dehydratase reactivating factor codiert und unmittelbar down-
stream vom dhaBCE-Operon lokalisiert ist (Abb. 31), transkribiert wird oder nicht, d. h.
ob es der transkriptionellen Kontrolle des selben Promotors unterliegt. In dem Fall miisste
dessen Funktion im Hinblick auf den Phéanotyp der Mutante mit beriicksichtigt werden.
DdrA ist verantwortlich fiir das Recycling des Glyceroldehydratase-Cofaktors B12. Das

Ausschalten des Cofaktor-Recyclings wiirde vermutlich ebenfalls die gesamte Funktion
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der Glyceroldehydratase blockieren.

Schwarz et al. schlussfolgern aus ihren Beobachtungen basierend auf der Glyceroldehydra-
tasemutante, dass die Produktion von 1,3-PDO fiir das Wachstum von C. pasteurianum
auf Glycerol essentiell ist [108], wie es auch in verschiedenen fritheren Studien vermutet
wurde [8, 139, 103, 104]. Diese Arbeit zeigt erstmalig, dass das Wachstum von C. pasteuria-
num auf Glycerol ohne 1,3-PDO-Produktion moglich ist und dass dadurch eine selektive,
signifikant erhohte Butanolproduktion erméglicht wird, welche mit bis zu 0,385 mol /mol

eine der hochsten bisher erreichten Butanolausbeuten darstellt.

Glyceroldehydratase Dioldehydratase

AL reactivating factor
s ™

- ORF r’ dhaB > dhaC > dhak > ddrA

N/

- ORF D dhaC > dhakE >_ ddrAA Deletion von dhaB
+ Promotor

(diese Arbeit)

_ ORF >_ ddrA ‘; Deletion von dhaBCE
+ Promotor

(Schwarz et al | 2017)

Abb. 31: Mutanten des Glyceroldehydratase-Operons von C. pasteurianum. Dargestellt sind
das gesamte Operon und die Glyceroldehydratase-Mutanten aus dieser Arbeit sowie von Schwarz
et al. [108]. ORF = open reading frame.
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5 Schlussfolgerung und Ausblick

Die Problematik der Transformation von C. pasteurianum hat seit langer Zeit die vol-
le Ausschopfung des Potentials dieses Stammes eingeschréankt. Mit dem elektrokompe-
tenten RH25-Stamm ist ein bedeutsames Werkzeug geschaffen, um metabolic engineering
in C. pasteurianum zu etablieren und dessen industrielles Potential fiir die nachhaltige
Bioproduktion von Stoffen zu erweitern.

Der C. pasteurianum-R525-Stamm weist phanotypische Unterschiede im Vergleich zum
DSM 525-Stamm auf, welche auf die Unterschiede im Genotyp zuriickzufiihren sind. Um
die zugrundeliegenden molekularen Mechanismen aufzukliren, konnte eine Analyse der
Funktion der mutierten Gene sowie des Transkriptoms von R525 im Vergleich zu DSM
525 entscheidende Hinweise liefern. Fine Charakterisierung des R525-Stammes unter ver-
schiedenen Kultivierungsbedingungen (beispielsweise auf Glycerol-Monosubstrat oder un-
ter Eisenlimitierung) konnte ebenfalls zur weiteren Aufklarung beitragen.

Trotz der deutlich gesteigerten Transformationseffizienz ist der DNA-Transfer in C. pas-
teurianum limitiert. Bisher existieren vier C. pasteurianum-Stadmme mit gesteigerter Trans-
formationseffizienz ([108, 39] und diese Arbeit). Eine umfassende Analyse der Funktion
der in diesen Stdmmen mutierten Gene kénnte die Mechanismen aufklédren, welche den
DNA-Transfer in C. pasteurianum bis heute behindern. Méglicherweise konnte eine Kom-
bination dieser Mutationen in einem Stamm resultieren, dessen Transformationseffizienz
noch weiter gesteigert ist.

Die Pyruvatcarboxylase hat sich als weniger geeignetes Target fiir das engineering von
C. pasteurianum herausgestellt. Wider Erwarten wurden das Wachstum und die Produk-
tivitdt durch Uberexpression der Pyruvatcarboxylase nicht gesteigert. Die verdnderten
Eigenschaften der Pyruvatcarboxylase-Mutante tragen im Hinblick auf die industrielle
Nutzung nicht zu einer Optimierung des Stammes bei. Nichtsdestotrotz liefert die Charak-
terisierung dieses Stammes neue Erkenntnisse zum Metabolismus von C. pasteurianum.
Detailiertere Erkenntnisse konnten mit Hilfe dieses Stammes durch die Messung intra-
zellularer Metabolite, insbesondere Oxalacetat und weiterer Citratzyklus-Intermediate,
gewonnen werden.

Die Gendeletion in C. pasteurianum konnte, erstmalig in diesem Stamm, erfolgreich mit-
tels CRISPR~Cas9-Nickase durchgefiithrt werden. Durch Deletion der Glyceroldehydratase-

Untereinheit dhaB konnte die Butanolproduktion signifikant und selektiv gesteigert wer-
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den. Dariiber hinaus wurde erstmals gezeigt, dass das Wachstum von C. pasteurianum
auf Glycerol als einziger Kohlenstoffquelle ohne die Produktion von 1,3-PDO méglich ist.
Dies weist darauf hin, dass ein alternativer Mechanismus zur Redoxregulation in C. pas-
teurtanum verwendet wird. Die Messung der Wasserstoffproduktion der dhaB-Mutante
sowie die metabolische Flussanalyse konnten weitere Anhaltspunkte liefern, um den ver-
muteten Mechanismus zu beweisen. Hinsichtlich der Funktion der Glyceroldehydratase
konnte gezeigt werden, dass dhaB fiir die 1,3-PDO-Produktion essentiell ist. Die Generie-
rung weiterer Mutanten, bei denen die anderen Enzymuntereinheiten - dhaC und dhaF -
deletiert sind, wiirde Aufschluss dariiber geben, welche spezifische Funktion diese weiteren
Teile des Enzyms besitzen und die Aufklarung der Funktion der Glyceroldehydratase in
C. pasteurianum komplettieren.

Durch die Weiterentwicklung der Methoden fiir das metabolic engineering sowie durch
die neuen Erkenntnisse hinsichtlich des Metabolismus leisten die Ergebnisse dieser Arbeit
einen Beitrag auf dem Weg zu einer nachhaltigen und konkurrenzfdhigen industriellen

Bioproduktion von Stoffen durch C. pasteurianum.
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Anhang

Bsh
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Abb. 32: Methylierung des E. coli-C. pasteurianum-Shuttlevektors zur Deletion von dhab.
Uberpriifung des Erfolges der In vivo-Methylierung im Vergleich zur In vitro-Methylierung durch
Verdau mit dem Restriktionsenzym Bsh12361, einem Isoschizomer von CpaAl.
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Abb. 33: Zeitpunkt der Gluoselimitierung in Korrelation zur Butyratproduktion der C. pasteu-
rianum-dhaB-Mutante (A) und des Wildtyps R525 (B).
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