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Zusammenfassung 1

1 Zusammenfassung

1.

Wachstumspysiologische ~ Untersuchungen von C. acetobutylicum unter Salzstress
identifizierten eine Schwellenkonzentration von 300 mM NaCl, ab der eine signifikante

Reduktion der Wachstumsparameter, der Losungsmittelbildung und des Ertrages auftraten.

Den Hauptteil des Aminosdurepools von C. acetobutylicum bildeten Glutamat (21 %) und
Alanin (26 %). Mit ansteigender Salzkonzentration nahm der Anteil von Glutamat zu, wihrend
der von Alanin zuriickging (39 % bzw. 19 % bei 400 mM NaCl).

Die kompatiblen Solute Prolin und GB wurden von C. acetobutylicum weder unter Salzstress,
noch in salzfreiem Medium, durch Eigensynthese akkumuliert. Die Supplementierung mit GB
hingegen ermoglichte dessen Aufnahme und Akkumulation wihrend des Wachstums, vor allem
verstirkt unter Salzstress (136,9 uM GB/g TM).

Supplementationsexperimente zeigten einen positiven Effekt von GB auf das Wachstum bzw.

eine Verdopplung der Losungsmittelbildung durch Arginin-Zugabe.

Mittels Clostron® konnte die Inaktivierung des Repressors der Arginin-Biosynthese, ArgR, von
C. acetobutylicum realisiert werden. Die generierte Insertionsmutante argR92a::CT zeigte im
Vergleich zum Wildtyp erhohte Transkriptlevel der Arginin-Biosynthesegene, sowie eine
signifikant hohere Losungsmittelbildung, sowohl unter Salzstress, als auch in salzfreiem
Medium.

Vor allem die Tryptophan- und Histidinbiosynthese spielen aufgrund stark erhdhter
Transkriptlevel eine Rolle bei der Salzstressantwort, sowohl beim Wildtyp als auch der

Insertionsmutante von C. acetobutylicum.

Erhohte Transkriptlevel der Histidin-, Tryptophan- und Lysin-Biosynthesegene der
Insertionsmutante im Vergleich zum Wildtyp weisen auf eine Co-Regulation durch ArgR hin,

wohingegen die Gene der verzweigtkettigen Aminosiduren unabhéngig exprimiert werden.

Eine Verkniipfung der Prolin- und Arginin-Biosynthese zeigte sich durch signifikant erhohte
intrazelluldre Prolinkonzentrationen der Insertionsmutante, die vermutlich auf eine
Bifunktionalitdt von ArgD zuriickzufiihren sind. Im Gegensatz zum Wildtyp konnte bei der

Insertionsmutante aulerdem eine Akkumulation von Prolin unter Salzstress detektiert werden.
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2 Einleitung

2.1 Uberleben von Mikroorganismen bei osmotischem Stress

Bakterien besiedeln nahezu alle erdenklichen Lebensrdume der Erde und sind vom tiefsten
Meeresboden bis hin zu den hochsten Bergen zu finden. Diese verschiedenen Lebensrdume werden
durch unterschiedliche physikochemische Parameter charakterisiert, an die sich die
Mikroorganismen anpassen miissen um zu iiberleben (Schlegel und Jannasch 2006). Treten
innerhalb dieser Parameter Schwankungen auf, so bedeutet dies Stress fiir die Bakterien, denn sie
miissen auf diese verdnderten Umweltbedingungen reagieren. Osmotischer Stress trifft Bakterien
in zahlreichen Habitaten: vom Boden, tiber Siil}- und Salzwasser bis hin zu Lebensmitteln oder bei
der Besiedlung des Menschen (Billi und Potts 2002; Madigan et al. 2019; Oren 2013). Er tritt auf,
wenn der osmotische Druck des Milieus sich verdndert, extrem hoch oder extrem niedrig ist
(Altendorf et al. 2009; Wood 2011). Die dabei entstehenden Effekte auf die bakterielle Zelle sind
in Abbildung 2.1 vereinfacht dargestellt.

hyperosmotischer Schock hypoosmotischer Schock

a) Normales b) Zellen c) Rehydratisierung d) Ausschleusen e) Normales
Wachstum dehydratisieren durch Akkumulation kompatibler Wachstum
kompatibler Solute Solute

Abbildung 2.1 - Reaktion von Bakterien auf osmotischen Stress (Booth ef al. 2007, mod.).

Bakterien nutzen die Akkumulation von Kaliumionen (rot), Glutamat (dunkelblaublau) und kompatible Solute
(hellblau) zur Steuerung der intrazellularen Osmolaritit. Wéhrend diese Osmolyte durch mechanosensitive Kanéle
wieder ausgeschleust werden kdnnen, verbleiben grofe Proteine und geldste Stoffe (braun und gelb) im
Cytoplasma. Weitere Erlduterungen siche Text.

Die Auswirkungen von osmotischem Stress auf Bakterien sind zum einen abhidngig von den
gelosten Stoffen im Zytoplasma im Vergleich zum besiedelten Milieu. Zum anderen spielen die
Permeabilitdt und die mechanischen Eigenschaften der bakteriellen Zellwand und -membran eine
wichtige Rolle. Die semipermeable Zytoplasmamembran sorgt dafiir, dass Wasser ungehindert in
die Zelle einstromen kann, im Wasser geloste Substanzen wie Makromolekiile, Ionen und
organische Verbindungen werden jedoch zuriickgehalten (Bovell et al. 1963; Madigan et al. 2019).
Um Wachstum zu gewihrleisten, sind Bakterien bestrebt, die intrazellulire Konzentration
osmotisch aktiver Substanzen hoéher als die des umgebenden Mediums zu halten. So kann Wasser
entlang des osmotischen Gradienten in die Zelle einstromen und einen gegen die Zellwand
gerichteten hydrostatischen Druck, den sogenannten Turgor, auftbauen (Abbildung 2.1, A). Die
Aufrechterhaltung des Turgors stellt dabei eine wichtige Grundlage flir das bakterielle
Zellwachstum, die Membranspannung und Zellwandsynthese dar (Taiz 1984; Whatmore und
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Reed 1990; Rojas et al. 2017). Gelangen Bakterien in ein hyperosmolares Milieu, so kommt es zur
Dehydratisierung und Plasmolyse des Zytoplasmas durch den Ausstrom von Wasser aus der Zelle
(Abbildung 2.1, B). Um dem Zusammenbruch des Turgors entgegenzuwirken und das osmotische
Gleichgewicht mit ihrem Milieu wiederherzustellen, nutzen Bakterien osmotisch aktive
Verbindungen, die so genannten kompatiblen Solute (compatible solutes, Brown 1976). Diese
Osmolyte konnen durch de novo-Synthese oder durch Aufnahme aus der Umwelt akkumuliert
werden und wirken so dem Ausstrom von Wasser sowie dem Einstrom von anorganischen Ionen
entgegen (Abbildung 2.1, C). Unter hypoosmotischen Bedingungen stromt Wasser entlang des
osmotischen Gradienten in die Zellen ein und der daraus resultierende Anstieg des Turgordrucks
kann zur Lyse der Zellen fiihren. Eine unter den Bakterien weit verbreitete Strategie zur Senkung
des Wassereintrags ist der schnelle und unselektive Aussto3 von Ionen und osmotisch aktiven
Substanzen aus dem Cytoplasma durch die Aktivierung mechanosensitiver Kanile
(Abbildung 2.1, D) bis sich erneut ein osmotisches Gleichgewicht einstellt (Abbildung 2.1, E)
(Berrier et al. 1992; Poolman und Glaasker 1998; Wahome et al. 2009; Rojas et al. 2017).

Neben der Verdnderung des Turgordrucks hat osmotischer Stress noch weitere negative Effekte auf
Zellstruktur, -physik und -chemie. Vor allem unter hyperosmolaren Bedingungen sind Bakterien
weiteren, zusdtzlichen Stressoren ausgesetzt. Zum einen flihrt der Wasserverlust zur Reduzierung
des zytoplasmatischen Volumens. Dadurch kommt es zur Ablosung und Faltenbildung der
Plasmamembran, wodurch membrandurchspannende Proteine zerstdrt und die Flagellenfunktion
beeintrachtigt werden (Okrend und Doetsch 1969; Wood 2011). Ein reduzierter Wassergehalt
verringert aulerdem die Hydrathiillen von Proteinen und Nucleinséuren, die durch Denaturierung
und Mutationen beschddigt werden und ihre Funktion nicht mehr ausfithren k&nnen
(Billi und Potts 2002). Zum anderen werden die Zellen Stress durch hohe Konzentrationen von
anorganischen Ionen ausgesetzt. Treten zusdtzlich zum osmotischen Stress auch noch
ionenspezifischen Effekte auf, wird daher von Salzstress gesprochen (Hagemann 2011; Wood 2011).
Eine hohe Konzentration anorganischer Ionen, insbesondere Natrium- und Chloridionen, im
Zytoplasma hat direkte toxische Auswirkungen auf verschiedene Stoffwechselprozesse. So kann
die Bindung von RNA und anionischen Metaboliten (z. B. Bikarbonat, Carboxylate,
Zuckerphosphate) durch Chloridionen beeintriachtigen werden, da sie anionische Bindestellen
blockieren. Natriumionen hingegen storen kationische Bereiche, die z. B. fiir die Bindung von
Kaliumionen, Kalzium oder Magnesium noétig sind (Serrano et al. 1999). Vor allem
kaliumabhingige Stoffwechselprozesse sind empfindlich gegeniiber hohen Natrium-
konzentrationen, da beide Ionen um die gleichen Bindestellen konkurrieren. Neben &hnlichen
physikochemischen Eigenschaften entspricht das kleinere Ion Natriumion durch seine grofle
Hydrathiille auch der Grofe des Kaliumions. Daher konnen Kaliumtransporter nicht zwischen
diesen lonen unterscheiden, wodurch hohe Natriumkonzentrationen zu einem Kaliummangel
fiihren kénnen (Hagemann 2011).

Um trotz der zahlreichen negativen Effekte von Salzstress dennoch ihr Uberleben und Wachstum
zu sichern, benétigen Bakterien entsprechende Schutz- und Anpassungsreaktionen. Allgemein

haben sie dabei zwei verschiedene Strategien entwickelt. Die so genannte salt-in-Strategie wird von
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einigen spezialisierten Vertretern der halophilen Archaeen und Bakterien genutzt. Sie sind an extrem
salzhaltige Habitate angepasst und halten eine sehr hohe zytoplasmatische Konzentration von
Kaliumionen aufrecht. Auch der Stoffwechsel dieser Mikroorganismen ist an ihr Habitat angepasst,
sodass viele ihrer Enzyme und Strukturproteine einen kontinuierlich hohen Salzgehalt zur Aktivitét
und Stabilitdt bendtigen (Miiller und Oren 2003; Oren 2013). Die zweite Moglichkeit der
Salzstressantwort wird vom Grofiteil der Organismen verwendet und als salt-out-Strategie
bezeichnet. Hierbei wird durch aktives Pumpen von Ionen aus der Zelle verhindert, dass hohe
Salzkonzentrationen das Zytoplasma erreichen. So konnen die Bakterien eine niedrige intrazellulédre
Ionenkonzentration aufrechterhalten. Das osmotische Gleichgewicht wird durch die Akkumulation
von Osmolyten erreicht (Abbildung 2.1 c), die entweder von den Bakterien selbst produziert oder
aus dem Medium aufgenommen werden (Hagemann 2011; Oren 2013).

Die Salzstressantwort ist fiir den Gram-positiven Modellorganismus Bacillus subtilis detailliert
untersucht und beschrieben. Insbesondere die Identifizierung der Aufnahme- und Syntheseapparate
von osmoprotektiven Substanzen filihrte zu einem besseren Verstdndnis der Salzanpassung auf
genetischer und Proteinebene (Kempf und Bremer 1998). Der Ablauf und die beteiligten Synthese-
und Transportproteine der Salzstressantwort von B. subtilis sollen daher im folgenden Abschnitt

genauer erldutert werden.

2.2 Die Salzstressantwort von B. subtilis

2.2.1 Physiologische Anpassungsmechanismen

B. subtilis ist ein Gram-positives, fakultativ anaerobes, Endosporen bildendes Bodenbakterium,
das in der Natur weit verbreitet ist. Als Bewohner der oberen Bodenschichten ist es hdufigen
Schwankungen des Salzgehaltes ausgesetzt, z. B. durch Uberflutung und Austrocknung. Daher
besitzt es effiziente Mechanismen zur Stressanpassung, um das Wachstum und Uberleben zu
sichern. Intensive Untersuchungen fiihrten zur Identifizierung der Aufnahme- und
Syntheseapparate von osmoprotektiven Substanzen (Abbildung 2.3) und zu einem besseren
Verstindnis der Osmoregulation auf genetischer und Proteinebene (Kempf und Bremer 1998;
Hoffmann und Bremer 2016, 2017). Wie viele andere Bakterien, so reagiert auch B. subtilis auf
eine plotzliche Zunahme der externen Salzkonzentration mit einer schnellen Aufnahme von
Kaliumionen (Whatmore ef al. 1990). Die erhohte Kaliumkonzentration dient als erster Schutz der
Zellen gegen das Ausstromen von Wasser und dem damit drohenden Turgorzusammenbruch. Die
Aufnahmesysteme fiir Kaliumionen gehdren zur Familie der Ktr-Kationenkandle sowie ein
moglicherweise Kalzium-gesteuerter MthK-&hnlicher Kanal (Abbildung 2.3, Hoffmann und
Bremer 2016.) Mit diesen Kanilen ist B. subtilis in der Lage, unter Salzstress seine
Kaliumkonzentration im Zytoplamsa zu verdoppeln (Whatmore et al. 1990). Als Nutzer der salt-
out-Strategie ist der Metabolismus von B. subtilis jedoch nicht darauf ausgelegt, langanhaltend hohe
Kaliumkonzentration zu tolerieren. Daher wird das anfangs angehdufte Kalium in einem zweiten

Schritt der Anpassung durch organische Osmolyte ersetzt (Whatmore et al. 1990; Kempf und
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Bremer 1998). Diese speziellen Osmolyte werden als compatible solutes bezeichnet, da sie in hohen
Konzentrationen im Zytoplasma akkumuliert werden konnen ohne den Zellmetabolismus zu stdren
(Brown 1976). Im Allgemeinen handelt es sich dabei um niedermolekulare, 16sliche organische
Verbindungen. Diese konnen in zwei Gruppen eigeteilt werden. Zum einen handelt es sich dabei
um o- und B-Aminosduren sowie deren Derivate wie z. B. Glycin Betain (GB) oder Prolin
(Abbildung 2.2, A). Zur zweiten Gruppe zéhlen Zucker und Polyole, wie z. B. Sucrose und
Trehalose (Abbildung 2.2, B).
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Abbildung 2.2 - Charakteristische kompatible Solute (Kempf und Bremer 1998, Hagemann 2011, mod.).

(A) Aminosduren und Derivate, die hdufig von B. subtilis akkumuliert werden. (B) Zuckerartige kompatible Solute,
wie sie z. B. von Cyanobakterien genutzt werden.

Die schiitzende Wirkung der kompatiblen Solute begriindet sich zum einen in ihrer Fihigkeit, den
Wasserausstrom aus salzgestressten Zellen zu verhindern. So wird durch den Austausch von Kalium
gegen organische Osmolyte die lonenstirke des Zytoplasmas reduziert, Turgordruck und
Wassergehalt der Zelle jedoch nicht beeintriachtigt (Wood 2011). Zum anderen wirken sich die
akkumulierten Osmolyte positiv auf die Stabilitdt und Loslichkeit von Proteinen aus und erhalten
deren korrekte Funktion unter ansonsten denaturierenden Bedingungen (Kempf und Bremer 1998;
Wood 2011). Der Kaliumexport in B. subtilis ist noch nicht vollstandig aufgeklirt. Es gibt allerdings
Hinweise darauf, dass neben dem bisher beschriebenen Kationen-Protonen-Antiporter KhtTU
weitere Kaliumexporter in B. subtilis prasent sind (Hoffmann und Bremer 2016). Im Gegensatz
dazu ist der Transport und die Akkumulation von Osmolyten in B. subtilis schon lange detailliert
untersucht und physiologisch sowie molekular charakterisiert (Kappes et al. 1996; Blohn et al.
1997; Kempf und Bremer 1998; Hoffmann und Bremer 2017). Bisher sind 15 natiirlich
vorkommende kompatible Solute identifiziert, die als Schutzsubstanzen flir B. subtilis unter
Salzstress dienen (Hoffmann und Bremer 2011, 2017). Sie sind hauptsidchlich mit Prolin oder GB
chemisch verwandt und werden durch hochaffine Aufnahmesysteme von osmotisch gestressten
B. subtilis-Zellen akkumuliert oder synthetisiert (Kempf und Bremer 1998).
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Abbildung 2.3 - Komponenten der Salzstressantwort von B. subtilis (Hoffmann und Bremer 2016, mod).

Schematisch dargestellt sind das Osmolytenaufnahmesystem (Opu), Transporter (Glt, Gab, Put) und
Biosynthesewege (GB, Prolin) fiir kompatible Solute, sowie lonenkanéle fiir Natrium-Export (Nha, Nat, Mrp) und
Kalium-Import (Ktr), sowie mechanosensitive Kanile (Msc).

Die fiinf osmotisch regulierten und substratspezifischen Transportsysteme von B. subtilis werden
als Opu (osmoprotectant uptake) bezeichnet (Abbildung 2.3). Die ABC-Transporter OpuA, OpuB
und OpuC werden durch die Hydrolyse von ATP angetrieben und zeichnen sich durch
unterschiedliche Substratspezifitdten aus. Wahrend OpuA den Haupttransporter fiir GB markiert,
vermittelt OpuB nur den Import von Vorldufermolekiilen fiir die Synthese von GB (Kempf und
Bremer 1998; Hoffmann und Bremer 2011). Die Symporter OpuD und OpuE nutzen Energie aus
dem Natriumgradienten iiber die Zytoplasmamembran fiir ihre Funktion. Dabei ist OpuD an der
Aufnahme verschiedener kompatibler Stoffe beteiligt, wohingegen OpuE allein fiir die Aufnahme
von Prolin verwendet wird (Kappes ef al. 1996; Blohn et al. 1997). Um zytotoxische Effekte zu
vermeiden, miissen die beim OpuD- und OpuE-vermittelten Transport ebenfalls importierten
Natriumionen wieder aus der Zelle ausgeschleust werden. Das Natriumexportsystem von B. subtilis
besteht dabei aus den Kationen-Protonen-Antiportern Mrp NhaC und NhakK, sowie dem ABC-
Transporter NatAB (Fujisawa et al. 2005; Hoffmann und Bremer 2016).

Abgesehen von der Vielzahl an kompatiblen Stoffen, die B. subtilis aufnehmen und akkumulieren
kann, werden nur Prolin und GB durch zelleigene Enzyme synthetisiert (Hoffmann und Bremer
2011). Die de novo-Synthese von Prolin geht von Glutamat aus und kann iiber zwei Wege realisiert
werden. Von der anabolen und der salzstressadaptiven Biosynthese spielt jedoch nur die adaptive
fiir die Osmolytenakkumulation eine Rolle (Hoffmann und Bremer 2011). GB wird von B. subtilis
durch die Oxidation von Cholin hergestellt. Da das Bakterium nicht in der Lage ist, Cholin selbst
zu synthetisieren, nutzt es die bereits beschriebenen Transporter, um es aus der Umwelt zu
importieren (Boch et al. 1994; Hoffmann und Bremer 2011). Allgemein zeigt sich, dass in
B. subtilis die Akkumulation der Hauptosmolyte, GB und Prolin, linear abhéngig von der Hohe des
extern auftretenden Salzstresses ist. Ungestresste Zellen zeichnen sich durch eine
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Prolinkonzentration zwischen 10 und 20 mM bzw. einen GB-Pool von 150 mM aus. Ist B. subtilis
hohem Salzstress (z. B. 1 M NaCl) ausgesetzt, steigen die Werte auf etwa 500 mM Prolin bzw.
570 mM GB an (Whatmore et al. 1990; Hoffmann et al. 2013).

Die Erhohung des Salzgehalts der natiirlichen Lebensrdume von B. subtilis z.B. durch
Austrocknung, erfolgt in der Regel recht langsam, so dass die Zelle geniigend Zeit hat, sich an diese
ungiinstigen Bedingungen anzupassen. Niederschlige oder Uberschwemmungen des Bodens
vermindern die externe Osmolaritdt jedoch sehr schnell, so dass B. subtilis unmittelbar darauf
reagieren muss. Dieser hypoosmotische Schock filihrt zu einem massiven Einstrom von Wasser in
die Zellen und kann durch den ansteigenden Turgor sogar zu deren Lyse fiihren (Abbildung 2.1).
Um dem entgegenzuwirken, erfolgt ein schnelles Ausschleusen von wasseranziehenden Ionen und
organischen Verbindungen aus dem Zytoplasma. Dies wird iiber dehnungsaktivierbare
mechanosensitive Kanile (mechanosensitive channels, msc) geregelt, deren Offaung durch
Anderungen der Membranspannung unter Konformationsinderung der Kanalstruktur ausgeldst
wird (Booth et al. 2007). B. subtilis besitzt drei Vertreter der kleinen MscS-Typ Kanéle und einen
groBen MscL-Typ Kanal wodurch es den Ubergang von hoher zu niedriger Osmolaritiit realisieren
kann (Booth et al. 2007; Hoffmann et al. 2008; Wahome et al. 2009).

2.2.2 Genregulation unter Salzstress

Die genetische Regulation der Salzstressantwort bei B. subtilis erfolgt in zwei Stufen (Spiegelhalter
und Bremer 1998). Wird das Bakterium plotzlich hohen Salzkonzentrationen ausgesetzt, greifen
zuerst allgemeine Stressreaktionen unter der Regulation des alternativen Transkriptionsfaktors SigB.
Diese allgemeine Stressantwort umfasst bei B. subtilis die Expression mehrerer hundert Gene und
ermoglicht einen praventiven Schutz gegen eine Vielzahl von Umweltbelastungen und Stressoren
(Hecker et al. 2007). Diese schnelle, jedoch nur voriibergehende Induktion der Genexpression wird
gefolgt von einer dosis- und dauerabhingigen Stressantwort. Unter anhaltend hohen
Salzkonzentrationen {ibernimmt der so genannte Housekeeping-Sigmafaktor von B. subtilis, SigA,
die Steuerung (Spiegelhalter und Bremer 1998). Interessant ist dabei, dass z. B. die Gene der
Transporter OpuE und OpuD sowohl SigA- als auch SigB-Bindestellen aufweisen (Kappes et al.
1996; Spiegelhalter und Bremer 1998). Durch diese doppelte osmotische Kontrolle wird die
Transportkapazitit der Osmolyte Prolin und GB (Abbildung 2.3), sowohl fiir hyperosmotisch
geschockte als auch fiir kontinuierlich gestresste Zellen, deutlich erhoht (Spiegelhalter und Bremer
1998). Die Kombination der beiden Promotoren ermoglichen daher sowohl eine ziigige, als auch
eine gut abgestufte physiologische Reaktion auf Salzstress (Spiegelhalter und Bremer 1998;
Hoffmann und Bremer 2016). Neben den Transkriptionsfaktoren SigA und SigB konnte auch die
Salzschockinduktion von SigW nachgewiesen werden (Huang et al. 1999; Petersohn et al. 2001;
Steil et al. 2003). SigW zdhlt zu den Sigmafaktoren extrazytoplasmatischer Funktion
(extracytoplasmic function, ECF). Im Allgemeinen kontrolliert diese Klasse von Sigmafaktoren die
Aufnahme oder Sekretion spezifischer Molekiile und Ionen oder die Reaktion auf verschiedene
Stressoren (Huang et al. 1999; Petersohn et al 2001). SigW ist insbesondere in
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Entgiftungsreaktionen und die Produktion von antimikrobiellen Verbindungen involviert
(Huang et al. 1999). Die Salzschockinduktion von SigW liegt wahrscheinlich im negativen Einfluss
ionischer Effekte auf Zellmembran und Transportprozesse begriindet, da keine der bekannten
osmoregulierten Gene von B. subtilis einen SigW-Promotor aufweist (Petersohn ez al. 2001).
Einen reprimierenden Effekt hat Salzstress vor allem auf die Gene der Chemotaxis und Zellmotilitét
was zu einer Beeintrachtigung der Schwirmfahigkeit von B. subtilis fiihrt (Steil et al. 2003). Vor
allem die Transkription des hag-Gens, das Strukturprotein der Geillel, ist unter hohen
Salzkonzentrationen stark reprimiert (Hoffmann etz al. 2002). Die physiologische Bedeutung dieser
Effekte ist jedoch derzeit noch ungekldrt. Auch die Sporenbildung wird durch einen hohen
Salzgehalt unterdriickt (Ruzal et al. 1998; Steil et al. 2003). B. subtilis ist bekannt flir seine
Fahigkeit, unter Nahrstoffmangel oder ungiinstigen Umweltbedingungen resistente Endosporen zu
bilden (Higgins und Dworkin 2012; Setlow 2014). Diese Uberdauerungsformen erméglichen das
Uberleben iiber einen langen Zeitraum, da sie bei giinstigen Wachstumsbedingen wieder zu
vegetativen Zellen auskeimen kdnnen (Setlow 2014). Diese Moglichkeit der Stressvermeidung
steht B. subtilis allerdings unter dem Einfluss hoher Salzgehalte nicht zur Verfiigung, da der
Sporenbildungsprozess schon frithzeitig blockiert wird (Ruzal ez al. 1998). Dies ist wahrscheinlich
darauf zuriickzufiihren, dass salzgestresste B. subtilis-Zellen nicht iiber die nétigen Ressourcen
verfligen, um den energicaufwiandigen und komplexen Entwicklungsprozess zur Endospore
vollenden zu kénnen (Hoffmann und Bremer 2016; Higgins und Dworkin 2012). Zumal sich die
Erhohung des externen Salzgehaltes auf viele zelluldre Prozesse negativ auswirkt und das
Wachstum von B. subtilis erheblich verlangsamt (Boch et al. 1994).

Die hier beschriebenen, sowie zahlreiche weitere Aspekte der Salzstressantwort von B. subtilis sind
mittlerweile detailliert untersucht (Boch et al. 1994; Blohn et al. 1997, Steil et al. 2003; Hoffmann
und Bremer 2016). Einerseits gibt es immer noch einen groBen Anteil an Proteinen mit bisher
unbekannter Funktion und dementsprechend auch unerforschte Teile der zelluliren und
physiologischen Salzanpassung (Steil ef al. 2003). Des Weiteren ist auch der genaue Mechanismus
der Wahrnehmung und Reaktion der Transporter auf osmotische Verdnderungen, sowie die
spezifische Regulation der einzelnen Komponenten in vielen Belangen noch unverstanden
(Hoffmann und Bremer 2017).

2.3 Der Modellorganismus Clostridium acetobutylicum

2.3.1 Physiologie und Genetik

Wihrend es sich bei der Gattung Bacillus um aerobe Sporenbildner handelt, z&hlt Clostridium
acetobutylicum zu den obligat anaeroben sporenbildenden Clostridien. Die Gattung Clostridium ist
vor allem durch ihre humanpathogenen Vertreter, wie z. B. C. botulinum, C. perfringens oder
C. tetani bekannt. C. acetobutylicum stellt demgegeniiber den Modellorganismus aphathogener
saccharolytischer Clostridien dar (Dworkin et al. 2006). Es ist in der Lage, eine Vielzahl an

verschiedenen Kohlenhydraten, wie z. B. Arabinose, Galaktose, Glukose, Mannose und Xylose, zu



Einleitung 9

verwerten (Mitchell 1998; Qureshi et al. 2006; Ezeji und Blaschek 2008; Servinsky et al. 2010).
Charakteristisch fiir C. acetobutylicum ist sein biphasischer Fermentationsmetabolismus, welcher
in Abbildung 2.4 illustriert ist.
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Aceton, Butanol
und Ethanol

Vorspore

Abbildung 2.4 - Der Zellzyklus von C. acetobutylicum (Janssen 2010, mod.).

Dieser Garungsstoffwechsel unterteilt sich in eine sidurebildende Phase (Acidogenese) und eine
Losungsmittelphase (Solventogenese). Die erste Phase des Metabolismus stellt die Acidogenese dar,
welche mit der exponentiellen Wachstumsphase korreliert. Dabei werden aus Kohlenhydraten,
neben H> und CO», die organischen Sduren Acetat und Butyrat gebildet, wodurch der pH-Wert des
externen Milieus absinkt (Andersch ef al. 1983; Hartmanis und Gatenbeck 1984). Beim Erreichen
externet pH-Werte von unter 4,5 liegt allerdings ein Grofteil der organischen Sduren undissoziiert
im Medium vor und kann in dieser Form ungehindert durch die Zellmembran in das Zytoplasma
zuriickdiffundieren. Dort dissoziieren die Sduren aufgrund des hoheren internen pH-Wertes wieder,
was zu einem Zusammenbruch des transmembranen Protonengradienten und damit zum Zelltod
filhrt (Diirre 2011). Um der Gefdhrdung durch die organischen Sduren im Medium zu entgehen,
leitet C. acetobutylicum bei zunehmender Ansduerung des Mediums den so genannten
,,Losungsmittel-Shift* und damit den Ubergang zur Solventogenese ein. In dieser Transitionsphase
geht die exponentielle in die stationdre Wachstumsphase tiber und die Zellen durchlaufen eine Reihe
morphologischer Verdnderungen. Die Endosporenbildung wird initiiert und die vegetativen,
stabchenformigen Zellen beginnen, Granulose als Energiequelle zu akkumulieren
(Zimmermann 2011). Die Zellen schwellen dabei zu einer charakteristischen zigarrenartigen Form
an und werden als ,,clostridial stage*-Zellen bezeichnet (Jones et al. 1982; Long et al. 1984).
Zeitgleich mit der Initiation der Sporulation setzt in der Solventogenese die Produktion der

Losungsmittel ein. Die zuvor gebildeten Sduren werden teilweise reassimiliert und in die
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Losungsmittel Aceton, Butanol und Ethanol (ABE) in einem Verhéltnis von 3:6:1 umgewandelt
(Mitchell 1998). Dies liasst den pH-Wert im externen Milieu wieder ansteigen (Alsaker und
Papoutsakis 2005) und verschafft den Zellen ausreichend Zeit, die eingeleitete Sporulation zu
beenden. Aus den ,,clostridial stage“-Zellen entwickeln sich Vorsporen, die dann anschlieBend zu
den fiir Clostridien typischen Sporen reifen (Long et al. 1984). Unter geeigneten Bedingungen sind
diese Sporen in der Lage auszukeimen und eine funktionstiichtige vegetative Zelle zu bilden
(Diirre 2014), wodurch der Wachstumszyklus erneut beginnt (Abbildung 2.4)

Durch die genaue physiologische Charakterisierung und eine Vielzahl von molekularbiologischen
und metabolischen Analysen zéhlt C. acetobutylicum zu den am besten untersuchten solventogenen
Clostridien. Nach Isolierung und Erstbeschreibung durch Chaim Weizmann zwischen 1912 und
1914, wurde der Typstamm C. acetobutylicum ATCC 824 im Jahr 1924 aus Gartenerde in
Connecticut isoliert (Weizmann 1915; Weyer und Rettger 1927). Die vollstindige Sequenzierung
des Genoms konnte 2001 durch Nolling et al. realisiert werden (Abbildung 2.5).
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Abbildung 2.5 - Schema ausgew:ihlter Stoffwechselwege von C. acetobutylicum (Nolling et al. 2001, mod.).

Die Stoffwechselwege sind wie folgt farblich kodiert: Katabolismus von Kohlenhydraten zu Pyruvat, grau;
unvollstdndiger TCA-Zyklus, rot; Garungsstoffwechsel, blau; Biosynthesewege, orange; Harnstoffzyklus, violett;
Chemotaxis, schwarz. Die Zahlen im Géarungsstoffwechsel entsprechen folgenden Enzymen: (1) Pyruvat-
Ferredoxin-Oxidoreduktase, Hydrogenase und Ferredoxin-NADP*-Oxidoreduktase; (2) Phosphotransacetylase;
(3) Acetatekinase; (4) Thiolase; (5) Betahydroxybutyryl-CoA-Dehydrogenase; (6) Crotonase; (7) Butyryl-CoA-
Dehydrogenase; (8) Phosphotransbutyrylase; (9) Butyratkinase; (10) Acetoacetyl-CoA:Acyl-CoA-Transferase;
(11) Butyraldehyd-Dehydrogenase; (12) Butanol-Dehydrogenase; (13) Acetoacetat-Decarboxylase; (14) Acet-
aldehyd-Dehydrogenase; (15) Ethanol-Dehydrogenase. Transporter (griin) sind nach Hauptkategorien gruppiert
und die jeweilige Anzahl in Klammern angegeben. Abkiirzungen: P, Phosphat; PTS, Phosphoenolpyruvat-
Transferasesystem; MCP, methylakzeptierendes Chemotaxis-Protein; TCA, Trikarbonsdure-Zyklus.
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Dies ermdglichte die Entwicklung molekularbiologischer Arbeitsmethoden und so die
weiterfilhrende Erforschung dieses Organismus, wodurch er den Status eines Modellorganismus
apathogener Clostridien erreichte (Bahl und Diirre 1993; Nolling et al. 2001). Das Chromosom von
C. acetobutylicum ist ca. 3,9 Bp grof3 und enthélt 3740 proteinkodierende ORFs. Zusétzlich besitzt
das Bakterium das 192 kBp groBBe Megaplasmid pSOL1, welches fiir weitere 178 Proteine kodiert,
darunter die zur Losungsmittelbildung bendtigten Enzyme (NoOlling et al. 2001). Verschiedene
genetische Systeme ermdglichten mittlerweile die Modifizierung von C. acetobutylicum und

filhrten zur Entwicklung von Stimmen mit verdnderten Eigenschaften (Xue et al. 2017).

2.3.2 ABE-Fermentation und Salzstress

Aufgrund der Fahigkeit zur ABE-Fermentation erlangte C. acetobutylicum schon sehr frith grof3e
biotechnologische Bedeutung. Im Ersten Weltkrieg lag der Fokus vor allem auf der bakteriellen
Acetonproduktion (Weizmann 1915). Aceton wurde fiir die Herstellung von Schie3pulver genutzt,
jedoch konnte der Ausgangsstoff fiir die chemische Acetonerzeugung aufgrund des Krieges nicht
importiert werden (Diirre 2008). Die bakterielle Fermentation eréffnete einen Weg, gro3e Mengen
dieses Losungsmittels zu synthetisieren und brachte England und der USA einen entscheidenden
Vorteil (Jones und Woods 1986; Diirre 2008). Das wéhrend der Fermentation synthetisierte Butanol
galt zu dieser Zeit noch als Nebenprodukt und wurde in gro3en Tanks gesammelt. In den 20er und
30er Jahren gab es jedoch im Zuge des Aufschwungs der Automobilindustrie vermehrten Bedarf an
Losungsmitteln zur Herstellung von Autolacken. Durch die Prohibition 1920 in den USA kam die
Versorgung mit Amylalkohol zur Herstellung von Amylacetat-basierten Lacken zum Erliegen,
sodass dringend eine Ersatzsubstanz benotigt wurde. Es zeigte sich, dass auch Butylacetat, welches
aus Butanol als Ausgangsstoff gewonnen wurde, bestens zur Lackherstellung geeignet war. So
rickte die biotechnologische Butanolherstellung in den Fokus, sodass die Griindung neuer
Produktionsstitten und die Optimierung der Fermentationsprozesse vorangetricben wurde
(Diirre 2008). Nach dem Zweiten Weltkrieg sorgte jedoch die Entwicklung kostengiinstiger Erdol-
basierter Verfahren zur Produktion von Aceton und Butanol fiir die Einstellung der ABE-
Fermentation in den Industrieliindern. Erst der Anstieg der Olpreise in den 1970er Jahren entfachte
erneut verstirktes Interesse an der biotechnologischen Losungsmittelproduktion. Vor allem, da
Butanol mittlerweile als universale Plattformchemikalie und Ausgangsstoff z. B. fiir die Herstellung
von Kleb-, Kunst- oder Aromastoffen, Dentalprodukten oder Weichmachern genutzt wird
(Diirre 2008; Wang et al. 2017).

Aktuell besteht aber auch zunehmendes Interesse an Butanol als Biokraftstoff. Ahnlich wie Ethanol
kann es mit fliissigen fossilen Brennstoffen gemischt werden, oder diese sogar vollstidndig ersetzen
(Lopez-Contreras et al. 2012). Dabei weist Butanol durch seine physikalisch-chemischen
Eigenschaften sogar eine Reihe von Vorteilen gegeniiber Ethanol auf. Neben einer hdheren
Energiedichte und niedrigerem Dampfdruck ist Butanol weniger korrosiv und kann in den aktuellen
Motoren ohne Umbauten eingesetzt werden (Diirre 2008; Lopez-Contreras ef al. 2012). Vor allem

in der aktuellen Klimaproblematik hat Biobutanol einen gro3en Stellenwert, da es fermentativ aus
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nachwachsenden Rohstoffen hergestellt werden kann und damit zur Senkung der
Treibhausgasemissionen und Erddlabhédngigkeit beitridgt. Je nachdem, welche Rohstoffe dabei fiir
die Fermentation eingesetzt werden, wird zwischen Biobutanol der ersten, zweiten und dritten

Generation unterschieden (Abbildung 2.6).

1. Generation 2. Generation 3. Generation
Starke-, zucker- oder Lignozellulosehaltige Algen und Mikroorganismen
olhaltige Pflanzen Pflanzen/-reste

b .
=y €3 ‘%"
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N2 N% N%
Verflussigung/Verzuckerung Vorbehandlung/Hydronse Extraktion
Lignin, ZeIIquse / \
Hemlzellulose
Geloste Lipide
Gel6ste Zucker Thermochemische Zucker
Aufspaltung
Synthesegas
Fermentation Umesterung

0 —

Biokraftstoff

Abbildung 2.6 - Umwandlung von nachwachsender Biomasse in Biokraftstoffe (Wang ez al. 2017; Gonzalez-
Gonzalez et al. 2018).

Die erste Generation umfasst dabei verschiedene landwirtschaftliche Rohstoffe, darunter
Olpflanzen wie Olpalmen, Soja und Raps sowie Zucker- und Stirkepflanzen wie Zuckerrohr und
Mais. Aufgrund schlechterer Energiebilanzen, hohem Wasserverbrauch und der Konkurrenz zur
Lebensmittelproduktion erwiesen sich diese Rohstoffe jedoch als nicht tragbar zur
Biokraftstoffherstellung. Als bessere Alternative erwiesen sich Rohstoffe der zweiten Generation,
die auch als ,,Non-Food“-Biomasse bezeichnet werden (Wang et al. 2017; Gonzélez-
Gonzalez et al. 2018; Abo et al. 2019). Dabei handelt es sich vor allem um zellulose- bzw.
lignozellulosehaltige Biomasse aus land- und forstwirtschaftlichen Abfillen. Obwohl Biomasse der
zweiten Generation heutzutage in grofem Umfang in der Ethanolproduktion eingesetzt wird,
besteht immer noch die Problematik hoher Kosten und schlechter Nachhaltigkeit (Diirre 2008;
Wang et al. 2017; Gonzalez-Gonzalez et al. 2018). Neuste Forschungen fokussieren sich auf
Biokraftstoffe der dritten Generation, bei der Mikroalgen-Biomasse zur Fermentation eingesetzt
wird. Algen haben gegeniiber den Rohstoften der ersten und zweiten Generation zahlreiche Vorziige.

Neben schnellen Wachstumsraten und hoher photosynthetischer Effizienz kann der Anbau von
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Algen, unabhingig von landwirtschaftlichen Fldchen und terrestrischen Ressourcen, im Meer- oder
Brackwasser erfolgen. Dariiber hinaus verbrauchen sie beim Wachstum grof8e Mengen des
Treibhausgases CO> und liefern so einen zusitzlichen Beitrag zur aktuellen Klimaproblematik
(Wang et al. 2017; Gonzalez-Gonzdlez et al. 2018). Doch unabhéngig von der Generation gibt es
hinsichtlich der Rohstoffe fiir die fermentative Biobutanolherstellung eine Herausforderung: die
Zuginglichkeit und Freisetzung der bakteriell nutzbaren Zucker. C. acetobutylicum und andere
16sungsmittelproduzierende  Stdamme sind nicht in der Lage, Zellulose abzubauen.
Dementsprechend miissen die Rohstoffe erst einer Vorbehandlung unterzogen werden, um die
clostridielle Fermentation zu ermdglichen (Ezeji und Blaschek 2008; Lopez-Contreras et al. 2012;
Mussatto 2016; Wang et al. 2017; Abo et al. 2019).

Fiir die Vorbehandlung der Biomasse wurden eine Vielzahl von Verfahren entwickelt, die in vier
Kategorien eingeteilt werden konnen: physikalisch, chemisch, physikalisch-chemisch und
biologisch. Einige Beispiele sind u.a. die mechanische Zerkleinerung, der Einsatz von
Dampfexplosionen oder chemischen Mitteln wie Sduren oder Laugen, sowie die biologische
Vorbehandlung mit Mikroorganismen oder Enzymen (Mussatto 2016). Am vielversprechendsten
scheint dabei vor allem der Einsatz von Alkali-Séure-Hydrolyseverfahren in Kombination mit
physikalischen Vorbehandlungen, aufgrund von erhohter Zelluloseaufspaltung bei minimalem
Kohlenhydratverlust (Mussatto 2016; Wang et al. 2017). Beim Einsatz dieser Verfahren und
insbesondere auch bei der Verwendung von marinen Mikroalgen, kann es jedoch zu erhdhten
Natriumkonzentrationen in der autbereiteten Biomasse kommen. Dies wiederum fiihrt zu Salzstress
bei der Fermentation, der C. acetobutylicum negativ beeinflusst (Gonzalez-Gonzalez et al. 2018).
Die hemmende Wirkung von Salzstress bei der ABE-Fermentation ist schon lange bekannt, die
zugrundeliegenden Mechanismen sind jedoch nur unzureichend erforscht (Maddox et al. 1995;
Qureshi et al. 2008). Bei C. acetobutylicum fihren bereits Salzkonzentrationen ab 500 mM zu einer
volligen Wachstumshemmung. Bei niedrigeren Konzentrationen erfolgt zwar Wachstum, die
Fermentation verschiebt sich jedoch von der Solventogenese zur Acidogenese (Maddox et al. 1995).
Neuste Studien konnten Einblicke in das Metabolom von C. acetobutyricum unter Natriumstress
geben (Zhao et al. 2016). Dabei zeigte sich, dass bereits 200 mM NaCl das Wachstum, die
Zuckeraufnahme, den zentralen Kohlenstoffmetabolismus sowie die Losungsmittelbildung
beeintrachtigen. Neben einer verldngerten lag-Phase sind in der Folge die Wachstumsrate und die
Biomassekonzentration signifikant verringert. Zhao et al. vermuten, dass der hohe Salzgehalt die
Zellhomoostase stort und C. acetobutylicum dementsprechend einen erheblichen Teil seiner
Ressourcen in Entgiftungs- und Anpassungsreaktionen investieren muss. Die Beobachtung der
verminderten Losungsmittelbildung wurde auch in dieser Arbeit bestitigt. So lieBen die
durchgehend hohen Acetat- und Butyratkonzentrationen nach FEintritt in die Solventogenese auf
eine verminderte Umwandlung der Sduren in Losungsmittel schlieBen. Interessanterweise zeigte
sich allerdings die biomasseabhidngige Produktivitidt der Losungsmittel, im Gegensatz zu deren
Endkonzentrationen, unabhéngig vom Salzstress (Zhao et al. 2016).

Die Untersuchung des Salzstressmetaboloms von C. acetobutylicum lieferte erste Erkenntnisse

hinsichtlich des Verhaltens dieses Bakteriums unter hohen Natriumkonzentrationen. Zur
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Aufdeckung der genauen Anpassungsmechanismen, vor allem hinsichtlich der genetischen
Regulation, genutzter Schliisselgene und Transporter, sowie akkumulierter Schutzsubstanzen,

bedarf es allerdings weiterer Untersuchungen.

2.4 Zielstellung

Kennzeichnend fiir die letzten Jahre ist die Besorgnis iiber die globale Erwidrmung,
Umweltverschmutzung und COz-Emmission. Dem gegeniiber steht allerdings ein ansteigender
Energieverbrauch, der auch 2018 immer noch zu 85 % mit fossilen Brennstoffen gedeckt wurde.
Obwohl die Forderungen nach einem beschleunigten Ausstieg aus der Nutzung fossiler
Energietrager von einem breiten Teil der Gesellschaft getragen wird, betrug die Energiegewinnung
aus erneuerbaren Ressourcen 2018 lediglich nur 4 % (BP p..c. 2019). Da vor allem im
Transportsektor ein groer Verbrauch an erddlbasierten Treibstoffen vorliegt, ist die Herstellung
von Biokraftstoffen aus nachwachsender Biomasse ein vielversprechender Weg, die Abhiangigkeit
vom Erd6l und die Umweltbelastung zu verringern. Besonders Butanol ist als fliissiger Biokraftstoff
bestens geeignet, da es direkt von bestehenden Fahrzeugen verwendet werden kann. Seine
speziellen Eigenschaften, wie z. B. hoherer Energiegehalt, geringe Schadstoffemissionen, sowie
sichere Lagerung und Handhabung dank des niedrigen Dampfdrucks, machen es dabei fiir den
Verkehrssektor besonders attraktiv (Diirre 2008; Lopez-Contreras et al. 2012).

Die mikrobielle Butanolherstellung mittels C. acetobutylicum ist ein schon lange untersuchtes und
im industriellen Mafstab erfolgreich eingesetztes Verfahren (Diirre 2008; Lopez-
Contreras et al. 2012; Wang et al. 2017). Dank seines sequenzierten Genoms sind die an der
Losungsmittelbildung beteiligten Gene und Enzyme bekannt (N6lling et al. 2001) und konnten
bereits mittels molekularbiologischer Techniken optimiert werden (Xue et al. 2017). Dieses so
genannte metabolic engineering verfolgt das Ziel, C. acetobutylicum hinsichtlich der
Butanolproduktion, Substratnutzung und Losungsmittelresistenz zu verbessern. Darin besteht
immer noch die wichtigste Voraussetzung, um die fermentative Biobutanolherstellung aus
nachwachsenden Rohstoffen im Vergleich zu fossilen Kraftstoffen wirtschaftlich konkurrenzféhig
zu machen (Diirre 2008). In Bezug auf die Substratnutzung miissen die bisher eingesetzten in der
Regel kostenintensiven Rohstoffe durch billigere Substrate ersetzt werden, deren Anbau aulerdem
nicht mit der Lebensmittelindustrie konkurriert. Lignozellulosehaltige Biomasse aus
landwirtschaftlichen Abfillen oder die Nutzung von Algenbiomasse haben sich dabei als attraktives
Ausgangsmaterial fiir die Biobutanolproduktion erwiesen (Diirre 2008; Lopez-Contreras et al. 2012;
Gonzalez-Gonzalez et al. 2018; Abo et al. 2019). Der vorangehende Aufschluss der Lignozellulose
mit NaOH, sowie die Anzucht von Algen im Meerwasser resultieren jedoch in nicht zu
vernachldssigenden  Salzgehalten in diesen Subtraten (Mussatto 2016; Gonzalez-
Gonzalez et al. 2018). Dies verhindert den praktischen Nutzen dieser zukunftsweisenden Ansétze,
da Salzstress hemmend auf die Losungsmittelbildung und damit negativ auf die Butanolausbeute
wirkt (Maddox et al. 1995; Qureshi et al. 2008; Zhao et al. 2016).
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Interessanterweise ist bisher die Salzstressregulation von C. acetobutylicum kaum untersucht und
eine genaue Aufschliisselung der potentiell beteiligten Anpassungsreaktionen steht noch aus. Hier
soll diese Arbeit ansetzen und einen Beitrag zur Grundlagenforschung leisten. Die Identifizierung
von potentieller Schutzsubstanzen, sowie die Aufdeckung mdglicher Schliisselgene und
Synthesewege der Salzstressantwort von C. acetobutylicum standen dabei im Fokus. Die
gewonnenen Erkenntnisse sollten im weiteren Verlauf genutzt werden, um die Butanolproduktion

von C. acetobutylicum unter Salzstress zu verbessern.
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3 Material und Methoden

3.1 Organismen, Plasmide und Oligonukleotide

Alle verwendeten Organismen, Plasmide und Oligonukleotide sind in Tabelle 3 - Tabelle 6 im

Anhang aufgelistet.

3.2 Nihrmedien

Zur Sterilisierung wurden hitzestabile Losungen und Ndhrmedien im Anschluss an die Herstellung
bei 121 °C fiir 20 min autoklaviert (Tischautoklav Systek DB-45, Tuttnauer Europe B.V.),
wohingegen hitzelabile Losungen mittels Einwegfilter (Porengréfie 0,2 um; Sarstedt) sterilfiltriert

wurden.

3.2.1 Nihrmedium fiir B. subtilis

Fiir die Kultivierung von B. subtilis fand Spizizen Minimal Medium (SMM) mit Spurenelementen
Anwendung (Harwood und Cutting 1990). Zuséatzlich wurde als Kohlenstoffquelle 0,5 % Glukose
(w/v) nach dem Autoklavieren direkt vor dem Beimpfen des Mediums aus einer sterilen

Stammlosung (50 % [w/v]) zugegeben.

5x SMM
(NH4)st4 10 g
K>HPO4 70 g
KH,PO4 30 g
NasCitrat x 2H,O 15 g
MgSO,4 x 7TH,0 11 g
A. dest. ad 1000 ml

100x Spurenelemente
CaCl, 0,55 g
FeCls x 6H,0 1,35 g
MnCl, x 4H,0 0,10 ¢
ZnCl, 0,17 g
CuCl; x 6H20 0,05 g
CoCl; x 6H,0O 0,06 g
Na2M004 X 2H20 0,06 g

A. dest. ad 1000 ml
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3.2.2 Nihrmedium fiir E. coli

Die Kultivierung von E. coli erfolgte entweder in LB-Fliissigmedium oder auf LB-Agarplatten bei

37 °C. Medienzusitze wurden bei Bedarf zugegeben (3.2.4).

LB-Medium (Luria-Bertani-Medium, Sambrook und Russell 2001)

Trypton 10 g
Hefeextrakt 5 g
NaCl 10 g
A. dest. ad 1000 ml

Zur Herstellung von festem Nahrmedium wurde 1,5 % [w/v] Agar-Agar hinzugegeben.
Der pH-Wert lag ohne Einstellung zwischen 7 und 7,5.

3.2.3 Nihrmedien fiir C. acetobutylicum

Die Anzucht von C. acetobutylicum erfolgte je nach Experiment entweder in fliissigen oder auf
festen anaeroben Medien. Fiir die Herstellung der Fliissigmedien wurden die benotigten Substanzen
in destilliertem Wasser gelost und wenn notig, der pH-Wert eingestellt. Um den gelosten Sauerstoff
zu entfernen, wurde das Medium in der Mikrowelle bis zum Farbumschlag des Redoxindikators
Resazurin (0,1 % [w/v]) aufgekocht. Wéhrend des Abkiihlens wurde das Medium mit Stickstoff
begast um ein erneutes Eindiffundieren von Sauerstoff zu verhindern (Breznak und Costilow 1994).
AnschlieBend konnten die Kulturgefa3e luftdicht verschlossen und fiir 20 min bei 121 °C und 1 bar

im Autoklav sterilisiert werden.

CGM (clostridial growth medium, Wiesenborn et al. 1988, mod.)

Glukose x H,O (50 % [w/v])* 50 ml
Hefeextrakt 5 g
Asparagin 2 g
(NH4)2S04 2 g
NaCl 1 g
K;HPO, 0,75 ¢
KH,PO4 0,75 ¢
MgS04 x 7 H,O 0,71 g
MnSO4 x HO 10 mg
FeSO4x 7 H,O 10 mg
Resazurin (0,1 % [w/v]) 1 ml
A. dest. ad 1000 ml

* Zugabe nach dem Autoklavieren direkt vor dem Beimpfen aus einer sterilen, anaeroben Stammldsung

(50 % [w/v]).
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MS-MES Medium (medium synthetique, Monot et al. 1982, mod.)

Glukose x H,O 60 g
K>HPO, 0,55 g
KH,PO4 0,55 ¢
MgSO4 x 7 H,0 022 g
FeSO4 x 7 H,0 11 mg
Eisessig (konz.) 2,3 ml
MES** 21,3 g
p-Aminobenzoesdure (0,8 g/1)* 10 ml
Biotin (0,08 g/1)* 1 ml
Resazurin (0,1 % [w/v]) 1 ml
A. dest. ad 1000 ml

* Zugabe aus einer sterilfiltierten Stammldsung (100x) vor dem Autoklavieren.
** Vor Zugabe des Puffers MES wurde der pH-Wert mit NH4OH auf 6,6 eingestellt.

RCA-Medium (reinforced clostridial agar)*

Glukose x H,O 5 g
Hefeextrakt g
Trypton 10 g
NaCl 5 g
Fleischextrakt 10 g
Nas-Acetat x HO 3 g
Cystein-HCI 0,5

Starke 1 g
Agar-Agar 15 g
A. dest. ad 1000 ml

* Das RCA-Medium wurde als Komplettmedium von der Firma Oxoid (Wesel) bezogen.

Der pH-Wert lag ohne weitere Einstellung bei 6,8.

Vor Verwendung der Nahrmedien erfolgte bei Bedarf die Zugabe weiterer Medienzusitze (3.2.4).

3.2.4 Medienzusitze

Wie bereits erwidhnt mussten den Ndahrmedien gegebenenfalls die hier aufgefiihrten Medienzusétze
beigefligt werden. Antibiotika wurden in Aliquots bei -20 °C bis zur Verwendung gelagert, wobei
die Zugabe steril nach Autoklavieren und Abkiihlung der Medien auf unter 50 °C erfolgte
(Tabelle 8, Anhang). Von den als kompatible Solute genutzten Aminosduren und Zuckern fanden
anaerobe Stammlosungen mit einer Konzentration von 100 mM Anwendung. Dafiir mussten die
Losungen zunédchst in sterile anaerobe Hungates sterilfiltriert und erneut mit Stickstoff durchgast
werden. Die Lagerung erfolgte im Anschluss bei 4 °C. Fiir Untersuchungen unter hochosmolaren
Bedingungen wurde das Medium mit der gewiinschten Konzentration NaCl versetzt. Dies konnte
entweder durch Einwaage der bendtigten NaCl-Menge vor dem Autoklavieren, oder durch Zugabe

direkt vor dem Beimpfen aus einer sterilen aneroben Stammldsung (4 M) realisiert werden.
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Titan (II)-NTA-Lésung

Nitrilotriessigsdure 573 g

NaOH (5§ M)* 20 ml
TiCl3-Losung (15 % ,8 w/v]) 6,4 ml
NaxCOs3 (2 M)* 10 ml
A. dest. ad 75 ml

*Diese Komponenten wurden vor ihrer Verwendung mittels N>-Durchgasung anaerobisiert.

Die Herstellung von Titan-(II1)-NTA ist in der Dissertation Schulz (2013) erldutert. Zur Reduktion
von Restsauerstoff erfolgt die Zugabe von 1-3 Tropfen des niedervalenten Titans zu 10 ml CGM
bzw. MS-MES Medium (3.2.3).

3.3 Zellanzucht

3.3.1 Aerobe Zellanzucht von B. subtilis und E. coli

Die Anzucht von B. subtilis erfolgte unter aecroben Bedingungen in SMM-Flissigkulturen (3.2.1)
unter Schiitteln (180 Upm) im Brutschrank bei 37 °C unter Verwendung entsprechender
Medienzusitze (3.2.4). Vorkulturen wurden im 5-ml-MalBstab iiber Nacht kultiviert und im
Anschluss zur Inokulation von 150-ml-Hauptkulturen in Schikanekolben genutzt.

Die Anzucht von E. coli erfolgte unter acroben Bedingungen in LB-Fliissigkulturen unter Schiitteln
(180 Upm) bzw. auf LB-Festmedien (3.2.2) im Brutschrank bei 37 °C unter Verwendung

entsprechender Medienzusétze (3.2.4).

3.3.2 Anaerobe Zellanzucht von C. acetobutylicum

3.3.2.1 Anzucht in statischer Kultur (Batch-Kultur)

Batch-Kulturen von C. acetobutylicum erfolgten anaerob unter N»-Atmosphédre bei 37 °C in
Hungate-Rohrchen (Ochs) oder Miiller&Krempel-Serumflaschen (Miiller & Krempel AG). Batch-
Kulturen (10 ml) wurden mit 0,1 Vol. einer MS-MES Sporensuspension bzw. mit 1 ml einer CGM-
Glycerin- Stammkultur (3.4) inokuliert. Im Falle von Sporensuspensionen schloss sich eine
Induktion der Sporenkeimung durch Pasteurisierung (80 °C, 10 min) an. Vorkulturen dienten in der
Regel der Beimpfung von Batch-Hauptkulturen in Miiller&Krempel-Serumflaschen
unterschiedlicher Volumina (50-200 ml). Diese durften aufgrund der Gasentwicklung und des zu
erwartenden Druckanstiegs nur zu maximal 60 % des Fassungsvermdgens befiillt werden. Die
Anzucht von Vorkulturen erfolgte in Komplexmedium (CGM; 3.2.3). Wachstumsversuche wurden
stets in 200 ml MS-MES (3.2.3) durchgefiihrt. Im Falle eines Medienwechsels war eine weitere
Vorkultur in MS-MES Medium notwendig. Hierflir wurden 0,1 Vol. einer CGM-Vorkultur in 10 ml
MS-MES-Vorkulturen iiberimpft. Die Hauptkultur wurde in der Regel mit einer optischen Dichte
(ODe0o, 3.5.1) von 0,1 inokuliert. Bei Bedarf wurden den Medien entsprechende Zusitze direkt vor
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der Inokulation zugefiigt (3.2.4). Untersuchungen des Wachstums erfolgten durch regelméafige
Messungen der ODeoo, des pH-Wertes und der gebildeten Géarungsprodukte (3.5).

3.3.2.2 Anzucht auf Festmedium

Anzuchten von C. acetobutylicum auf Néhragarplatten (RCA, 3.2.3) erfolgten in einer Anaeroben-
Werkbank (MACS-MG 1000, Meintrup DWS Laborgerite GmbH) unter N>-Atmosphére bei 37 °C.
Die Agarplatten mussten zur Anaerobisierung mindestens 24 h vor ihrer Verwendung eingeschleust
werden. Die Gasatmosphire in der Anaeroben-Werkbank bestand aus 95 % N> und 5 % H» zur

Reduktion von eingetragenem Luftsauerstoff.

3.4 Stammbhaltung und Reinheitskontrolle

Die Stammbhaltung von C. acetobutylicum ATCC 824 konnte als Sporensuspension in MS-MES
Medium erfolgen (3.2.3). Dafiir wurden die Kulturen bis zur Sporulation der Zellen (ca. 5 Tage)
bei 37 °C unter anaeroben Bedingungen kultiviert und anschlieend bei -20 °C gelagert. Fiir eine
langerfristige Lagerung der Sporensuspension wurden Stammkulturen angelegt, die bei -70 °C
aufbewahrt wurden. Die Konservierung von Insertionsmutanten erfolgte durch die Zugabe von 0,5
ml anaerober CGM-Glycerin-Losung (Glycerin 60 % [v/v], CGM-Medium 40 % [v/v]) zu 1 ml
logarithmisch wachsenden Zellen in 1,5-ml-Schraubdeckelrohrchen. Nach griindlichem
Durchmischen folgte eine 30-miniitige anaerobe Inkubation bevor die Zellen bei -70 °C gelagert
wurden. Zur Stammhaltung von E. coli-Stimmen wurde 1 ml einer exponentiell wachsenden
Zellsuspension mit 0,5 ml LB-Glycerin-Losung (Glycerin 60 % [v/v], LB-Medium 40 % [v/v]) in
1,5-ml-Schraubdeckelrohrchen gegeben, anschlieBend griindlich durchmischt und bei -70 °C
gelagert. Eine Vitalitatskontrolle der Stammkulturen erfolgte durch regelméBiges Ausplattieren auf
Festmedium oder der Anzucht in Fliissigmedium. Die Reinheit der Stammkulturen wurde durch die
mikroskopische Uberpriifung auf eine einheitliche Zellmorphologie und durch regelmiBige

Reinheitsausstriche gewéhrleistet.

3.5 Bestimmung physiologischer Parameter

3.5.1 Optische Dichte

Die optischen Dichte (ODgoo) diente als Wachstumsparameter fiir Fliissigkulturen und wurde in
einem Spektralphotometer gegen einen Medienleerwert entweder in Plastikkiivetten mit 1 cm
Schichtdicke (Ultrospec 3000, GE Healthcare GmbH) oder direkt in Hugates (Nanocolor® VIS,
Macherey-Nagel GmbH & Co. KG) gemessen. Bei Extinktionen {iber 0,3 erfolgten entsprechende

Verdiinnungen der Zellsuspension mit PBS.
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PBS (phosphate buffered saline)-Puffer (pH 7,4)

NaCl 8 g
KCl 02 g
Na;HPO4 144 g
KH>PO4 0,24 g
A. dest. ad 1000 ml

Der Puffer wurde auf einen pH-Wert von 7,4 mit konzentrierter HCI eingestellt.

3.5.2 Berechnung von Wachstumsrate und Verdopplungszeit

Die Wachstumsrate () ist ein MaB fir die Geschwindigkeit des Zellwachstums einer
Bakterienkultur in der exponentiellen Wachstumsphase (Formel 1). Uber die Wachstumsrate kann
weiterhin die Verdopplungszeit td bestimmt werden (Formel 2), welche das Zeitintervall der

Zellmasseverdopplung pro Stunde angibt (Madigan et al. 2019)

Inx, — lnx,
IJ_ = e—
(t2 — 1)

Formel 1: Berechnung der spezifischen Wachstumsrate (p). x1/x2, ODgoo gemessen zu zwei Zeitpunkten t1/t2

wihrend des exponentiellen Wachstums.

Formel 2: Berechnung der Verdopplungszeit (td). p, spezifische Wachstumsrate.

3.5.3 Messung des externen pH-Wertes

Der pH-Wert konnte wihrend der Batch-Kulturen extern mit einem pH-Meter (WTW pH 526,
WTW GmbH, Weilheim) {iberwacht und nach Sedimentation (13000 Upm, 4 °C, 5 min) in einem
zellfreien Uberstand gemessen werden.

3.5.4 Optisch-enzymatische Glukosebestimmung

Der Glukoseverbrauch wihrend des Wachstums von C. acefobutylicum konnte ein optisch-
enzymatisch bestimmt werden. Dabei wird D-Glukose in einer ersten Reaktion durch eine
Hexokinase (EC 2.7.1.1) unter ATP-Verbrauch zu Glukose-6-Phosphat und ADP umgewandelt.
AnschlieBend erfolgt die Umwandlung von Glukose-6-Phosphat unter NADP*-Verbrauch durch die
Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase (EC 1.1.1.49) zu 6-Phospho-D-Glukonat und NADPH+H".
Die gebildete Menge an NADPH ist dabei proportional zur umgesetzten Glukosemenge und kann
photometrisch mittels der Extinktionsédnderung bei einer Wellenldnge von 340 nm gegen einen
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Leerwert bestimmt werden (Ultrospec 3000, GE Healthcare GmbH). Die Berechnung der

Glukosekonzentration erfolgt anschlieBend mit folgender Formel.

AE XV X MW grukose
exdxv

CGlukose = X VF [g/l]

Formel 3: Berechnung der Glukosekonzentration. c, Konzentration; AE, Extinktionsdnderung;
V, Gesamtvolumen des Ansatzes (ml); MW, Molekulargewicht (180,16 g/mol); €, Extinktionskoeffizient von
NADPH bei 340 nm (6,3 1 x mmol' x cm™); d, Schichtdicke der Kiivette (1 cm); v, Probenvolumen;
VF, Verdiinnungsfaktor.

Um den Glukoseverbrauch wiahrend des Wachstums einer MS-MES Batch-Kultur (3.3.2.1) zu
beobachten, wurden in den verschiedenen Wachstumsphasen 2-ml Proben entnommen und
sedimentiert (5 min, 13000 Upm, 4 °C). Der Uberstand konnte entweder direkt fiir die Messung
eingesetzt oder bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert werden. In der Regel wurden die
Proben fiir die Messung 1:100 mit 4. dest. verdiinnt. Die Bestimmung der Glukosekonzentration
erfolgte  im  Doppelansatz, wobei  dafiir folgender  Reaktionsansatz in  eine
Halbmikroliterplastikkiivette gegeben wurde:

0,2 M Tris-HC1 + 2 mM MgSOs (pH 7,6) 900 ul
NADP" (44 mg/ml) 10 pl
ATP (96 mg/ml) 10 pl
Probe (zellfreier Uberstand) 10 pl

Nach dem Mischen des Ansatzes wurde die Extinktion des Leerwertes (E1) bei 340 nm gemessen.
Durch Zugabe von 10 ul Enzymgemisch (Hexokinase/Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase,
3 mg/ml, Roche) konnte die zuvor beschriebene Reaktion eingeleitet werden. Der Reaktionsansatz
wurde erneut gemischt und fiir 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Es folgte die Bestimmung der
Extinktion E2 bei 340 nm. Fir die Ermittlung der Glukosekonzentration wurde die
Extinktionsdanderung (AE) mittels Differenz zwischen E1 und E2 bestimmt und die Glukosemenge

fiir jede Probe mit Formel 3 berechnet.

3.5.5 Gaschromatografie

3.5.5.1 Probenvorbereitung und Quantifizierung

Die Quantifizierung der gebildeten Gérungsprodukte von C. acetobutylicum erfolgte
gaschromatographisch. Dafiir wurden 2 ml der zu analysierenden Zellsuspension bei 13000 Upm
und 4 °C fiir 10 min zentrifugiert, um einen zellfreien Uberstand zu erhalten. Dieser wurde in ein
steriles Eppendorfreaktionsgefdl} iiberfiihrt und bis zur Verwendung bei -20 °C gelagert. Fiir die
Bestimmung der Géirungsprodukte wurden 100 pl des zellfreien Uberstandes, 900 pl destilliertes
Wasser und 100 pl interner Standard (IS; 55 mM Isobutanol in 2 M HCI und 0,5 M Acetoin) in ein
Rollrandgefd3 gegeben. Nachdem das Gefdll mit einer Bordelkappe gasdicht verschlossen wurde,
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konnten 0,5 ul der Probe {iber einen automatisierten Probengeber zur Analyse in das System
injiziert werden. Die Quantifizierung der Garungsprodukte erfolgte {iber ein Eichchromatogramm.
Dieses konnte mit Hilfe einer Eichlosung erstellt werden, welche jeweils 5 mM der zu
analysierenden Produkte und den internen Standard Isobutanol enthielt. Uber das Programm
EZChrom Elite (Agilent Tehnologies) erfolgte sowohl die Steuerung des Gaschromatographen und

des Probengebers als auch die Auswertung der Signale.

3.5.5.2 Analysebedingungen

Die Analyse und Quantifizierung der Gérungsprodukte Acetat, Butyrat, Aceton, Butanol und
Ethanol erfolgte mit einem Agilent 7890A Gaschromatographen (Agilent Technologies) unter
Verwendung eines Flammenionisationsdetektors (FID). Als Tragergas diente N>, welches {iber
einen Feuchtigkeits- sowie einen Sauerstofffilter von Wasser, Sauerstoff, sowie schwefligen und
chlorierten Substanzresten gereinigt wurde. Als FID-Brenngase dienten synthetische Luft und
Wasserstoff, welche zur Entfernung organischer Substanzen zuvor iiber einen Aktivkohlefilter
gefiihrt wurden. Fiir die Analyse von Alkoholen und Carbonsduren fand eine mit Porapak P (80-
100 mesh) gepackte Sdule Anwendung. Die Analysebedingungen fiir die Detektion der fliissigen
Gérungsprodukte sind nachfolgend dargestellt.

Chromatografiesdule: INNOSteel-GC-Séule (2 m x 1/8“AD x 2 mm, Porapak P 80/100 mesh)
Saulentemperatur: 155-197 °C; 9 °C/min

Trégergas: N> (30 ml/min)

Injektortemperatur: 195 °C

Detektor: FID; 230 °C

3.6 Analyse von kompatiblen Soluten

3.6.1 Vorbereitung der Proben

Um die Akkumulation von potentiellen Schutzsubstanzen gegen Salzstress zu untersuchen, erfolgte
zunédchst das Wachstum in 50-150 ml Minimalmedium mit definierten NaCl-Konzentrationen. Als
Kontrolle dienten dabei Batch-Kulturen ohne NaCl-Zugabe. Sobald die Kulturen eine ODgsgo von
ca. 1 erreichten, bzw. nach 14 h Wachstum, wurden 50-ml-Proben entnommen und fiir 5 min bei
5000 Upm und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet zweimal
mit Waschpuffer gewaschen. Bei salzgestressten Proben enthielt der Waschpuffer die
entsprechende Konzentration NaCl, die salzfreie Kontrolle wurde mit Puffer ohne NaCl gewaschen.
Die Lagerung der Zellpellets erfolgte bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C. Vor der Analyse der
kompatiblen Solute mussten die Pellets lyophilisiert (Gefriertrockner VaCol, Zirbus technology
GmbH) und ihr Trockengewicht bestimmt werden (Analysewaage XA205, Mettler-Toledo GmbH).
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Waschpuffer
EDTA (0,5 M, pH 8,0) 200 ml
Tris-HCL (1M, pH 8,0) 50 ml
NaCl* 0-500 mM
A. dest. ad 1000 ml

*Die eingesetzte NaCl-Menge war abhingig von der genutzten
NaCl-Konzentration im Wachstumsmedium.

3.6.2 Zellaufschluss von C. acetobutylicum mittels FastPrep®

Fiir den Aufschluss von C. acetobutylicum mittels FastPrep® wurden lyophilisierte Zellen (3.6.1) in
2-ml-Schraubdeckelrdhrchen iiberfiihrt. Nach Zugabe von 600 pl geeigneter Aufschlusslosung
(3.6.3,3.6.4) und 400 mg Glasperlen (0,1-0,11 mm, Sartorius) konnten die Zellen mittels FastPrep®
(FP120 Cell Disrupter, Thermo Savant) bei einer Geschwindigkeit von 6,0 m/s mit jeweils 6 Zyklen
fiir 30 s aufgeschlossen werden. Zwischen den Zyklen erfolgte eine Inkubation auf Eis fiir 1 min.
Die lysierten Zellen wurden anschlieend bei 13000 Upm und 4 °C fiir 1 min zentrifugiert. Der
Uberstand konnte vom Glasbrei abgenommen und in ein Eppendorfgefif3 iiberfiihrt werden. Der
Glasbrei wurde anschlieBend mit 400 pl Aufschlusslosung gewaschen. Nach erneuter
Zentrifugation konnte der Uberstand wie zuvor abgenommen und mit dem ersten Uberstand vereint

werden.

3.6.3 Prolin-Assay

Um den Prolin-Gehalt von Zellen zu bestimmen, fand ein von Abraham et al. (2010) optimiertes
kolorimetrisches Assay auf Ninhydrinbasis Anwendung. Bei einem sauren pH-Wert bildet
Ninhydrin mit Prolin ein rotes Chromophor, welches fiir die photometrische
Konzentrationsbestimmung verwendet werden kann. Die vorbereiteten Proben (3.6.1) wurden in
Sulfosalicylsdure (3 % [w/v]) mittels FastPrep® aufgeschlossen (3.6.2). In 2-ml-Eppendorfgefil3e
wurde ein Reaktionsgemisch aus 100 pl Sulfosalicylsdure (3 %), 200 ul Eisessig, 200 pl saurem
Ninhydrin sowie 100 pl Uberstand (3.6.2) gegeben und gut vermischt. Die ReaktionsgefiBe
mussten dann mit einem Deckelverschluss gesichert und bei 96 °C fiir 60 min inkubiert werden.
AnschlieBend erfolgte die Abkiihlung der Gefile auf Eis, um die Reaktion zu beenden. Die
nachfolgenden Arbeiten wurden unter einem Abzug durchgefiihrt. Um den gebildeten Farbstoftf zu
extrahieren erfolgte die Zugabe von 1 ml Toluol. Die Proben wurden mittels Vortexmischers fiir
20 s griindlich durchmischt und im Anschluss 5 min bei Raumtemperatur inkubiert, um die
Trennung der organischen und der Wasserphase zu ermoglichen. Das im Toluol enthaltene
Chromophor wurde in Quarzkiivetten tiberfiihrt und die Absorption bei 520 nm gegen Toluol als
Referenz gemessen (Ultrospec 3000, GE Healthcare GmbH). Die Prolin-Konzentration konnte mit
Hilfe einer zuvor erstellten Kalibrierungskurve bestimmt und auf Trockengewichtsbasis (3.6.1)
berechnet werden. Dafiir wurden Standardkonzentrationen von Prolin wie zuvor beschrieben

behandelt und die Absorption bestimmt.
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Sulfosalicylsidure (3 %)
5-Sulfosalicylsdure 3 g
A. dest. ad 100 ml

Saures Ninhydrin

Ninhydrin 1,25 g
Eisessig 30 ml
Orthophosphorsiure (6 M) 20 mL

Durch Vortexen und sanfte Erwdrmung 16sen. Lagerung lichtgeschiitzt bei 4 °C fiir bis zu einer Woche.

3.6.4 Glycin Betain-Bestimmung

Um den Glycin Betain (GB)-Gehalt der Zellen erfassen zu konnen, fand die von
Valadez-Bustos et al. (2016) modifizierte Periodid-Methode zur Bestimmung quaterndrer
Ammoniumverbindungen (Grieve und Grattan 1983) Anwendung. Dabei wird GB als
Periodidkomplex bei niedrigem pH-Wert ausgefdllt und kann dann spektrophotometrisch, unter
Nutzung einer Kalibrierungsgeraden, bestimmt werden. Die vorbereiteten Proben (3.6.1) wurden in
H>SO4 (2 N) mittels FastPrep® aufgeschlossen (3.6.2) und im Anschluss bei 60 °C fiir 10 min
inkubiert, um die quartiren Ammoniumverbindungen zu extrahieren. Es folgte das Zentrifugieren
bei 13000 Upm fiir 10 min bei Raumtemperatur. In einem 1,5-ml-Eppendorfgefdl wurden nun
vorsichtig 125 pl vom zellfreien Uberstand mit 50 ul Iod-Kaliumiodid-Lésung gemischt. Zur
Bildung der GB-Kristalle wurden die Gefafle im Dunkeln bei 0 bis 4 °C fiir 16 h inkubiert. Die
anschlieenden Arbeitsschritte erfolgten ebenfalls im Dunkeln. Die gebildeten GB-Kristalle wurden
mittels Zentrifugation bei 13000 Upm fiir 30 min bei 0 °C sedimentiert und der Uberstand sorgfiltig
mit einer Pipette abgesaugt. Die sedimentierten Kristalle konnten anschlieBend in 1,4 ml
1,2-Dichlorehan aufgenommen und durch Schiitteln fiir 48 h bei 150 Upm und Raumtemperatur
gelost werden. Die Absorption konnte in Quarzkiivetten bei 290 nm mit einem Spektralphotometer
(Ultrospec 3000, GE Healthcare GmbH) abgelesen werden. Die Konzentration von GB konnte auch
hier mittels einer zuvor erstellten Kalibrierungskurve bestimmt und auf Trockengewichtsbasis
(3.6.1) berechnet werden. Dafiir wurden Standardkonzentrationen von GB wie zuvor beschrieben

behandelt und die Absorption bestimmt.

Iod-Kaliumiodid-Lo6sung
Jod 15,7 g
Kaliumiodid 20 g
A. dest. ad 100 ml
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3.6.5 HPLC-Analysen

Zur Bestimmung des Aminosédure-Pools der Zellen erfolgte die Analyse mittels High Performance
Liquid Chromatography (HPLC, Shimadzu). Die vorbereiteten Proben (3.6.1) wurden in Ethanol
(80 % [v/v], reinst) mittels FastPrep® aufgeschlossen (3.6.2) und im Anschluss bei 65 °C fiir 2 h
inkubiert, um die freien Aminoséduren zu extrahieren. Der Uberstand wurde im Anschluss durch
Lyophilisierung getrocknet und in 1 ml NaHPO4 (8 mM, pH 6,8) mit 0,4 % Tetrahydrofuran gelost.
Einzelne Aminosduren wurden nach Derivatisierung mit o-Phthaldialdehyd unter Verwendung einer
Hypersil 120 ODS-Séule (4,6x150 mm, KNAUER) mittels HPLC (CLASS-VP5, Shimadzu)
bestimmt. Detaillierte Analysebedingungen sind der Arbeit von Mdke (2014) zu entnehmen.

3.7 Arbeiten mit Nukleinsiduren

3.7.1 Vorbehandlung von Geriten und Losungen

Alle hitzestabilen Materialien und Losungen wurden vor dem Arbeiten fiir 20 min bei 121 °C
autoklaviert, um eventuell vorhandene Nukleasen zu inaktivieren. Hitzelabile Losungen hingegen
wurden durch einen Einwegfilter (PorengroBBe 0,2 um; Schleicher&Schuell) sterilfiltriert. Nicht
autoklavierbare Gerdte wurden mit 96 %igem [v/v] Ethanol behandelt oder abgeflammt. Die

Desinfektion von Arbeitsflichen und hitzelabilen Gebrauchsgegenstinden erfolgte mit Ethanol
(70 % [v/V]).

3.7.2 Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli

Die Gewinnung von Plasmid-DNA aus E. coli Zellen erfolgte zum einen mittels alkalischer Lyse
nach Birnboim und Doly (1979), wobei das Standardprotokoll der Dissertation von Schulz (2013)
zu entnehmen ist. Zum anderen wurde das ,,NucleoSpin Plasmid EasyPure Kit*“ (Macherey-Nagel
GmbH & Co. KQG), sowie das ,,Plasmid PLUS DNA Purification Mini Prep Kit“ (Genaxxon
BioScience GmbH) nach Angaben des Herstellers eingesetzt.

3.7.3 Isolierung chromosomaler DNA aus C. acetobutylicum

Die Gewinnung chromosomaler DNA aus C. acetobutylicum erfolgte aus 50 ml CGM-Kulturen
(3.2.3), die zuvor mit 0,1 Vol. einer Vorkultur (3.3.2.1) inokuliert und bei 37 °C inkubiert wurden.
Bei einer ODgoo der Kultur von 1 wurden die Zellen durch Zentrifugation (5 min, 5000 Upm, 4 °C)
sedimentiert. Das Zellpellet wurde anschlieend mit 1,5 ml Waschpuffer gewaschen und in ein
2 ml-Reaktionsgefal} iberfiihrt. Die Lagerung des Zellsediments erfolgte bei -20 °C. Die Isolierung
der DNA wurde nach einer modifizierten Methode von Bertram (1989) durchgefiihrt und ist
detailliert in der Dissertation von Schulz (2013) beschrieben. AnschlieBend erfolgte eine
Qualitétspriifung der isolierten chromosomalen DNA mittels Agarosegelelektrophorese (3.7.7.1).
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3.74 RNA-Seq

Zur Probengewinnung fiir die RNA-Sequenzierung wurde 0,1 Vol. einer MS-MES Vorkultur
(3.3.2.1) in 50 ml MS-MES-Medium (3.2.3) inokuliert und bei 37 °C inkubiert. Bei einer ODgoo der
Kultur von ca. 1,5 wurden 750 pl durch Zentrifugation (5 min, 5000 Upm, 4 °C) sedimentiert. Der
Uberstand wurde verworfen, die Pellets sofort in fliissigem Stickstoff schockgefroren und
bei -70 °C gelagert. Die weiterfilhrenden Arbeiten wurden durch das Goéttingen Genomics
Laboratoy durchgefiihrt. Fiir die RNA-Isolierung wurde das ,,RNeasy Mini Kit“ (Qiagen) genutzt,
aber statt des RW1- wurde RWT-Puffer (Qiagen) verwendet, um auch RNAs kleiner 200 nt zu
isolieren. Zur Bestimmung der RNA-Integrititszahl (RIN) wurde die isolierte RNA mit einem
Agilent Bioanalyzer 2100 unter Verwendung des ,,Agilent RNA 6000 Nano Kit*“ (Agilent
Technologies) nach Herstellerangaben analysiert. Verbleibende genomische DNA konnte durch den
Verdau mit TURBO DNase (Invitrogen, ThermoFischer Scientific) entfernt werden. Das ,,Ribo-
Zero™ Magnetic Kit“ (Epicentre Biotechnologies) wurde verwendet, um die Anzahl der rRNA-
abgeleiteten Sequenzen zu reduzieren. Fiir die Sequenzierung wurden strangspezifische cDNA-
Bibliotheken mit dem ,,NEBNext Ultra II directional RNA library preparation Kit for Illumina“
(New England BioLabs) erstellt. Zur Qualitits- und Groenbestimmung der Bibliotheken wurden
Proben mittels Agilent Bioanalyzer 2100 und einem ,,Agilent High Sensitivity DNA Kit“, wie vom
Hersteller (Agilent Technologies) empfohlen, untersucht. Die Konzentrationsbestimmung der
Bibliotheken erfolgte mittels ,,Qubit® dsDNA HS Assay Kit* gemiB Herstellerangaben (Life
Technologies GmbH). Die Sequenzierung erfolgte mittels HiSeq4000 (Illumina Inc.), dem ,,HiSeq
3000/4000 SR Cluster Kit“ zur Clustergenerierung und dem ,,HiSeq 3000/4000 SBS Kit*“ (50
Zyklen) zur Sequenzierung im Single-End-Modus (1 x 50 Zyklen). Fiir die Qualitatsfilterung und
das Entfernen der restlichen Adaptersequenzen wurden Trimmomatic-0.32 (Bolger ef al. 2014) und
ein Cutoff phred-33 Score von 15 verwendet. Die Zuordnung der restlichen Sequenzen erfolgte mit
dem Programm Bowtie (V2, Langmead und Salzberg 2012 im implementierten End-to-End-Modus,
der eine Ausrichtung des gesamten Reads von einem Ende zum anderen erfordert. Zuerst wurden
gepaarte Endlesungen gegen eine Datenbank abgebildet, die aus tRNA- und rRNA-Sequenzen von
C. acetobutylicum besteht. Nicht ausgerichtete Lesungen wurden anschlieend gegen das Genom
von C. acetobutylicum abgebildet. Differentielle Expressionsanalysen erfolgten mit dem BaySeq-
Programm (Mortazavi et al. 2008). Gene mit log2-facher Expressionsdnderung von > 2,0 oder
<-2,0, einem Wahrscheinlichkeitswert von > 0,9 und einem angepassten p-Wert von < 0,05 wurden
als differentiell exprimiert angesehen. Der p-Wert wurde dabei durch die Falscherkennungsrate
(false discovery rate, FDR) auf der Grundlage des Benjamini-Hochberg-Verfahrens korrigiert. Die
RNA-Seq-Daten wurden an die SRA-Datenbank iibermittelt.
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3.7.5 PCR-Techniken

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) wurde zur Erzeugung von DNA-Fragmenten genutzt. Diese
konnten fiir weitere Klonierungsschritte (3.7.6) oder zur Verifikation positiver Klone verwendet
werden. Die Amplifikation fand in Thermocyclern mit Deckelbeheizung (PCR-Cycler, Biometra)
statt. Standard-PCR-Analysen wurden mit der Pwo DNA-Polymerase (2,5 U/ul, Genaxxon
biosciene GmbH) durchgefiihrt.

3.7.5.1 Primerdesign

Zur Amplifizierung von DNA-Fragmenten wurden spezifisch an die entsprechenden Zielsequenzen
angepasste Oligonukleotide (Tabelle 6, Anhang) abgeleitet. Um eine spétere Klonierung der PCR-
Fragmente in entsprechende Vektoren (Tabelle 4, Anhang) zu ermdglichen, wurden am 5°- bzw.
3’-Ende der eigentlichen Primersequenz Restriktionsschnittstellen eingefiigt. Zusitzlich erfolgte
die Einfiihrung von sechs Adenin-Nukleotiden am 5’-Ende, wodurch eine Zusammenlagerung der
Primer verhindert werden sollte. Oligonukleotid-Paare wurden so konstruiert, dass sich die
Schmelztemperaturen nicht mehr als 3 °C unterscheiden. Die Berechnungen der
Schmelztemperaturen erfolgten durch OligoCalc (Kibbe 2007) unter
http://biotools.nubic.northwestern.edu/OligoCalc.html .

3.7.5.2 Standard-PCR

Der Reaktionsansatz fiir eine Standard-PCR setzte sich wie folgt zusammen:

Template DNA 10-100 ng
10x Pwo-Puffer (complete) 5 ul
dNTPs (je 10 mM) 1 ul
Primer forward (10 uM) 2 ul
Primer reverse (10 pM) 2 ul
Pwo-Polymerase 1 ul
A. dest. ad 50 ul

Fiir die PCR-Reaktion wurde folgendes Programm genutzt:

Denaturierung 94 °C 2 min Ix
Denaturierung 94 °C 30 s

Anlagerung T, (Primer) — 3 °C 30 s j 30 Zyklen
Elongation 72 °C 1 min/kBp

Elongation 72 °C 5  min Ix

Lagerung 4 °C oo unendlich
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3.75.3 Colony-PCR

Diese PCR wurde zur Verifikation von positiven C. acetobutylicum-Klonen unter Verwendung der
Terra™ Polymerase (1,25 U/, Takara Bio Europe SAS) verwendet. Dafiir wurden entsprechende
Einzelkolonien mit einer sterilen Impfose von RCA-Platten entnommen und in 25 pl sterilem
A. dest. suspendiert, bei 99 °C fiir 10 min aufgekocht und die Zelltriimmer sedimentiert
(13000 Upm, 1 min, 4 °C). AnschlieBend konnte 1 pl des zellfreien Uberstands fiir einen 25 pl PCR-
Reaktionsansatz eingesetzt werden. Dabei erfolgte die Zusammensetzung des Reaktionsansatzes,
sowie die Programmierung des Thermocyclers nach Herstellerangaben (Terra™ PCR Direct
Polymerase Mix, Takara Bio Europe SAS).

3.7.5.4 Splicing by overlap extension-PCR (SOE-PCR)

Fiir eine zielgerichtete Mutation von C. acetobutylicum ATCC 824 fand das ClosTron® Gene
Knockout System Anwendung (Heap et al. 2007; Heap et al. 2010). Hintergrund ist die
Inaktivierung entsprechender Zielgene mittels Insertionsmutagenese unter Verwendung eines
mobilen Gruppe-II-Introns. Das mobile Gruppe-II-Intron muss dabei spezifisch mittels SOE-PCR
(Ho et al. 1989) an das entsprechende Zielgen angepasst werden. Dafiir erfolgte die Generierung
von spezifischen Oligonukleotidsequenzen durch die ClosTron®-Homepage (Heap et al. 2010). Als
Basis diente dabei die Sequenz des zu mutierenden Genes. Im Zuge dieser SOE-PCR mussten drei
an das Zielgen angepasste Primer (IBS, EBS-1d, EBS-2) und ein unverdnderter Primer (EBS
Universal) gemeinsam in einem Reaktionsansatz zu einem ,,Four Primer Mix* vereint werden
(Tabelle 6, Anhang). IBS- und EBS-1d-Primer wurden im Uberschuss eingesetzt, um eine verstirkte
Bildung des an die Zielsequenz angepassten Introns (350 Bp) zu fordern (Abb. 4.2).

wFour Primer Mix*
IBS (100 uM) 2 ul
EBS-1d (100 M) 2 ul
EBS-2 (20 uM) 2 ul
EBSuniversal (20 uM) 2 ul
A. dest. ad 20 ul

Der PCR-Reaktionsansatz setzte sich nach folgendem Schema zusammen:

Intron-DNA 1 ul
dNTPs (je 10 mM) 1 ul
Four Primer Mix” 2 pl
10x Pwo-Puffer complete 5 ul
Pwo-Polymerase 1 ul

A. dest. ad 50 ul
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Fiir die SOE-PCR wurde das folgende Programm genutzt:

Denaturierung 94 °C 30 s I x
Denaturierung 94 °C 15 s

Annealing 55 °C 30 s j 30 Zyklen
Elongation 72 °C 30 s

Elongation 72 °C 2 min 1x

Lagerung 4 °C oo unendlich

AnschlieBend wurden alle Ansétze mittels Gelelektrophorese (3.7.7.1) aufgetrennt und durch eine
Gel-Extraktion (3.7.7.2) aufgereinigt.

3.7.6 Enzymatische Modifikationen von DNA

3.7.6.1 Hydrolyse von DNA mit Restriktionsenzymen

Mit Hilfe von Restriktionsendonukleasen (Tabelle 7) war eine sequenzspezifische Hydrolyse von
Nukleinsduren und Erzeugung von linearen DNA-Fragmenten mit definierten Enden moglich.
Diese wurden zum einen fiir die Agarosegelelektrophorese (3.7.7.1) und zum anderen fiir
Ligationsreaktionen (3.7.6.3) eingesetzt. Die Verwendung der empfohlenen Puffer und
Inkubationszeiten erfolgte nach Herstellerangaben (Thermo Scientific). Das Mindestvolumen des
Restriktionsansatzes flir den Verdau von 1 pg DNA betrug 10 pl.

3.7.6.2 Dephosphorylierung von Vektor-DNA

Um die Selbstligation der verwendeten Vektoren (Tabelle 4) wihrend der Ligationsschritte zu
unterbinden, musste nach dem Restriktionsverdau eine Dephosphorylierung des 5’-Endes mittels
der FastAP™ Thermosensitive Alkaline Phosphatase (Thermo Scientific) erfolgen. Linearisierte
Vektor-DNA wurde dabei mit 2 U FastAP™ und 1x FastAP™-Puffer versetzt und fiir 20 min bei
37 °C inkubiert. Im Anschluss fand eine Aufreinigung statt (3.7.7.2), um das eingesetzte Enzym

und die Puffer wieder zu entfernen.

3.7.6.3 Ligation von DNA-Fragmenten

Die Ligation von DNA-Fragmenten erfolgte unter Verwendung von T4-DNA-Ligase (1 U/ul,
Thermo Scientific) in einem 20 pl-Standardvolumen mit 1x T4-Ligase-Puffer bei 22 °C fiir 1 h oder
bei 16 °C iiber Nacht. Im Ligationsansatz wurden Vektor und Insert in einem molaren Verhéltnis
von 1:3 eingesetzt, um eine effiziente Reaktion zu gewdhrleisten. Im Anschluss konnten der
Ligationsansatz direkt fiir eine Transformation in CaCly,- kompetente E. coli-Zellen (3.8.1)

verwendet werden.
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3.7.6.4  In vivo Methylierung von Plasmid-DNA

Vor der Transformation von Plasmid-DNA in C. acetobutylicum ist die spezifische Methylierung
der eingesetzten Plasmide notwendig, da diese sonst als Fremd-DNA erkannt und abgebaut werden.
Hierfiir wurden die entsprechenden Plasmide in E. coli ER2275 pAN-II transformiert (3.8.2). Die
auf dem Plasmid pAN-II kodierte Methyltransferase ®3TI (B. subtilis Phage) erzeugt das gleiche
DNA-Methylierungsmuster wie in C. acetobutylicum (Mermelstein et al. 1992). Die Plasmide
wurden erneut isoliert (3.7.2), auf Methylierung mittels Restriktionsverdau mit SatI kontrolliert

(3.7.6.1) und anschliefend fiir die Transformation in C. acetobutylicum (3.8.3) eingesetzt.

3.7.7 Agarose-Gelelektrophorese

3.7.7.1  Standard-Gelelektrophorese

Mit Hilfe der horizontalen Agarose-Gelelektrophorese (Sambrook und Russell 2001) in
Agarosegel-Mini-Kammern (Whatman Biometra) konnte die analytische und préparative
Auftrennung von DNA erfolgen. Je nach GroBe der zu analysierenden DNA-Fragmente variierte
die eingesetzte Agarosekonzentration in 1x TAE-Puffer zwischen 0,8-1,5 % (w/v). Zur
Visualisierung der Lauffront und um ein moglichst vollstindiges Einsinken der Proben in die
Geltaschen zu gewihrleisten, wurden diese vor dem Auftragen mit 0,2 Vol. 6x Loading Dye
versetzt. Zusitzlich wurden Langenstandards (Thermo Scientific) aufgetragen, um eine GroB3en-
bzw. Konzentrationsabschitzung der DNA vornehmen zu konnen. Die Auftrennung der DNA-
Fragmente erfolgte bei einer konstanten Spannung von 90 V (Power Pack P 25) fiir 30-60 min unter
Verwendung von 1x TAE als Laufpuffer. Fiir die Agarosegelelektrophorese von RNA wurden die
Elektrophoreseutensilien gesondert gereinigt (3.7.1) und es wurde mit steriler Agarose und sterilem
Laufpuffer gearbeitet.

Zur Visualisierung der DNA-Fragmente erfolgte entweder die Inkubation des Gels im
Ethidiumbromidbad (1pg/ml A. dest.) fiir 15-30 min mit anschlieBender Wasserung fiir 2 min oder
die Anwendung des Farbstoffes GelRed (Genaxxon BioScience GmbH) direkt im Loading Dye.
Die DNA-Fragmente konnten nachfolgend bei einer Wellenlinge von 312 nm mittels einer
Photodokumentationsanlage (DarkHood DH-50, Biostep GmbH) sichtbar gemacht und

dokumentiert werden.

50x TAE (Sambrook und Russell 2001)

Tris 242 g
Eisessig 57,1 ml
EDTA (0,5 M, pH 8,0) 100 ml

A .dest. ad 1000 ml
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6x Loading Dye
Bromphenolblau 125 mg
Xylencyanol 125 mg
Glycerin (86 % [v/v]) 17,44 ml
EDTA (0,5 M, pH 8,0) 5 ml
A. dest. ad 10 ml

Die Losung wurde aliquotiert und bei -20 °C gelagert

3.7.7.2 DNA-Extraktion aus Agarosegelen und Aufreinigung von Nukleinsiauren

Die Isolierung von DNA-Fragmenten (PCR-Produkte) aus Agarosegelen sowie die Aufreinigung
(PCR-Produkte, Vektor-DNA) erfolgte unter Verwendung des ,,Gel extraction Mini Prep Kit* bzw.
des ,,Plasmid PLUS DNA Purification Mini Prep Kit*“ (Genaxxon BioScience GmbH). Fiir die
Isolierung wurde die gewiinschte DNA-Bande nach gelelektrophoretischer Auftrennung (3.7.7.1)
unter UV-Licht mit einem Skalpell ausgeschnitten und geméf3 den Herstellerangeben. Es folgte die
Qualitdtsiiberpriifung der DNA in einem 0,8 %igen Agarosegel (3.7.7.1).

3.8 Erzeugung rekombinanter Mikroorganismen

3.8.1 CaCl;-vermittelte Transformation in E. coli

Fiir CaCly-vermittelte Transformationen von Vektor-DNA in E. coli Zellen (Tabelle 3, Anhang)
wurden 50 ul kompetente Zellen auf Eis aufgetaut und mit 20 pl Ligationsansatz (3.7.6.3) versetzt.
Es folgte eine Inkubation fiir 30 min auf Eis mit anschlieBendem Hitzeschock fiir 90 s bei 42 °C.
Nach erneuter Inkubation auf Eis flir 2 min schloss sich die Regeneration der Zellen durch Zugabe
von 900 ul LB-Medium (3.2.2) und Inkubation bei 37 °C und 180 Upm fiir 1 h an. Dann wurden
50 -200 pl der Zellen zur Selektion auf LB-Festmedium mit entsprechenden Zusdtzen (3.2.2,
Tabelle 8, Anhang) ausplattiert und iiber Nacht bei 37 °C inkubiert. Zur Uberpriifung des
Transformationsvorganges wurden rekombinante Einzelkolonien in 5 ml LB-Medium mit
jeweiligem Selektionszusatz inokuliert und anschliefend mittels Plasmidminipréparation (3.7.2)

iiberpriift.

3.8.2 Transformation von E. coli mittels Elektroporation

Die Elektroporation von E. coli zur Aufnahme von Vektor-DNA (Dower et al. 1988) erfolgte unter
Verwendung eines GenePulserlI™ (Bio-Rad Laboratories, Miinchen). Daflir wurden 40 pl
elektrokompetente Zellen auf Eis aufgetaut und anschlieBend zusammen mit 2,5 pl Vektor-DNA in
bei -20 °C vorgekiihlte Elektroporationskiivetten (0,2 cm Elektrodenabstand) gegeben. Die
Elektroporation fand bei 25 puF, 200 Q und 2,5 kV statt, wobei Zeitkonstanten von 4,5-5,2 ms
erreicht werden sollten. Im Anschluss konnte die Regeneration der Zellen durch Zugabe von 500 pl
LB-Medium (3.2.2) und einer Inkubation fiir 1 h bei 37 °C und 180 Upm erreicht werden.
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Nachfolgend wurden 20-100 pl der Zellen auf Selektionsfestmedium (3.2.2, Tabelle 8, Anhang)
ausplattiert und tiber Nacht bei 37 °C inkubiert. Eine erfolgreiche Transformation konnte durch
Inokulation von Einzelkolonien in 5 ml LB-Medium mit jeweiligem Selektionszusatz und

anschlieender Plasmidisolation (3.7.2) bestétigt werden.

3.8.3 DNA-Transfer in C. acetobutylicum

Die Transformation mittels Elektroporation von C. acetobutylicum erfolgte nach Mermelstein et al.
(1992) mit Hilfe eines GenePulserlI™ (Bio-Rad). Die genutzten kompetenten C. acetobutylicum-
Zellen waren stets frisch angezogen. Dafiir wurden 50 ml CGM-Medium (3.2.3) mit einer CGM-
Vorkultur inokuliert und bis zu einer ODgoo von ca. 1 bei 37 °C inkubiert. Im Anschluss wurde auf
Eis und unter anaeroben Bedingungen gearbeitet. Die Durchfiihrung erfolgte, bis auf die
Zentrifugation, in einer Anaeroben-Werkbank (MACS-MG 1000, Meintrup DWS Laborgeréte
GmbH). Fiir die Zentrifugation (Sorvall RC 6C Plus, Kendro Laboratory Products GmbH) kamen
anaerobe SS34-Zentrifugenrohrchen zum Einsatz. Die genauen Arbeitsschritte und verwendeten

Puffer sind der Dissertation von Schulz (2013) zu entnehmen.

3.8.4 ClosTron® Insertionsmutagenese

Mit Hilfe des ClosTron® Systems (Heap et al. 2007; Heap et al. 2010) konnte eine gezielte
Inaktivierung von Genen in Clostridium mittels Insertionsmutagenese erfolgen. Zuvor wurde ein
Algorithmus (http://clostron.com/clostron2.php, Perutka et al. 2004) angewendet, um den
bestmoglichen Insertionsort im Zielgen und entsprechende Oligonukleotide fiir die
Insertionsmutagenese abzuleiten (Tabelle 6, Anhang). Das mobile Gruppe-II-Intron musste
anschlieend durch eine SOE-PCR (3.7.5.4) an das Zielgen angepasst und das resultierende 350-
Bp-Insert durch Hydrolyse mit Hindlll und Bsp14071 (Tabelle 7, Anhang) in den Vektor
pMTLO007C-E2 (Tabelle 4, Abbildung 7.7, Anhang) kloniert werden. Nach der Methylierung des
Konstruktes in E. coli ER2275 (3.7.6.4) konnte die Transformation in C. acetobutylicum erfolgen
(3.8.3). Erfolgreiche Transformanten wurden auf RCA-Medium (3.2.3) mit Thiamphenicol
(Tabelle 8, Anhang) selektiert. Davon wurde eine resistente Kolonie in 500 ul CGM-Medium
(3.2.3) fiir 4 h inkubiert. Wéhrend dieser Wachstumsphase fand die Integration des Introns in das
Genom von C. acetobutylicum und die Ausbildung einer Erythromycin-Resistenz statt. Im
Anschluss erfolgte die Selektion auf RCA-Medium mit Erythromycin (3.2.3, Tabelle 8, Anhang).
Fiir den Nachweis der korrekten Integration in das Zielgen wurden die resistenten Klone mittels
Colony-PCR (3.7.5.3) und im Southern Blot unter Verwendung einer Gen-spezifischen und
ermRAM-spezifischen Sonde verifiziert (3.9.2).
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3.9 Ubertragung von DNA auf Membranen (Southern Blo?)

3.9.1 Southern Blot

Der von Southern (1975) entwickelte Kapillarblot ermdglichte die Ubertragung elektrophoretisch
aufgetrennter DNA-Fragmente auf Nylonmembranen, um durch Hybridisierung mit markierten
Sonden spezifisch Gensequenzen nachweisen zu konnen. Dazu erfolgte nach entsprechender
Hydrolyse der DNA (Tabelle 7) die Auftrennung in einem Agarosegel (1 %, 3.7.7.1). Das Gel wurde
anschlieffend fiir 10 min in 0,25 N HCI gewaschen, um Einzelstrangbriiche zu erzeugen und den
Transfer zu erleichtern. Danach folgten eine Denaturierung und Neutralisierung fiir jeweils 30 min
in entsprechenden Puffern (s. u.). Wéhrenddessen wurden Nylonmembran und Whatman-Papier
(Schleicher & Schuell) auf die Gelgrof3e zugeschnitten. Vor dem Aufbau des Blots mussten sowohl
das Gel, als auch die Nylonmembran in 2x SSC-Puffer fiir 5 min dquilibriert werden. Es wurden 4
Lagen Whatman-Papier in 2x SSC-Puffer angefeuchtet und auf einen Stapel Filterpapier (ca. 10 cm
Hohe) aufgeschichtet. Danach wurden luftblasenfrei die Nylonmembran und das Agarosegel
platziert und der Aufbau mit einer Glasscheibe und einem Gewicht (500 g) stabilisiert. Der Transfer
der DNA auf die Membran erfolgte in ca. 15-20 h. AnschlieBend wurde die DNA auf der Membran
durch beidseitiges cross-linking fir 3 min bei 254 nm (DarkHood DH-50, Biostep GmbH) kovalent
fixiert.

Denaturierungspuffer
NaOH 3506 g
NaCl 87,66 g
A. dest. ad 1000 ml

Neutralisierungspuffer

NaCl 16 g
Tris 60,55 g
A. dest. ad 1000 ml

Der pH von 7,5 wurde vor dem Autoklavieren mit konzentrierter HCI eingestellt.

20x SSC-Puffer

NaCl 175 g
Naz-Citrat x H,O 88,2 g
A. dest. ad 1000 ml

Der pH-Wert von 7,0 wurde mit konzentrierter HCI eingestellt.

3.9.2 Hybridisierung der Membran

Die Nylonmembran (3.9.1) musste zuerst in einem Hybridisierungsrohrchen (Ochs) mit 20 ml
Hybridisierungslosung in einem entsprechenden Ofen (Biometra) bei 42 °C vorbehandelt werden,

um unspezifische Bindestellen zu blockieren. Die fiir die Detektion verwendeten Digoxigenin
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(DIG)-markierten DNA-Sonden wurden mit dem ,,DIG-DNA Labeling Kit“ (Roche) nach
Herstellerangaben generiert. AnschlieBend wurde die DIG-markierte DNA-Sonde in 5 ml
Hybridisierungslosung gelost und fiir 10 min bei 100 °C denaturiert. Die Vorhybridisierungslosung
wurde verworfen, die noch heile Sonde auf die Membran gegeben und fiir 16-24 h bei 42 °C im
Hybridisierungsofen bei gleichmifBiger Rotation inkubiert. AnschlieBend wurde die Membran
zweimal mit 2x SSC-SDS-Puffer fiir jeweils 15 min gewaschen und konnte fiir die Detektion (3.9.3)
eingesetzt werden.

Hybridisierungspuffer

20x SSC-Puffer 12,5 ml
Formamid 25 ml
SDS (10 % [w/v]) 100 ul
Blocking-Reagenz 1 g

Laurylsarkosin (0,1 % [w/v]) 250 ul
A. dest. ad 50 ml

2x SSC-SDS-Puffer

20x SSC-Puffer 100 ml
SDS (10 % [w/v]) 10 ml
A. dest. ad 1000 ml

3.9.3 Detektion Digoxigenin-markierter DNA

Die Detektion DIG-markierter DNA (3.9.2) erfolgte mit einem Anti-Digoxigenin-AP-Konjugat
(Roche). Dabei setzt die Antikorper-gekoppelte alkalische Phosphatase (AP) chromogene Substrate
wie NBT (Nitro-Blau-Tetrazolium-Chlorid) und BCIP (5-Bromo-4-Chloro-3-Indolylphosphat) um,
was zu einem tiefblauen Farbumschlag fiihrt und dem Nachweis der DNA dient. Die Membran
wurde hierflir I min mit Puffer 1 gewaschen und anschlieBend 1-2 h in Puffer 2 bei RT inkubiert.
Nach erneutem Waschen mit Puffer 1 fiir 5 min erfolgte die Inkubation mit 20 ml Antikdrper-
Konjugat-Losung fiir 30 min bei RT. Es schloss sich das zweimalige Waschen mit Puffer 1 fiir
jeweils 15 min und die Aquilibrierung der Membran mit Puffer 3 fiir 2 min an. Der optische
Nachweis fand im Dunkeln mit 5 ml Farbelosung statt, bis eine ausreichende Farbung der Banden
erzielt wurde. Die Reaktion konnte durch das Waschen mit A. dest. gestoppt werden.

Puffer 1
Tris-HCI (1 M, pH 8,0) 100 ml
NaCl 8,76 g
A. dest. ad 1000 ml

Der pH-Wert wurde mit konzentrierter HCI auf 7,5 eingestellt.



Material und Methoden 36

Puffer 2
Puffer 1 mit 0,5 % (w/v) Blocking-Reagenz (Roche)

Antikorper-Konjugat-Losung

Puffer 1 20 ml

Anti-DIG-AP-Konjugat 4 ul
Puffer 3

Tris-HCI (1 M, pH 8,0) 100 ml

NaCl 584 g

MgCl; x 6 H,O 10,17 g

A. dest. ad 1000 ml

Der pH-Wert wurde mit konzentrierter HCI auf 9,5 eingestellt.

Farbelosung
Puffer 35 ml
NBT/BCIP-Losung 40 ul

3.10 Statistische Auswertung

Jedes Experiment wurde in mindestens zweifach biologisch unabhéngigen Replikaten durchgefiihrt
und die Daten als Mittelwerte (MW) mit Standardabweichung (SD) berechnet. Die p-Werte wurden
durch Dunnett's multiple comparisons test bzw. Holm-Sidak's multiple t-test bestimmt. Ein p-Wert
geringer als 0,05 wurde dabei als signifikant betrachtet. Die Datenanalyse wurde mit GraphPad
Prism 6 (GraphPad Software, San Diego, USA) durchgefiihrt. Aus Ubersichtlichkeitsgriinden
wurde in einigen Diagrammen auf die Darstellung der Fehlerbalken verzichtet. Die entsprechenden
Werte (MW, SD) sind in Abbildung 7.2 -Abbildung 7.6 im Anhang zu finden.

3.11 Bezugsquellen

Soweit nicht anders angegeben, wurden die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien von den
Firmen AppliChem (Darmstadt), Carl Roth & Co. (Karlsruhe), Diagonal (Miinster), Sigma-Aldrich
Chemie (Taufkirchen), Fluka/Riedel-de Haén (iiber Sigma-Aldrich), Merck KG Feinchemikalien
und Laborbedarf Deutschland (Darmstadt) und Serva Elektrophoresis (Heidelberg) bezogen. In der
Regel hatten diese die Reinheitsgrade ,,reinst™ oder ,,zur Analyse®. Gase wurden von der Westfalen
AG (Miinster) geliefert. Die Bezugsquellen fliir Chemikalien (Tabelle 9) und Materialien
(Tabelle 10) sind detalliert im Anhang zu finden.
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4 Ergebnisse

4.1 Wachstum von C. acetobutylicum unter Salzstress

Um einen ersten Einblick in das Verhalten von C. acetobutylicum unter Salzstress zu erhalten,
wurden Wachstumsversuche bei unterschiedlichen NaCl-Konzentrationen durchgefiihrt (3.3.2.1).
Dabei sollten neben der optischen Dichte und dem pH-Wert auch die Bildung der
Fermentationsprodukte, sowie die Glukoseassimilation verfolgt werden, um eine Aussage iiber die
Produktivitdt der Zellen treffen zu konnen. In Abbildung 4.1 sind die Entwicklung der optischen
Dichte und des pH-Wertes bei verschiedenen Salzkonzentrationen iiber einen Zeitraum von 130 h

dargestellt.
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Abbildung 4.1 - Einfluss von NaCl auf das Wachstum von C. acetobutylicum.

(A) Optische Dichte bei 600 nm, (B) pH-Wert und Wachtumsraten bei verschiedenen NaCl-Konzentrationen
vergleichend zur ungestressten Kontrolle (schwarz). 200 ml MS-MES, 130 h, 37 °C, n > 3, Dunnett's multiple
comparison (****p<0,0001; aus Ubersichtlichkeitsgriinden wurde bei A und B auf die Darstellung der
Fehlerbalken verzichtet).

In Minimalmedium ohne NaCl-Zusatz trat C. acetobutylicum nach ca. 7 h aus der lag-Phase in die
Phase des exponentiellen Wachstums ein. Diese war gekennzeichnet durch eine rasche Zunahme
der optischen Dichte bei einer Wachstumsrate von 0,17 h™'. Nach etwa 23 h stagnierte das
Wachstum bei einer OD von etwa 3,33 und der Wildtyp ging in die stationdre Phase iiber. Die

maximale optische Dichte mit 6,1 wurde allerding erst nach 67 h erreicht. Ein &@hnlicher
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Wachstumsverlauf war auch bei der Zugabe von 100 mM NaCl zum Wachstumsmedium zu
erkennen. Die Wachstumsrate fiel mit 0,144 h' etwas geringer aus, im Vergleich zum salzfreien
Medium. Nach 23 h bei einer OD von 3,89 setze die stationire Phase ein und die maximale optische
Dichte von 5,62 wurde erst nach 86 h erreicht. Erste Verdnderungen im Wachstumsverhalten
zeigten sich bei der Zugabe von 200 mM NaCl zum Medium. Hinsichtlich lag- und exponentieller
Wachstumsphase gab es kaum Unterschiede zu den bereits beschriebenen Kultivierungen und die
Wachstumsrate von 146 h™' dhnelte der von 100 mM NaCl. Die stationire Phase der 200 mM-Kultur
begann ebenfalls nach ca. 23 h bei einer OD von 3,72. Dabei war der Wachstumsverlauf jedoch
durch einen Riickgang auf eine OD von 1,72 zwischen 23 h und 81 h gekennzeichnet. Im Anschluss
stieg die OD wieder an und erreichte erst am Ende des Wachstumsversuches bei 130 h eine
maximale OD von 4,21. Der negative Einfluss von Salz auf das Wachstum von C. acetobutylicum
wurde bei der Zugabe von 300 mM NaCl deutlich und duB8erte sich durch eine auffillig verminderte
Wachstumsrate von 0,09 h™'. Nach 19 h und bei einer OD von 1,6 trat die stationdre Phase ein,
wobei die maximale OD von 3,29 ebenfalls erst am Ende des Versuches nach 130 h erreicht wurde.
Mit zunehmender Salzkonzentration im Medium wurden auch die wachstumsinhibierenden Effekte
groBBer. Bei 400 mM NaCl betrug die Wachstumsgeschwindigkeit wéhrend der exponentiellen
Phase noch 0,04h!. Nach etwa 17h und einer OD von 0,407 scheint die
Wachstumsgeschwindigkeit abzunehmen und die Kultur in ein lineares Wachstum {iberzugehen,
sodass am Ende nach 130 h die OD bei 1,36 lag. Das Wachstum bei 500 mM NaCl duB3erte sich
ebenfalls durch eine sehr langsame und lineare Zunahme der OD, sodass die finale OD nach 130 h
Wachstum bei 0,391 lag.

Neben der optischen Dichte konnte auch der extrazelluldre pH-Wert der Kulturen einen Aufschluss
iiber das Wachstumsverhalten geben (Abbildung 4.1, B). Der typische pH-Verlauf beim Wildtyp
ohne NaCl startete bei einem Ausganswert von 5,2, welcher mit dem Eintritt in die exponentielle
Wachstumsphase aufgrund der Sédurebildung bis auf einen Minimalwert von 4,7 nach ca. 33 h
abnahm. Mit dem Ubergang in die stationire Wachstumsphase setzte der fiir C. acetobutylicum
charakteristische ,,Losungsmittelshift ein. Dieser zeichnete sich durch die Reassimilierung der
Sduren und deren nachfolgende Umwandlung in pH-neutrale Losungsmittel aus. Dadurch kommt
es zu einem erneuten Ansteigen des pH-Wertes auf bis zu 4,8. Auch unter leichtem Salzstress (100-
200 mM NacCl) fiel der pH-Wert wéhrend der exponentiellen Wachstumsphase, wobei er bei 100
mM NaCl im Wachstumsmedium einen Minimalwert von 4,6 und bei 200 mM NaCl sogar 4,5
erreichte. Wihrend der stationdren Phase stieg jedoch auch dort der pH-Wert wieder an und
erreichte bei 100 mM NaCl Werte wie unter salzfreiem Wachstum. Bei 200 mM NaCl war dies
auch der Fall, allerdings konnte dort erst gegen Ende des Wachstumsversuches wieder ein pH-Wert
von ca. 4,7 erreicht werden. Wurde das Wachstumsmedium mit 300 mM NacCl versetzt, so dhnelte
der pH-Wertverlauf dem ohne Salzstress. Jedoch zeigte sich zum Zeitpunkt der Transitionsphase
ein gleichbleibend niedriger Wert um ca. 4,7, der auch wihrend der stationdren Phase auf diesem
Level stagnierte und sich bis zum Ende des Versuches nicht mehr verdnderte. Unter 400 mM und

500 mM Salzstress war iiber den gesamten Wachstumsverlauf ein kontinuierliches Absinken des
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pH-Wertes zu beobachten. Bei 400 mM NaCl sank dieser starker ab und erreichte nach 130 h einen
Wert von 4,5, wohingegen bei 500 mM NaCl der pH-Wert nach 130 h ca. 4,8 betrug.
Der Verlauf des pH-Wertes iiber die verschiedenen Wachstumsphasen ist wie bereits erwihnt auf
die Bildung der Gérungsprodukte von C. acetobutylicum zuriickzufiihren. Diese konnten mittels
Gaschromatographie (3.5.5) analysiert werden und sind in Abbildung 4.2 dargestellt.
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Abbildung 4.2 - Einfluss von NaCl auf die Bildung der Fermentationsprodukte von C. acefobutylicum.

(A) Acetat, (B) Butyrat, (C) Aceton, (D) Butanol, (E) Ethanol sowie (F) Finales Produktspektrum nach 130 h
Wachstum bei verschiedenen NaCl-Konzentrationen im Vergleich zur ungestressten Kontrolle (schwarz), 200 ml
MS-MES, 120 h, 37 °C, n=4, Dunnett's multiple comparison (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001;
#xx% 1y < (0,0001; aus Ubersichtlichkeitsgriinden wurde in A-E auf die Darstellung der Fehlerbalken verzichtet).

Wihrend des exponentiellen Wachstums bildete C. acetobutylicum typischerweise die Sauren
Acetat und Butyrat, die dann wéhrend der stationdren Phase reassimiliert und zu den
Losungsmitteln Aceton, Butanol und Ethanol umgewandelt wurden. Es zeigte sich, dass mit
zunehmender Salzkonzentration im Medium die Konzentration der Séuren zunahm. Wéhrend im
salzfreien Wachstumsversuch die Acetatkonzentration von ca. 51 mM auf 21 mM nach 130 h sank,
so waren bei 300 mM NaCl noch 40 mM Acetat am Ende des Wachstumsversuches im Medium zu
detektieren. Bei 400 mM bzw. 500 mM NaCl blieb die Acetatkonzentration wahrend des gesamten
Wachstumsverlaufes auf einer Héhe von ca. 51 mM bzw. 58 mM. Bei Butyrat war ein dhnliches
Bild zu erkennen. Im salzfreien Medium produzierte C. acetobutylicum in der exponentiellen
Wachstumsphase bis zu 21 mM Butyrat, das im Verlauf der stationidren Phase auf eine
Konzentration von ca. 6 mM zuriickging. So verhielt es sich auch bei 100 mM bzw. 200 mM NaCl
im Medium. Allerding nahm mit steigendem Salzgehalt auch die Konzentration des produzierten
Buyrats zu, sodass zum ,,Losungsmittelsshift 24 mM bzw. 29 mM Butyrat im Medium vorlagen.
Auch die Reassimilierung setzte mit steigendem Salzstress verspitet bzw. gar nicht ein. Wahrend
bei 300 mM NaCl die Butyratkonzentration erst nach etwa 80 h abnahm, zeigte sich bei 400 mM
bzw. 500 mM NacCl eine stetige Zunahme der Butyratkonzentration auch wéhrend der stationdren
Wachstumsphase.

Die Losungsmittelbildung setzt bei C. acetobutylicum typischerweise nach ca. 17 h Wachstum mit
dem Ubergang in die stationire Phase ein. Ohne Salzstress war der Wildtyp in der Lage, 150 mM
Aceton, 230 mM Butanol und 80 mM Ethanol zu bilden. Bei 100 mM NaCl im Wachstumsmedium
verhielt sich die Acetonproduktion wie im salzfreien Medium, jedoch war die Butanol- und
Ethanolproduktion vermindert und erreichte finale Konzentrationen von nur 183 mM Butanol bzw.

44 mM Ethanol. Bei 200 mM NaCl-Stress zeigte sich eine verlangsamte Losungsmittelbildung, die



Ergebnisse 41

erst nach ca. 90 h cinsetzte und finale Konzentrationen von 109 mM Aceton, 136 mM Butanol und
32 mM Ethanol erreichte. Bei 300 mM NaCl zeigte sich noch eine leichte Zunahme der
Losungsmittel wiahrend der stationdren Phase, allerdings wurden nur noch sehr geringe Mengen im
Vergleich zum salzfreien Medium produziert. Wurde die Salzkonzentration noch weiter erhoht, war
so gut wie keine Losungsmittelproduktion mehr zu verzeichnen. Der Einfluss von Salzstress auf
das finale Produktspektrum von C. acetobutylicum ist noch einmal in Abbildung 4.2, F illustriert.
So zeigt sich allgemein, dass mit zunehmender NaCl-Menge im Medium eine erhohte
Saurekonzentration zu detektieren war. Im Gegensatz dazu nahm die Produktion der Losungsmittel
mit Zunahme des Salzstresses sukzessiv ab. Um die Losungsmittelbildung unter Salzstress genauer
zu charakterisieren, erfolgte zusdtzlich die Messung des Glukoseverbrauchs und die daraus

resultierende Berechnung der Losungsmittelertrige sowie der -produktivitdten (Abbildung 4.3).
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Abbildung 4.3 - Einfluss von NaCl auf die Losungsmittelproduktivititen von C. acetobutylicum.

(A) Glukoseverbrauch, (B) Losungsmittelertrag, (C) Produktivitit und (D) spezifische Produktivitidt beim
Wachstum von C. acetobutylicum bei verschiedenen Salzkonzentrationen im Vergleich zur salzfreien Konrolle
(schwarz). 200 ml MS-MES, 130 h, 37 °C, n = 4, Dunnett's multiple comparison (* p <0,05; ** p <0,01;
##x% 5 < 0,0001; aus Ubersichtlichkeitsgriinden wurde in A auf die Darstellung der Fehlerbalken verzichtet).

Aus Abbildung 4.3, A) geht deutlich hervor, dass die Glukoseaufnahme der Zellen mit zunehmender
Salzkonzentration sukzessiv abnimmt. Wéhrend in salzfreiem Medium Glukose von
C. acetobutylicum mit einer Rate von 0,443 g/I/h aufgenommen wurde, sank diese bereits bei einer
geringen NaCl-Konzentration von 100 mM auf 0,401 g/I/h ab, bis sie bei 500 mM NaCl nur noch
0,096 g/1/h betrug. Dementsprechend wurden bei 400 mM und 500 mM NaCl im Medium wéhrend
130 h Wachstum auch nur etwa 20 % der bereitgestellten Glukose verbaucht. Im Vergleich dazu
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waren es bei 300 mM NaCl noch 50 %, wahrend in salzfreiem Medium fast die gesamte Glukose
aufgenommen wurde. Anhand des Glukoseverbrauchs sowie der gebildeten Losungsmittel lie sich
anschliefend der Ertrag berechnen (Abbildung 4.3, B). So konnte ohne NaCl im Medium von
C. acetobutylicum je Gramm Glukose jeweils 0,153 g Aceton, 0,296 g Butanol und 0,062 g Ethanol
gebildet werden. Auch im Hinblick auf den Ertrag von Aceton zeigte sich ein positiver Effekt von
geringen NaCl-Konzentrationen im Medium. So wurde unter 200 mM Salzstress bis zu 0,192 g
Aceton/g Glukose gebildet. Abgesehen von dieser Ausnahme war jedoch auch beim Ertrag zu
erkennen, dass dieser mit zunehmender NaCl-Konzentration im Medium abnahm. So wurde z. B.
bei 300 mM NaCl nur noch 74 % (0,113 g/g) des urspriinglichen Acetonertrages erreicht. Auch der
Butanol- (0,187 g/g) und Ethanolertrag (0,026 g/g) sanken auf ca. 63 % bzw. 41 % ab. Unter
500 mM Salzstress wurden nur noch etwa 8 % des Aceton- und Ethanol- bzw. 3 % des
Butanolertrages, im Vergleich zum salzfreien Medium, erreicht.

Der Vergleich der Losungsmittelproduktivititen unter verschiedenen NaCl-Konzentrationen
(Abbildung 4.3) zeigt deutlich, dass ab 300 mM NaCl im Medium ein signifikanter Riickgang zu
verzeichnen ist. Die Butanol- und Ethanolproduktivitidten weisen ohne NaCl-Zugabe die hochsten
Werte auf. Fiir Butanol wurde dabei eine Produktivitit von 0,131 g/l/h bzw. 3,376 g/1/OD und fiir
Ethanol 0,028 g/l/h bzw. 0,687 g/1/OD erreicht. Interessanterweise war beziiglich der
Acetonproduktion ein positiver Effekt bei der Zugabe von 100 mM NaCl zu erkennen. Im Vergleich
zur salzfreien Kontrolle konnte dort leicht erhdhte Produktivititen beobachtet werden, jedoch zeigte
sich bei weiter ansteigender Salzkonzentration auch dort ein Riickgang. Dieser war bei Butanol und
Ethanol ebenfalls zu beobachten, wobei dort kein Anstieg der Produktivititen bei 100 mM zu
verzeichnen war. So konnte z. B. bei der Zugabe von 300 mM NaCl zum Medium nur noch ca. 35 %
der urspriinglichen Aceton-, 28 % der Butanol- und 18 % der Ethanolproduktivitét erreicht werden.
Zusitzlich zu den bereits beschriebenen Wachstumsversuchen erfolgte die Durchfiihrung von
Langzeitkultivierungen unter Salzstress, um die langfristigen Effekte von NaCl auf das Wachstum
und die Produktbildung zu iiberpriifen. Die Ergebnisse sind zusammenfassend in Abbildung 4.4
(Seite 44) dargestellt.

Vergleichend zu den beschriebenen Wachstumsversuchen konnte mittels Langzeitkultivierung
besonders bei 400 mM und 500 mM Salzstress die Verzogerung des Wachstums und eine
verldngerte lag-Phase verdeutlicht werden. Trotz der hohen Salzkonzentrationen wurden finale
optische Dichten von 3 bei 400 mM NaCl und von 1,4 bei 500 mM NacCl erreicht. Der pH-Wert
sank bei diesen beiden Salzkonzentrationen iiber die gesamte Kultivierungszeit ab und lag nach ca.
26 Tagen bei 4,3. Dies war vor allem durch die Bildung von Butyrat bedingt, dessen finale
Konzentration bei 500 mM Salzstress mit 23 mM am hochsten war. Die Losungsmittelproduktion
fiel jedoch auch bei ldngerer Kultivierung sehr gering aus, obwohl die biomassespezifische
Produktivitdt, vor allem fiir Aceton und Butanol, bei mehr als 1 g/l/OD lag. Eine weitere
Besonderheit zeigte sich wieder bei 100 mM und 200 mM NaCl im Wachstumsmedium. Dort
konnten bei der Langzeitkultivierung sogar groflere Mengen Aceton produziert werden, als in der

salzfreien Kontrolle.
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Abbildung 4.4 - Langzeitkultivierung von C. acetobutylicum bei verschiedenen NaCl-Konzentrationen.

(A) Optische Dichte bei 600 nm, (B) pH-Wert, Konzentration der Fermentationsprodukte (C) Acetat, (D) Butyrat,
(E) Aceton, (F) Butanol und (G) Ethanol, sowie (F) spezifische Produktivitit nach 440 h Wachstum. 200 ml MS-
MES, 440 h, 37 °C, n = 3, Dunnett's multiple comparison (* p < 0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; **** p <0,0001;
aus Ubersichtlichkeitsgriinden wurde in A-G auf die Darstellung der Fehlerbalken verzichtet).

Obwohl z. B. im Hinblick auf die Acetonproduktion geringe Mengen NaCl im Medium den Ertrag
und die Produktivitdt erhhen konnten, war grundsitzlich eine inhibierende Wirkung von Salzstress
auf das Wachstum und die Produktbildung von C. acetobutylicum zu erkennen. Diese trat ab einer
Konzentration von 300 mM NaCl im Medium deutlich hervor. Ab 400 mM NaCl konnte eine sehr
starke Hemmung von Wachstumsgeschwindigkeit und ABE-Produktivitdt dokumentiert werden. Im
Gegensatz dazu filihrte die Zugabe von 300 mM NaCl zum Wachstumsmedium im Durchschnitt nur
zu einer Halbierung der Wachstumsrate und des Glukoseverbrauches, sowie der
Losungsmittelbildung. Dementsprechend wurde in ausgewihlten Folgeexperimenten der Fokus auf
300 mM NaCl-Stress gelegt, um zuverlédssige Ergebnisse generieren zu kénnen und den Einblick in

die Salzstressantwort von C. acetobutylicum zu vertiefen.

4.2 Einfluss von kompatiblen Soluten

Wie bereits in der Einleitung erwéhnt schiitzen sich Bakterien vor hohen Salzkonzentrationen,
indem sie kompatible Solute akkumulieren und so die Osmolaritit des Cytoplasmas dem des
AufBlenmediums anpassen (2.2.1). Dementsprechend galt es herauszufinden, ob C. acetobutylicum
ebenfalls in der Lage ist, diese Schutzsubstanzen in der Salzstressantwort zu nutzen.
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4.2.1 Der intrazellulire Aminosaurepool von C. acetobutylicum

Mittels HPLC-Technik sollten die von C. acetobutylicum akkumulierten Amininosduren detektiert
werden. Dafiir wurden die Zellen bei unterschiedlichen Salzkonzentrationen im Medium inkubiert
(3.3.2.1) und nach 12-14 h Wachstum bei 37 °C geerntet (3.6.1). Nachdem das Trockengewicht
bestimmt war, erfolgte der Aufschluss der Zellen (3.6.2) und die erneute Lyophilisierung des
Uberstandes. Das Lyophilisiat konnte im Anschluss fiir die HPLC vorbereitet und die Konzentration
der intrazelluldren Aminosduren bestimmt werden (3.6.5). In Abbildung 4.5 ist der prozentuale
Anteil der von C. acetobutylicum akkumulierten Aminoséuren dargestellt. Dabei ist zu beachten,

dass Prolin und GB nicht mittels HPLC bestimmt werden konnten und daher auch nicht einbezogen

wurden.
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Abbildung 4.5 - Prozentualer Anteil der Aminosiuren am Aminosiure-Pool von C. acetobutylicum.

Anteile der mittels HPLC detektierten Aminosduren bei verschiedenen Salzkonzentrationen (n> 3).
(A) ohne NaCl, (B) 100 mM NacCl, (C) 200 mM NaCl, (D) 300 mM NaCl, (E) 400 mM NacCl, (F) 500 mM NaCl.

In Abbildung 4.5 ist gut zu erkennen, dass unter salzfreiem Wachstum Alanin und Glutamat den
Grofteil des intrazelluliren Aminosdurepools von C. acetobutylicum ausmachen. Alle weiteren
detektierten Aminosduren nehmen jeweils nur unter 10 % der Gesamtmenge ein. Serin, Valin und
Glycin weisen dabei einen Anteil von je 7 % auf, gefolgt von Lysin und Glutamin mit je 6 %. Bei
der Zugabe von NaCl zum Wachstumsmedium zeigt sich im Allgemeinen, dass mit ansteigender
Salzkonzentration der Anteil von Glutamat am Aminosdurepool zunimmt. Wéhrend bei 100 mM
NaCl 23 % Glutmatat ausmacht, sind es bei 300 mM bereits 28 % und bei 400 mM bzw. 500 mM
Salzstress 39 % bzw. 35 %. Wihrend der Alaninanteil unter leichtem Salzstress zuerst ansteigt und
bei 300 mM NaCl im Medium einen Hochstwert von 36 % erreicht, liegen bei 400 mM und 500 mM
NaCl nur noch 19 % bzw. 22 % vor. Die Anteile der anderen in Abbildung 4.5 dargestellten
Aminoséuren blieben im Gro3en und Ganzen &hnlich und schwanken zwischen 3-8 %, unabhéngig
der eingesetzten Salzkonzentration.

Der intrazellulire Prolin- und GB-Gehalt der Zellen wurde in separaten Experimenten
spektrophotometrisch bestimmt (3.6.3, 3.6.4). Um die Funktionalitit der Assays zu iiberpriifen,
diente B. subtilis als Positivkontrolle (3.3.1). Die zu untersuchenden Zellen wurden in salzfreiem
Medium bzw. mit 300 mM NaCl-Zugabe bei 37 °C inkubiert und nach Erreichen einer ODgoo von
1 geerntet (3.6.1). Es folgte die Bestimmung des Trockengewichtes und der Aufschluss der Zellen
in dem fiir das Assay geeignetem Puffer (3.6.2). Im Anschluss konnten die intrazelluldre
Prolinmenge (3.6.3) bzw. der GB-Gehalt (3.6.4) unter Nutzung zuvor erstellter Kalibrierungskurven
berechnet werden.
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Abbildung 4.6 - Intrazellulire Prolin- bzw. GB-Konzentration von B. subtilis und C. acetobutylicum.

Intrazelluldrer Prolin- und GB-Gehalt nach Wachstum von B. subtilis und C. acetobutylicum in Minimalmedium
ohne NaCl bzw. mit 300 mM NaCl. Zusitzlich erfolgte die Kultivierung unter Salzstress mit 1| mM GB-
Supplementierung. n > 2, Holm-Sidak's multiple t-test (* p < 0,05; ** p < 0,01; **** p <0,0001).

In Abbildung 4.6 sind die berechneten intrazelluliren Prolin- und GB-Konzentrationen der Zellen
ohne Salzstress bzw. mit 300 mM NaCl im Medium dargestellt. Es ist gut zu erkennen, dass
B. subtilis als Positivkontrolle in der Lage ist, unter Salzstress sehr hohe Mengen an Prolin zu
akkumulieren. Der Gehalt von 11,2 pmol/g TM Prolin in salzfreiem Medium stieg um das ca.
Achtfache auf etwa 83,4 uM/g an. Im Vergleich dazu zeigt C. acetobutylicum in salzfreiem Medium
nur eine geringe intrazelluldre Prolinkonzentration von 1,9 pmol/g TM. Unter 300 mM NaCl-Stress
sank die Menge an intrazellularem Prolin sogar auf 0,9 umol/g TM ab. Beziiglich GB konnte sowohl
bei B. subtilis als auch bei C. acetobutylicum keine Akkumulation nachgewiesen werden. Erst die
Zugabe von | mM GB zum Wachstumsmedium resultierte in einer messbaren Menge akkumulierten
GBs. Bei B. subtilis konnten unter Wachstumsbedingungen ohne Salzstress 150,5 umol/g TM
bestimmt werden, wobei in salzhaltigem Medium mit 262,7 umol/g TM bis zu 75 % GB
akkumuliert wurde. C. acetobutylicum zeigte mit 32,6 umol/g TM ebenfalls geringe Menge an GB
unter salzfreien Bedienungen, wobei unter Salzstress auch die intrazellulire GB-Konzentration auf
136,9 umol/g TM erhoht werden. Zusammenfassend zeigte sich unter Salzstress im Hinblick auf
Prolin bei B. subtilis eine Steigerung um das Achtfache und bei C. acetobutylicum eine Halbierung
der Konzentration. Der GB-Gehalt stieg unter Salzstress bei B. subtilis um das Zweifache und bei
C. acetobutylicum um das Vierfache im Vergleich zur salzfreien Probe, jedoch nur, wenn GB als

kompatibles Soult extern dem Medium zugesetzt wurde.
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4.2.2 Supplementierung von C. acetobutylicum mit kompatiblen Soluten

Die Aufnahme von kompatiblen Soulten aus der Umwelt wird von Mikroorganismen favorisiert, da
sie energetisch giinstiger als die Neusynthese ist (Hoffmann und Bremer 2017). Daher sollte
iiberpriift werden, ob die externe Zugabe von Osmolyten einen Einfluss auf das Wachstum und die
Produktbildung von C. acetobutylicum unter Salzstress hat. Es erfolgten Kultivierungsexperimente
mit 300 mM NaCl-Zusatz unter Zugabe ausgewdhlter kompatibler Solute. Die Auswirkung dieser
Supplementation auf Wachstum und Produktbildung sollte einerseits Auskunft {iber die potentiell
von C. acetobutylicum genutzten kompatiblen Solute geben. Andererseits zielte die
Supplementation dieser Schutzsubstanzen auf eine Erhéhung der Losungsmittelbildung unter
Salzstress ab. Neben Aminosduren und deren Vorldufermolekiilen wurden unter anderem die Zucker
Trehalose und Saccharose getestet. Nachfolgend sind zum einen die kompatiblen Solute ndher
beschrieben, die auf Grund ihrer Rolle als Schutzsubstanz in anderen Organismen zur
Supplementation ausgewahlt wurden. Zum anderen werden die Supplementationen gezeigt, welche
eine positive Wirkung auf die Losungsmittelbildung aufwiesen. Die weiteren untersuchten

kompatiblen Solute sind in Abbildung 7.1 (Anhang) zusammengefasst.
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Abbildung 4.7 - Einfluss von Supplementen auf das Wachstum von C. acetobutylicum bei 300 mM NaCl.

Optische Dichte bei 600 nm der supplementierten C. acetobutylicum-Kulturen im Vergleich zur
unsupplementierten Kontrolle. 10 ml MS-MES mit 300 mM NaCl und 1 mM kompatibles Solut, 130 h, 37 °C,
n = 4 (aus Ubersichtlichkeitsgriinden wurde auf die Darstellung der Fehlerbalken verzichtet).

Abbildung 4.7 zeigt ausgewdhlte Supplementierungsexperimente mit C. acetobutylicum. Dafiir
wurde salzhaltiges Medium (300 mM NaCl) zusétzlich mit 1 mM eines kompatiblen Solutes
versetzt. Die Wachstumsverldufe (Abbildung 4.7, A) zeigten im Grofen und Ganzen kaum
Unterschiede. Einzig die Supplementation mit Glycin Betain (GB) resultierte in einer signifikant
erhohten Wachstumsrate (Abbildung 4.7, B). Die stationdre Phase trat bei allen Kulturen nach etwa
23 h ein, wobei die maximale optische Dichte nach 58 Stunden erreicht war. Dabei wies die Kultur
mit Prolin als Zusatz die niedrigste (1,39) maximale optische Dichte auf. Die hochste maximale OD
erreichten die Kulturen, welche mit Tryptophan (1,87), Arginin (1,98) oder mit GB (2,36) versetzt
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waren. Wahrend der stationdren Phase blieb die OD im Durchschnitt konstant. Nur bei der mit GB
supplementierten Kultur sank die OD sichtbar ab und lag nach 130 h bei 1,24.
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Abbildung 4.8 - Supplementationsexperimente mit C. acetobutylicum bei 300 mM NaCl.

Wachstumsraten und finale Losungsmittelkonzentrationen der supplementierten C. acetobutylicum-Kulturen.
50 ml MS-MES, 300 mM NaCl, 1 mM Supplement, 130 h, 37 °C, n = 4, Dunnett's multiple comparison
(**p <0,01; ¥*¥* p <0,001; **** p <0,0001).

Abbildung 4.8 illustriert die finalen Konzentrationen der Losungsmittel Aceton, Butanol und
Ethanol, welche von den supplementierten Kulturen gebildet wurden. Allgemein wirkte sich eine
Supplementation mit potentiellen kompatiblen Soluten positiv auf die Losungsmittelbildung aus.
Vor allem der Zusatz von der Aminosdure Arginin zeigte den grofSten Effekt und sorgte flir eine
signifikant erhohte Aceton- und Butanolkonzentration. Durchschnittlich verdoppelte sich die
Menge der produzierten Losungsmittel durch die Zugabe von 1 mM Arginin zum salzhaltigen
Wachstumsmedium. Auch die Supplementation mit Histidin bzw. Tryptophan resultierte in einer
Steigerung der Losungsmittelproduktion, die jedoch nicht so stark ausfiel, wie bei Arginin. Auch
die Produktivititen konnten durch Supplementation mit kompatiblen Soluten gesteigert werden,
wobei erneut der Zusatz von Arginin zur grof3ten Zunahme flihrte (Abbildung 7.1 C, Anhang).

In Abbildung 4.9 A) ist der Einfluss von GB auf das Wachstum von C. acetobutylicum noch einmal
detailliert dargestellt.
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Abbildung 4.9 - Einfluss von GB und Arginin auf das Wachstum von C. acetobutylicum unter Salzstress.

(A) Optische Dichte bei 600 nm und pH-Wert wéhrend des Wachstums unter 1 mM GB-Supplementation bei
300 mM bzw. 500 mM NaCl im Vergleich zur unsupplementierten Kontrolle. (B) Optische Dichte bei 600 nm und
pH-Wert wihrend des Wachstums bei 300 mM NaCl und Supplementation mit 1 mM Arg- bzw. Arg/His/Trp- (je
1 mM) im Vergleich zur unsupplementierten Kontrolle. 200 ml MS-MES, 130h, 37°C, n>2 (aus
Ubersichtlichkeitsgriinden wurde auf die Darstellung der Fehlerbalken verzichtet).

Im Vergleich zu den Versuchen aus Abbildung 4.7 schien die Supplementierung mit GB bei 300 mM
NaCl im Wachstumsmedium die lag-Phase leicht zu verlingern. Nach der exponentiellen
Wachstumsphase, mit einer Wachstumsrate von 0,145 h™' und einer Verdopplungszeit von 4,79 h,
konnte die supplementierte Kultur eine maximale OD von 3,56 erreichen. Vergleichend dazu zeigt
die Kontrolle ohne GB-Zusatz nach der gleichen Zeit eine OD von nur 1,98 und erreichte die
maximale OD von 3,02 erst zum Ende des Wachstumsversuches. Wahrend der stationdren Phase
war auch bei der supplementierten Kultur zuerst ein Absinken der OD zu beobachten, zum Ende
des Versuches stieg diese jedoch wieder auf an und erreichte damit die gleiche finale OD wie die
Kontrolle. Uberraschenderweise war GB in der Lage, das Wachstum von C. acetobutylicum unter
500 mM stark zu verbessern. Im Vergleich zur unsupplementierten Kontrolle wies diese Kultur mit
0,099 h! eine achtfach erhohte Wachstumsrate auf. Nach 58 Stunden war die maximale OD von
1,37 erreicht, welche dann auch bis zum Ende des Wachstumsversuches konstant blieb. Im

Vergleich dazu zeigte die Kontrolle nach 58 h eine deutlich geringere OD von 0,38, die wéahrend
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des weiteren Wachstum lediglich auf 1,1 anstiegt. Auch der pH-Wert entsprach unter dem Zusatz
von GB eher dem typischen Verlauf ohne Salzstress (vergl. Abbildung 4.1). Wihrend der
exponentiellen Wachstumsphase fiel der pH-Wert von etwa 5,2 bei 300 mM Salzstress und GB auf
4,5 ab und stiegt dann im Verlauf der stationdren Phase leicht an, auf einen finalen Wert von 4,6.
Bei 500 mM Salzstress und GB-Zusatz zeigte sich ein dhnlicher pH-Wert-Verlauf. Der minimale
Wert von 4,5 wurde hier allerdings etwas spater erreicht, wobei der finale Wert mit knapp 4,5 unter
dem der unsupplementierten Kontrolle lag.

Die Auswirkungen einer Arginin-Supplementation auf das Wachstum unter 300 mM Salzstress sind
in Abbildung 4.9 B) dargestellt. Zusétzlich wurde {iberpriift, ob eine Kombination der férderlichen
Aminoséduren Arginin, Histidin und Tryptophan (vergl. Abbildung 4.8) die positiven Effekte der
Supplementation noch steigern konnte. Der Wachstumsverlauf der supplementierten Kulturen
dhnelte der Kontrolle ohne Zusatz. Jedoch konnte mit Supplementation eine etwa 20 % schnellere
Wachstumsrate und Verdopplungszeit erreicht werden. Dies war bei der Aminosdurekombination,
sowie beim alleinigen Zusatz von Arginin der Fall. Nach ca. 17 h gingen die supplementierten
Kulturen in die stationdre Phase iiber, worauthin die OD bis etwa 58 h konstant blieb. Danach stieg
sie weiter an und erreichte am Ende des Wachstumsversuches einen finalen Wert von 5,26 bei
Arginin-Zusatz, sowie 3,59 bei der Zugabe der Aminosdurekombination. Im Vergleich dazu
erreichte die unsupplementierte Kontolle nur eine finale OD von 3,29. Der pH-Wertes sank bei den
supplementierten Kulturen wihrend der exponentiellen Phase schnellerer und auch auf ein
niedrigeres Niveau ab im Vergleich zur unsupplementierten Kontrolle. Wéhrend die
Aminosdurekombination zu einem minimalen pH-Wert von ca. 4,55 fiihrte, erreichte die Kultur mit
Arginin-Zusatz einen Wert von 4,49. Damit wiesen beide supplementierten Kulturen einen
niedrigeren pH-Wert als die Kontrolle ohne Zusatz auf. Zum Ende der stationdren Phase stieg der
pH-Wert wieder leicht an. So zeigte die Kultur mit Arginin den niedrigsten finalen Wert von 4,54,
wihrend die Kultur mit der Aminosdurekombination mit 4,64 den gleichen Endwert wie die
Kontrolle erreichte.

Der Einfluss von GB und Arginin auf die Bildung der Fermentationsprodukte ist in Abbildung 4.10
(Seite 52) dargestellt. Bei der Betrachtung der Fermentationsprodukte (Abbildung 4.10, A) wurde
vor allem deutlich, dass bei einer Supplementierung mit GB bei 300 mM NaCl-Zusatz die
Losungsmittelbildung schon nach 9 h, also wesentlich friither als ohne Supplement, einsetzte. Die
finale Butanolkonzentration lag dabei allerdings bei der supplementierten Kultur mit 76 mM nur
unwesentlich hoher als bei der Kontrolle. Im Gegensatz dazu waren die finale Ethanolproduktion
doppelt so hoch und die Acetonkonzentration etwas niedriger als bei der unsupplementierten
Kontrolle. Auch bei 500 mM NaCl im Wachstumsmedium konnte die Zugabe von 1 mM GB die
Losungsmittelbildung positiv beeinflussen (Abbildung 4.10, B). Wihrend ohne kompatibles Solut
bei 500 mM Salzstress kaum Losungsmittel detektiert werden konnten, lag bei der supplementierten
Kultur eine finale Konzentration von ca. 10 mM Aceton und 14 mM Ethanol, sowie 26 mM Butanol

VOr.
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Abbildung 4.10 - Einfluss von GB und Arginin auf die Produktbildung von C. acetobutylicum unter
Salzstress.

(A)300mM bzw. (B)500mM NaCl mit 1mM GB-Supplementation. (C) 1 mM Arginin-, bzw.
(D) Arginin/Histidin/Tryptophan-Supplementarion (je 1 mM) bei 300 mM NaCl-Stress. Als Kontrolle dienten
unsupplementierte Kulturen unter (A) 300 mM NaCl- bzw. (B) 500 mM NaCl-Stress. 200 ml MS-MES, 130 h,
37 °C, n > 2 (aus Ubersichtlichkeitsgriinden wurde auf die Darstellung der Fehlerbalken verzichtet).

Der Zusatz der Aminosdure Arginin zu 300 mM salzhaltigem Medium (Abbildung 4.10, C) zeigte
den groBten Effekt. Es konnten nach 130 h Wachstum etwa 50 % mehr Losungsmittel detektiert
werden als bei der unsupplementierten Kontrolle. Dabei wurden etwa 88 mM Aceton, 120 mM
Butanol und 27 mM Ethanol gebildet. Die Supplementation mit Arginin, Histidin und Tryptophan
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zusammen Abbildung 4.10, D) konnte zwar auch eine Steigerung der Losungsmittelbildung
herbeifiihren, jedoch fiel diese nicht so stark aus wie bei der alleinigen Zugabe von Arginin. Hier
konnten Werte von 65 mM Aceton, 109 mM Butanol und 23 mM Ethanol erreicht werden.
Allgemein resultierte die Zugabe der Aminosduren nicht nur in einer Erhohung, sondern auch in
einer frither einsetzenden Losungsmittelbildung.

GB kann von einigen Bakterien auch als alleinige Kohlenstoffquelle genutzt werden (Oren 1990).
Dementsprechend wurde iiberpriift, ob C. acetobutylicum dazu ebenfalls in der Lage ist. Dafiir
erfolgte ein Standard-Wachstumsversuch, bei dem Glukose durch 270 mM GB ersetzt wurde
(Abbildung 4.11).
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Abbildung 4.11 - Wachstum von C. acetobutylicum in MS-MES ohne Glukose mit GB.

(A) optische Dichte bei 600 nM und pH-Wert, sowie (B) Fermentationsprodukte. 200 ml MS-MES, 130 h, 37 °C,
ohne Glukose, mit 270 mM GB, n = 3 (aus Ubersichtlichkeitsgriinden wurde auf die Darstellung der Fehlerbalken
verzichtet).

Die Ergebnisse aus Abbildung 4.11 lassen darauf schlieen, dass auch C. acetobutylicum mit GB
statt Glukose wachsen kann. Dabei wurde nach 21 h bei einer Wachstumsrate von
0,127 h™! und einer Verdopplungszeit von 5,5 h eine maximale OD von 1,6 erreicht. Der pH-Wert
nahm wihrend des Wachstums auf GB iiber den gesamten Verlauf ab und erreichte einen Endwert
von 4,8. Allerdings zeigte sich bei der Betrachtung der Produktanalyse, dass unter diesen
Bedingungen kaum Losungsmittel detektiert werden konnten. Einzig Butyrat wurde kontinuierlich
wiahrend des Wachstums produziert und erreichte nach 130 h eine Konzentration von 26 mM.

4.3 Die argR-Mutanten von C. acetobutylicum

Wiéhrend der Supplementationsversuche konnte ein positiver Einfluss von Arginin auf die
Losungsmittelbildung von C. acetobutylicum unter Salzstress dokumentiert werden (Abbildung
4.8). Die ebenfalls durchgefiihrten HPLC-Analysen (Abbildung 4.5) zeigten jedoch, dass unter
Salzstress keine Zunahme der intrazelluliren Argininkonzentration zu verzeichnen war. Um die
Rolle von Arginin bei der Salzstressantwort detaillierter zu untersuchen, wurden nachfolgend

in silico-Analysen zur Arginin-Biosynthese von C. acetobutylicum durchgefiihrt. Es zeigte sich,
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dass sowohl fiir die Biosynthese, als auch filir den Katabolismus und den Transport von Arginin ein
bestimmter Repressor wahrscheinlich als Hauptregulator fungiert. Dabei handelt es sich um den
Arginin-Repressor ArgR, kodiert von dem Gen cac2074. Mittels der RegPrecise-Datenbank
(https://regprecise.lbl.gov/, Novichkov et al. 2013) konnten 16 Gene identifiziert werden, welche
ein konserviertes ArgR-Bindemotiv in ihrer Promotorregion aufweisen und demzufolge von ArgR
reprimiert werden konnten (Tabelle 1). Die Gene kodieren, wie bereits erwihnt, fiir die Arginin-

Biosyntheseenzyme, sowie fiir zwei ABC-Transporter und Enzyme der Pyrimidin-Biosynthese.

Tabelle 1 - ArgR-Box Konsensussequenz und Gene des ArgR-Regulons (http://regprecise.lbl.gov)

ArgR-Box Konsensussequenz ’.‘T...Z'T AT AEIT AT AA A,}

FNOTNORONO =N @I
FFFFFFF

Organisation* Gen Protein Annotation

cac0376 | Cac0376 | N-Dimethylarginin-Dimethylaminohydrolase
(1] 4 4 2 cac0377 | ArtQ2 Arginin-ABC-Transporter, Permease
cac0378 | ArtM2 Arginin-ABC-Transporter, ATP-bindendes Protein

coom cac0380 | Cac0380 [ Periplasmatisches Aminosiure-Bindeprotein

» cac3020 | Argl2 Ornithin-Acetyltransferase/N-Acetylglutamat-Synthase

Aminoséure-ABC-Transporter, substratbindendes
Protein

Aminosdure-ABC-Transporter, Permease
Aminosiure-ABC-Transporter, ATPase

cac3620 | Cac3620
(1) 4 7 2 cac3619 | ArtQ2
cac3618 | ArtM2

o> cac0316 | ArgF/1 Ornithin-Carbomoyltransferase

coomm cac2390 | ArgC N-Acetyl-gamma-glutamyl-phosphat-Reduktase
cac2391 | Argll Ornithin-Acetyltransferase/N-Acetylglutamat-Synthase

coomm cac0973 | ArgG Arg%n@nosucc%nat—Synthase
cac0974 | ArgH Argininosuccinat-Lyase

coomm cac2389 | ArgB Acetylglutamat-Kinase
cac2388 | ArgD Acetylornithin-Aminotransferase

comm cac2645 | CarA Kleine Untereinheit der Carbamoylphosphat-Synthase

cac2644 | CarB GrofBle Untereinheit der Carbamoylphosphat-Synthase

*® = ArgR-Box, ® = Gen

Da die Supplementation mit Arginin in einer gesteigerten Losungsmittelbildung unter Salzstress
resultierte (Abbildung 4.8), war es daher das Ziel, C. acetobutylicum mittels metabolic engineering
hin zu einer Uberproduktion von Arginin zu modifizieren. Die naheliegenste Strategie zielte dabei
auf die Inaktivierung des Repressors ArgR mittels Clostron® Insertionsmutagenese. Zum einen
sollte der Wegfall des Repressor fiir eine verstarkte Expression der Arginin-Biosynthesegene sorgen.
Zum anderen sollte auch eine Erhohung des Carbamoylphosphat-Pools, durch die vermehrte
Expression des cardB-Operons, zur Arginin-Uberproduktion beitragen. Um ein umfassendes Bild
zur Rolle von ArgR und der Arginin-Biosynthese bei der Salzstressantwort von C. acetobutylicum

zu erhalten, wurde zusitzlich auch eine plasmidbasierte Uberexpression des Arginin-Repressors
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mittels eines pT-Vektorsystems realisiert. Die Auswirkungen des metabolic engineering sollten im
Anschluss untersucht und die generierten Mutanten phinotypisch charakterisiert werden. Dies
umfasste zundchst die Beschreibung des Wachstums und der Produktbildung in Batch-Kulturen
(3.5). AnschlieBend sollten mittels RNA-Seq-Analysen die Auswirkungen der Inaktivierung des
Arginin-Repressors auf Transkriptomebene vergleichend zum Wildtyp untersucht werden (3.7.4).

Dabei lag der Fokus vor allem auf den Verdanderungen des Transkriptoms unter Salzstresseinfluss.

4.3.1 Erzeugung und Verifizierung einer argR-Insertionmutante in

C. acetobutylicum

Einen Ansatz der funktionellen Untersuchung spezifischer Gene bietet ihre gezielte Mutagenese.
Heap et al. (2007) konnten ein System entwickeln, welches die Konstruktion stabiler Mutanten in
Clostridium-Spezies mit Hilfe eines mobilen Gruppe-II-Introns ermdglichte. Dieses Clostron®
genannte System wurde in dieser Arbeit eingesetzt, um mittels einer Insertionsmutagenese in das
Gen cac2074 den Arginin-Repressor ArgR zu inaktivieren. Die Zielspezifitit des Introns liegt dabei
in der Basenpaarung zwischen Intron-RNA und Ziel-DNA begriindet und kann durch
Verdnderungen der Erkennungssequenzen an beliebige Zielgene angepasst werden (3.8.4). Fiir das
Gen cac2074 wurde die in Tabelle 2 gezeigte Insertionsstelle gewéhlt, da zum einen ein hoher Score
auf eine effizientere Insertion hinweist (Perutka et al. 2004). Zum anderen, da die Insertionsstelle
des Gruppe-II-Intron nah am 5’-Ende des Gens liegt und so der verbleibende, native Genbereich
vor der Insertionsstelle minimiert wurde. Das vollstindige Ergebnis des Intron-Designs
(http://clostron.com/clostron2.php, Heap et al. 2010) mit den moglichen Insertionsstellen des Gens
argR-Gens ist in Abbildung 7.11 (Anhang) dargestellt.

Tabelle 2 - Ergebnis der Identifizierung des Intron-Zielortes

Gen Gengrofle (Bp) | Insertionsstelle Insertionsrichtung Score

cac2074 453 92/93 antisense 7,341

Anhand der gewihlten Insertionsstelle wurden dann vom Computeralgorithmus die entsprechenden
intronspezifischen Primer (IBS, EBS1d, EBS2) abgeleitet (Tabelle 4, Anhang). Dabei enthielt der
IBS1-Primer eine Hindlll- und der EBS1d-Primer eine BsrGIl-Restriktionsschnittstelle, um die
spétere Klonierung des angepassten Introns in den Vektor pMTLO07C-E2 (Abbildung 7.7, Anhang)
zu ermoglichen. Zunichst musste das Intron mittels SOE-PCR (3.7.5.4) an das Zielgen angepasst
werden. Dabei wurde unter Verwendung des Vektors pMTLO007 als Matrize ein 350 Bp grof3es
Fragment amplifiziert. Neben den abgeleiteten intronspezifischen Primern kam dabei auch ein
universelles Oligonukleotid (EBS-Universal, Tabelle 4, Anhang) zum Einsatz, welches im Gruppe-
II-Intron binden sollte. Durch die im Uberschuss eingesetzten IBS- und EBS1d-Primer wurde jenes

350-Bp-Fragment am stérksten synthetisiert, welches alle genspezifischen Verdnderungen fiir die
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Integration in das Zielgen enthielt. Die Auftrennung der PCR-Fragmente erfolgte in einem 1 %igen
Agarosegel (3.7.7.1) und ist in Abbildung 4.12 dargestellt.

Bp M1 2 3 4

1000

500

300

Abbildung 4.12 - PCR-Amplifikate von cac2074.

Dargestellt ist ein 1 %iges (w/v) Agarosegel. GeneRuler™ 100 Bp DNA Ladder Plus (Spur M), PCR-Amplifikate
von cac2074 (453 Bp, Spur 1-2), SOE PCR-Ansatz, Fragmente von cac2074 (350 Bp, Spur 3-4).

Anschlieend wurde das angepasste 350-Bp-Fragment aus dem Agarosegel extrahiert, aufgereinigt
(3.7.7.2) und, ebenso wie der Vektor pMTLO07C-E2, einer Hydrolyse mit HindIll und Bsp14071
unterzogen. Es folgte die Ligation des Fragmentes in den Vektor und die Transformation in E. coli
DH50. Positive Klone konnten mittels Blau-Weil3-Selektion auf LB-Festmedium mit
Chloramphenicol und X-Gal identifiziert werden. Die rekombinanten Plasmide wurden isoliert
(3.7.2), einer Kontrollrestriktion (HindlIll, Bsp14071) unterzogen und anschliefend in einem
1 %igen Agarosegel (3.7.7.1) aufgetrennt.

In Abbildung 4.13, A ist das Ergebnis der Kontrollrestriktion des rekombinanten pMTL007C-E2-
Vektors zu erkennen. Dabei zeigten sich zwei Fragmente im Gel, wobei es sich bei dem groBeren
Fragment um den linearisierten Vektor mit einer Grof8e von ca. 8600 Bp handelt. Das kleinere
Fragment entspricht dem an das Gen cac2074 angepasste 350-Bp-Intron. Mit einer nachfolgenden
DNA-Sequenzierung (LGC Genomics, Berlin) konnten die Korrektheit der Integration und die
Sequenzidentitét bestdtigt (Abbildung 7.10, Anhang) und anschlieend die Konstrukte in vivo in
E. coli ER2275 methyliert (3.7.6.4) werden. Die in vivo Metylierung erfolgte dabei tiber die von
pAN-II kodierte Methyltransferase ®3TI und wurde nach erneuter Plasmidisolierung (3.7.2) mittels
Fnu4HI-Restriktion tiberpriift (Abbildung 4.13 B).
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Abbildung 4.13 - Kontrollrestriktion rekombinanter pMTL007C-E2-Plasmide.

Dargestellt sind ein 1 %iges (A) und ein 0,8 %iges (B) Agarosegel. (A) Restriktion mit Hindlll und Bsp14071,
GeneRuler™ [ kb DNA Ladder (Spur M), pMTL007C::cac2074_Intron (Spur 1-4). (B) Uberpriifung der in vivo-
Methylierung der Plasmide in E. coli ER2275 durch Restriktion von 50 ng Plasmid-DNA mit Fru4HI.
GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder (Spur M), pMTLO07C::cac2074 Intron pAN-II methyliert (Spur 1-2),
pMTLO07C::cac2074 Intron unmethyliert (Spur 3).

Bei Frnud4HI handelt es sich um ein Isoschizomer von Cac8241 in C. acetobutylicum. Diese
Restriktionsendonuklease hydrolysiert nur unmethylierte DNA, nicht aber ®3TI-methylierte DNA.
Dies ist in Abbildung 4.13 B) illustriert. Als Kontrolle diente das unmethylierte, aus E. coli DH5a
isolierte Konstrukt, (Abbildung 4.13 B, Spur 3). In den Spuren 1 und 2 ist kein Verdau zu erkennen,
was auf eine erfolgreiche Methylierung hinweist. Diese Konstrukte konnten fiir die weitere
Elektroporation in C. acetobutylicum eingesetzt werden (3.8.3). Die Selektion der Klone auf eine
erfolgreiche Transformation erfolgte auf RCA-Festmedium mit Thiamphenicol (3.2.3). Dieses
sdurestabile Analogon des Chloramphenicols kam bei Arbeiten mit dem sdurebildenden
C. acetobutylicum zum Einsatz, da es von der gleichen plasmidkodierten Resistenzkassette
angesprochen wird. Sobald das rekombinante ClosTron®-Plasmid in C. acetobutylicum
transformiert wurde, sollte das Gruppe-II-Intron konstitutiv exprimiert werden und sich spontan
zielgerichtet in das Chromosom einlagern. Dank der RNA-vermittelten Mobilitét des Introns und
einer speziellen Art von Marker, der sogenannten ermRAM-Kassette, entwickelten Klone mit einer
erfolgreichen Insertion eine Resistenz gegen das Antibiotikum Erythromycin. So konnte der nichste
Selektionsschritt auf RCA mit Erythromycin (3.2.3) erfolgen und die resistenten integranten
Kolonien mittels ,,Colony“-PCR (3.7.5.3) auf das Vorhandensein der gewiinschten Insertion
untersucht werden. In einer ersten Nachweis-PCR erfolgte der Nachweis der Intron-Insertion unter
der Verwendung des genspezifischen reverse und des EBS-Universal Primers (Tabelle 6, Anhang ,
Abbildung 4.15).
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Abbildung 4.14 - Schematische der Integration des Gruppe-II-Introns in das argR-Gen.

Der Leserahmen argR (blau, 453 bp) ist mit Startpunkt (ATG) und STOP gekennzeichnet. Das Gruppe-II-Intron
(grau, 1822 Bp) vermittelt die Erythromycin-Resistenz (rot, 900 Bp).
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Abbildung 4.15 - Nachweis der Integration des Gruppe-II-Introns in das argR-Gen mittels PCR.

Dargestellt sind 0,8 %ige Agarosegele. (B) Nachweis des Intron-Exon-Ubergangs fiir cac2074. Quick-Load®
Purple100 Bp DNA Ladder (Spur M). (C) Nachweis der gesamten Genregion filir cac2074. GeneRuler™ 100 Bp
DNA Ladder (Spur M), Wildtyp (Spur 1), Integrante (Spur 2).

Die Insertion bei dem argR-Gen cac2074 erfolgte theoretisch 92 Bp nach dem Startcodon des
Leserahmens in Antisenserichtung, wobei der gesamte Leserahmen 453 Bp aufwies (Tabelle 2).
Durch den reverse Primer konnte bis zur Insertionsstelle ein 361 Bp groBes Fragment und durch
Einsatz des EBS-Universal Primers ein zusétzliches 254-Bp-Fragment amplifiziert werden, sodass
ein 615 Bp grof3es Fragment unter dieser Primerkombination zu erwarten war (Abbildung 4.15, A).
Dabei zeigten 24 untersuchte Klone alle ein Fragment auf der erwarteten Hohe. Fiir die zweite PCR-
Uberpriifung der spezifischen Insertion wurde die chromosomale DNA der potentiell positiven
Klone isoliert (3.7.3). Die isolierte DNA wurde dann fiir die Amplifikation des gesamten
Leserahmens des argR-Gens eingesetzt (3.7.5.2). Dabei fanden die genspezifischen forward und

reverse Primer (Tabelle 6, Anhang) Anwendung. Unter dieser Primerkombination sollte, im



Ergebnisse 59

Gegensatz zum wildtypischen 453-Bp-Fragment, bei potentiellen Mutanten ein um das Gruppe-II-
Intron vergroBertes Fragment amplifiziert werden (Abbildung 4.15, B). Von sechs getesteten
Klonen enthielten zwei einen um das Intron vergroBerten Leserahmen des Gens cac2074. Das Intron
selbst weillt eine GroBle von 1822 Bp auf, der Leserahmen des argR-Gens nur eine Grole von
453 Bp. Daher war bei der positiven Insertionsmutante ein Fragment von ca. 2275 Bp detektierbar
(Abbildung 4.15, B, Spur 2). Um zu verifizieren, dass das Gruppe-II-Intron genspezifisch und auch
nur einmal in das Chromosom inserierte, wurde eine positive Insertionsmutante zusétzlich mittels
Southern Blot (3.9) verifiziert. Bei vorhergehenden in silico-Analysen mit dem annotierten Genom
von C. acetobutylicum ATCC 824 konnte das Restriktionsenzym Eco01901 identifiziert werden,
welches je eine Schnittstelle in der Néhe des Zielgens cac2074, jedoch nicht im Gen selbst oder im
Gruppe-II-Intron aufwies. AnschlieBend wurden chromosomale DNA vom C. acetobutylicum
Wildtyp und der argR-Mutante spezifisch mit dem Restriktionsenzym Eco01901 hydrolysiert.
Folglich sollte bei der Entwicklung des Southern Blots (3.9.3) unter Verwendung der Gen-
spezifischen Sonde beim Wildtyp ein 6113 Bp grofles Fragment und bei der argR-Mutante ein
7935 Bp grof3es Fragment detektiert werden (Abbildung 4.16, A).
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Abbildung 4.16 - Verifikation der argR-Insertionsmutante durch Southern Hybridisierung.

Genomische DNA (500 ng) vom C. acetobutylicum Wildtyp und der argR92a::CT Mutante wurden mit £co01901
hydrolysiert, in einem 1 %igen Agarosegel aufgetrennt und auf eine Nylonmembran iibertragen. (A) Nachweis mit
Gen-spezifischer Sonde. (B) Nachweis mit ermRAM-spezifischer Sonde. DIG DNA Molecular Weight Marker 11
(Spur M), Positivkontrolle Gen cac2074 (Spur 1), Wildtyp-DNA (Spur 2+5), argR92a::CT-DNA (Spur 3+4),
Positivkontrolle ermRAM (Spur 6).

Die intronspezifische ermRAM-Sonde wurde zur Detektion des Gruppe-II-Introns verwendet.
Dementsprechend sollte nur bei der Mutante, nicht aber beim Wildtyp, ein Signal detektiert werden,
da nur die Insertionsmutante das Gruppe-II-Intron im Chromosom aufweisen sollte. Dabei war es
auch entscheidend nachzuweisen, dass das Gruppe-II-Intron einmalig und nicht mehrfach im
Chromosom von C. acetobutylicum inseriert vorlag. Als Positivkontrollen fiir die Sonden wurden
die jeweiligen genspezifischen PCR-Fragmente mitgefiihrt (Abbildung 4.16, B). Basierend auf den
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molekularen Analysen zeigte die argR-Mutante zweifelsfrei die angestrebte spezifische Integration
der ermRAM-Kassette in das Gen cac2074. Demnach war die ClosTron®-Mutagenese erfolgreich
und die generierte Integrante argR92a::CT konnte nachfolgend einer wachstumsphysiologischen

Charakterisierung unterzogen werden (4.3.3).

4.3.2 ArgR-Uberexpression

Zur Uberexpression des Arginin-Repressors sollte das entsprechende Gen cac2074 homolog mittels
des pT-Vektorsystems in C. acetobutylicum exprimiert werden. Der pThydA-Vektor (Abbildung 7.8,
Anhang) wurde als E. coli - C. acetobutyicum Shuttlevektor fiir die Uberexpression von Proteinen
in C. acetobutylicum entwickelt (Girbal et al. 2005). Dieser Vektor beinhaltet das Gen hydA aus
C. acetobutylicum, welches mit Hilfe der Restriktionsenzyme BamHI und Cfi91 (Xmal)
herausgeschnitten (Abbildung 4.17, A) und durch das Gen von Interesse ersetzt werden kann. Die
Proteinexpession steht dabei unter der Kontrolle des konstitutiven Thiolase-Promotors (P#;) von
C. acetobutylicum, welcher eine starke und konstante Expression wihrend des Wachstums
garantiert (Tummala et al. 1999). In dieser Arbeit der pTc-Vektor genutzt, ein Derivat des pT-
Vektors, welcher das Gen fiir eine Chloramphenicol-Resistenz trigt (Schulz 2013). Mit Hilfe einer
PCR (3.7.5.2) konnte das Gen fiir den Arginin-Repressor (cac2074) amplifiziert werden, wobei
chromosomale DNA des C. acetobutylicum Wildtyps ATCC 824 als Matrize diente (Abbildung
4.12). Das Design der dafiir verwendeten Primer erfolgte wie unter 3.7.5.1 beschrieben. Fiir den
forward-Primer wurde direkt vor dem Startkodon des Gens eine BamHI-Restriktionsschnittstelle
eingefligt. Zur Erstellung des reverse-Primers erfolgte die Einfiihrung einer Cfr9l-
Restriktionsschnittstelle. In Abbildung 4.12 ist eine erfolgreiche PCR des Gens cac2074 visualisiert.
Das spezifische PCR-Fragment mit einer erwarteten Grole von 453 Bp konnte nachgewiesen
werden. Nach der Gelelektrophorese (3.7.7.1) wurde das Fragment aus dem Agarosegel extrahiert,
aufgereinigt (3.7.7.2) und fiir die Ligation (3.7.6.3) eingesetzt.

Das fiir die Klonierung erforderliche Plasmid wurde zunéchst aus E. coli DH5a durch eine Plasmid-
Minipréparation (2.5.1.2) isoliert. AnschlieBend konnten das Insert (cac2074) und der Vektor einem
Restriktionsverdau mit Cf#91 und BamHI unterzogen werden (2.5.2.1). Der Doppelverdau des pTc-
Vektors resultierte dabei in einem 1749 Bp groBBem hydA-Fragment, sowie dem linearisierten Vektor
mit einer GroB3e von 4965 Bp (Abbildung 4.17, A).
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Abbildung 4.17 - Kontrollrestriktion rekombinanter pTc-Plasmide.

Gezeigt sind 0,8 %ige Agarosegele. Die Restriktion erfolgte mit BamHI und Cfi91 (Xmal). (A) GeneRuler™ 1 kb
DNA Ladder (Spur M), pTc::hvdA (Spur 1). (B) GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder (Spur M), pTc::argR verdaut (Spur 1),
pTc::argR unverdaut (Spur 3).

Der Vektor wurde aullerdem mit einer Phosphatase behandelt (2.5.2.2), um die Selbstligation zu
unterbinden. Das restriktierte Insert sowie der dephosphorylierte Vektor wurden nachfolgend
aufgereinigt (2.5.3) und fiir die nachfolgende Ligation (2.5.2.3) eingesetzt. Anschlieend fand die
Transformation in E. coli DH5a (2.6.3) statt, wobei eine erfolgreiche Transformation in einer
plasmidvermittelten Chloramphenicol-Resistenz resultierte. Zur Uberpriifung ausgewihlter
rekombinanter Klone wurden diese nochmals einer Plasmid-Isolation (2.5.1.2) und einer
anschlieenden Kontrollrestriktion (2.5.2.1) mit den entsprechenden Enzymen unterzogen. Die
Auftrennung der Fragmente durch eine Agarosegelelektrophorese (3.7.7.1) zeigte, ob der gewihlte
Klon ein Plasmid mit dem gewiinschten Insert enthielt. Zeigte sich im Gel neben der ca. 5000 Bp
groBen Bande fiir den Vektor auch ein ca. 450 Bp groB3es Fragment des Gens cac2074 (Abbildung
4.17, B), erfolgte eine anschlieBende Sequenzierung, um die Korrektheit der Integration zu
bestdtigen und gleichzeitig mogliche Mutationen auszuschlieBen. Wenn die erwartete DNA-
Sequenz Dbestitigt werden konnte (Abbildung 7.9, Anhang), wurden die Klone in die
Stammsammlung tberfiihrt (3.4).

Der generierte Vektor pTc::argR musste im Anschluss einer in vivo-Methylierung in E. coli ER2275
unterzogen werden (3.7.6.4), bevor er fiir die Transformation in C. acetobutylicum (3.8.3)
eingesetzt wurde. Die Uberpriifung dieser Methylierung erfolgte nach erneuter Plasmidisolierung
(3.7.2) mittels Fnu4HI- Restriktion (Abbildung 4.18, A).
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Abbildung 4.18 - Methylierung und Transformation des Plasmids pTec::argR.

Gezeigt sind 0,8 %ige Agarosegele. (A) Uberpriifung der in vivo-Methylierung der Plasmide in E. coli ER2275
durch Hydrolyse von 50 ng Plasmid-DNA mit Frnu4HI. GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder (Spur M), pTc::argR und
pAN-II methyliert (Spur 1+2), pTc::argR unmethyliert (Spur 3). (B) GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder (Spur M),
Colony-PCR von C. acetobutylicum pTc::argR mit pT-spezifischen Primern (Spur 1+2), PCR mit
C. acetobutylicum WT-DNA und pT-spezifischen Primern (Spur 3).

Abbildung 4.18 zeigt, dass die in E. coli ER2275 elektroporierten Plasmide erfolgreich methyliert
werden konnten, denn nur die Kontrolle (Abbildung 4.18, A, Spur 3) wurde von Fnu4HI erkannt
und abgebaut. Die erfolgreich methylierten Plasmide wurden fiir die Transformation in
C. acetobutylicum eingesetzt (3.8.3). Die Verifizierung rekombinanter Klone (i. d. R. ca. 50 Klone
pro 200 pl Elektroporationsansatz) erfolgte im Anschluss mittels Colony-PCR mit pT-spezifischen
Primern (Tabelle 6, Anhang). Diese Primer waren in der Lage, den in C. acetobutylicum
transformierten pTc::argR-Vektor als Matrize zu nutzen und ein 580 Bp-Fragment zu amplifizieren.
Nur Klone, die das entsprechende Plasmid aufgenommen hatten, zeigten demnach eine Bande auf
der entsprechenden Hohe im Agarosegel (Abbildung 4.18, B). Der rekombinante C. acetobutylicum
pTc::argR-Stamm (Uberexpressionsmutante) konnten anschlieBend wachstumsphysiologisch

charakterisiert (3.5) und im Hinblick auf das Wachstum unter Salzstress analysiert werden.

4.3.3 Wachstumsphysiologische Charakterisierung der argR-Mutanten

Die Insertionsmutante argR92a::CT sowie die Uberexpressionsmutante pTc::argR konnten
erfolgreich generiert und molekular bestéitigt werden (4.3.1, 4.3.2). Dem schloss sich eine
phénotypische Charakterisierung der Mutanten an. Zunédchst wurde das Wachstumsverhalten in
Batch-Kulturen mit salzfreiem Minimalmedium beschrieben. AnschlieBend erfolgte das Wachstum
in Minimalmedium mit 300 mM NaCl. Die Wachstumsverldufe vergleichend zum Wildtyp sind in
Abbildung 4.19 dargestellt.
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Abbildung 4.19 - Wachstum der C. acetobutylicum-Mutanten.

Optische Dichte bei 600 nm und pH-Wert des Wachstums (A) ohne Salz bzw. (B) mit 300 mM NaCl. 200 ml MS-
MES, Antibiotikazusatz bei argR92a::CT (Ery) und pTciargR (Chl), 130h, 37°C, n=3 (aus
Ubersichtlichkeitsgriinden wurde auf die Darstellung der Fehlerbalken verzichtet).

In Abbildung 4.19 ist gut zu erkennen, dass sich die Insertionsmutante in der exponentiellen
Wachstumsphase wie der Wildtyp verhilt. Beide Kulturen zeigten in salzfreiem Medium eine
Wachstumsrate von 0,164 h!' und traten nach ca. 21 h in die stationire Phase ein. Wihrend die
optische Dichte beim Wildtyp nach 21 h 3,7 betrug und in der stationdren Phase bis auf 4,9 nach
130 h anstiegt, zeigte sich bei der Insertionsmutante ein génzlich anderes Bild. Die maximale OD
wurde nach etwa 24 h mit 3,4 erreicht. In der stationdren Phase nahm die OD allerdings stark ab
und lag nach 130 h bei einem Wert von 0,7. Die Uberexpressionsmutante wies eine verminderte
Wachstumsrate von 0,103 h!' auf und ging erst nach ca. 33 h in die stationiire Phase iiber. Die finale
OD nach 130 h lag mit 3,1 unter der des Wildtyps, aber iiber der Insertionsmutante.

Auch bei 300 mM NaCl zeigte die Uberexpressionsmutante ein vermindertes Wachstum im
Vergleich zu den beiden anderen Stimmen. Die Wachstumsrate wéihrend der exponentiellen Phase
war sehr gering mit nur 0,057 h™!. Die finale und damit auch maximale OD erreichte hier einen Wert

von etwa 2. Im Vergleich dazu zeigten Wildtyp und Insertionsmutante ein schnelleres Wachstum.
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Die Insertionsmutante wies dabei jedoch eine etwas hohere Wachstumsrate von 0,179 h’!
vergleichend zum Wildtyp mit 0,147 h™! auf. Die maximale OD erreichte die Insertionsmutante mit
2,5 nach etwa 24 h. Wihrend der stationdren Phase sank die OD wieder ab und erreichte einen
finalen Wert von 1,7. Der Wildtyp zeigte bei 300 mM NaCl-Stress am Ende des
Wachstumsversuches einen leichten Anstieg der OD, sodass die finale und damit maximale OD
nach 130 h bei 2,4 lag. Allgemein zeigte sich ein vermindertes Wachstum der
Uberexpressionsmutante im Vergleich zum Wildtyp, sowohl mit als auch ohne Salzstress. Die
Insertionsmutante hingegen zeigte interessanterweise bei 300 mM NaCl im Medium ein etwas
schnelleres Wachstum als in salzfreiem Medium. Auch konnte unter Salzstress kein so starker
Riickgang der optischen Dichte beobachtet werden, wie es bei salzfreiem Medium der Fall war.
Hinsichtlich des pH-Wert-Verlaufes zeigte die Uberexpressionsmutante Ahnlichkeiten zum Wildtyp.
Wihrend der exponentiellen Wachstumsphase sank der pH-Wert in salzfreiem Medium von 5,28
auf 4,66 ab, nahm tiber die Zeit der stationdren Phase wieder zu und erreichte nach 130 h einen Wert
von 4,75. Der pH-Wert der Wildtypkultur sank von einem Ausgangswert von 5,24 in der
exponentiellen Phase auf 4,7 ab, stiegt dann wéhrend der stationdren Phase leicht an und erreichte
am Ende des Wachstumsversuches einen Wert von 4,76. Auch bei der Insertionsmutante zeigte sich
in salzfreiem Medium wihrend der exponentiellen Wachstumsphase ein Absinken des pH-Wertes
von 5,24 auf zunédchst 4,7. Nach einem kurzen Ansteigen des pH-Wertes zu Beginn der stationdren
Phase sank dieser jedoch anschlieend weiter ab und erreichte nach 130 h einen Wert von 4,47. Die
Zugabe von 300 mM NaCl zum Wachstumsmedium hatte beim Wildtyp ein etwas stirkeres
Absinken des pH-Wertes zur Folge. Von 5,14 sank der Wert wihrend der exponentiellen
Wachstumsphase auf 4,68 ab. Uber die stationiire Phase blieb der pH-Wert groBtenteils auf diesem
Niveau und erreichte am Ende des Wachstums einen Wert von 4,64 zu verzeichnen. Im Gegensatz
dazu zeigte die Insertionsmutante ein schnelleres Absinken des pH-Wertes von 5,24 auf 4,58 nach
19 h. Nachfolgend stieg der pH-Wert dieser Kultur wieder an, sodass am Ende des
Wachstumsversuches wie beim Wildtyp ein Wert von 4,64 detektiert werden konnte. Bei der
Uberexpressionsmutante war der pH-Wert auch unter Salzstress stets hoher als der des Wildtyps.
Ausgehend von 5,17 sank der pH-Wert wéhrend des exponentiellen Wachstums auf 4,75 und auch
wihrend der stationdren Phase war ein weiteres Absinken des pH-Wertes zu verzeichnen, sodass
nach 130 h ein Wert von 4,7 erreicht wurde.

Der Verlauf des pH-Wertes resultierte aus den von C. acetobutylicum gebildeten
Fermentationsprodukten, die mittels Gaschromatographie (3.5.5) detektiert werden konnten. Die
Unterschiede im Fermentationsspektrum der Mutanten vergleichend zum Wildtyp, sowie unter
Salzstress sind in Abbildung 4.20 und Abbildung 4.21 aufgezeichnet.
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Abbildung 4.20 - Bildung der Siuren der C. acetobutylicum-Mutanten.

Saureproduktion in salzfreiem Medium (A-C) und in Medium mit 300 mM NaCl (D-E). (A) und (D) Wildtyp. (B)
und (E) argR92a::CT. (C) und (F) pTc::argR. 200 ml MS-MES, Antibiotikazusatz bei argR92a::CT (Ery) und
pTc::argR (Chl), 130 h, 37 °C, n = 4 (aus Ubersichtlichkeitsgriinden wurde auf die Darstellung der Fehlerbalken
verzichtet).

Die Analyse der Fermentationsprodukte vom Wildtyp in salzfreiem Medium, sowie bei 300 mM
NaCl wurden bereits unter 4.1 ausfiihrlich erldutert. Zusammenfassend zeigte sich beim Wildtyp
ohne NaCl-Zugabe (Abbildung 4.20, A) die Abnahme der Acetatkonzentration von ca. 51 mM auf
21 mM sowie eine Butyratproduktion bis zu 21 mM in der exponentiellen Wachstumsphase und
deren Riickgang auf 6 mM im weiteren Wachstumsverlauf. Unter 300 mM Salzstress (Abbildung
4.20, D) zeigte der Wildtyp eine erhohte Konzentration und verminderte Reassimilation der Sauren.
Die Butyratproduktion erreichte nach der exponentiellen Phase eine Konzentration von 25 mM.
Ohne den FEinfluss von Salzstress zeichnete sich die Insertionsmutante durch eine schnellere
Acetatabnahme innerhalb der Transitionsphase im Vergleich zum Wildtyp aus (Abbildung 4.20, B).
Von 55 mM fiel die Konzentration bereits nach 60 h Wachstum auf 21 mM ab und blieb bis zum
Ende des Versuches nach 130 h auf diesem Niveau. Butyrat wurde in der exponentiellen Phase bis
zu 18 mM gebildet und nachfolgend ebenfalls sehr rasch wieder reassimiliert, sodass es wiahrend
der Transitionsphse nicht mehr detektiert werden konnte. Nach etwa 60 h stieg die
Butyratkonzentration wieder leicht an und erreichte nach 130 h einen Wert von 5 mM. Die Zugabe
von 300 mM NaCl zum Wachstumsmedium fiihrte auch bei der Insertionsmutante zu einer erhohten

Konzentration und verminderten Reassimilation der Sduren (Abbildung 4.20, E). Die
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Acetatkonzentration sank wéhrend der stationdren Phase von 60 mM auf 55 mM ab. Wéhrend der
exponentiellen Wachstumsphase konnten 17 mM Butyrat produziert werden, die wéhrend der
stationdren Phase nur teilweise reassimiliert wurden, sodass nach 130 h noch 15 mM Butyrat im
Medium detektiert werden konnten. Beim Vergleich der Uberexpressionsmutante mit dem Wildtyp
zeigte sich im Allgemeinen eine geringere Acetatkonzentration, sowohl in salzfreiem (Abbildung
4.20, C), als auch in salzhaltigem Medium (Abbildung 4.20, F). Diese lag ohne NaCl zwischen
46 und 42 mM und bei 300 mM NaCl zwischen 43 mM und 41 mM. Hinsichtlich der
Butyratproduktion verhielt sich die Uberexpressionsmutante wie der Wildtyp. In der exponentiellen
Phase konnten in salzfreiem Medium 20 mM Butyrat produziert werden, die wieder wihrend der
stationdren Phase aufgenommen wurden, sodass eine Endkonzentration von 8 mM detektiert
werden konnte. Unter 300 mM NaCl-Zugabe zeigte sich ein dhnlicher Verlauf. Es wurden zunichst
etwa 17 mM Butyrat gebildet, die dann teilweise wieder reassimiliert wurden, bis nach 130 h noch

11 mM Butyrat im Medium vorlagen.
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Abbildung 4.21 - Bildung der Losungsmittel der C. acetobutylicum-Mutanten.

Losungsmittelproduktion in salzfreiem Medium (A-C) und in Medium mit 300 mM NaCl (D-E). (A) und (D)
Wildtyp. (B) und (E) argR92a::CT. (C) und (F) pTc::argR. 200 ml MS-MES, Antibiotikazusatz bei argR92a::CT
(Ery) und pTc::argR (Chl), 130 h, 37 °C, n = 4 (aus Ubersichtlichkeitsgriinden wurde auf die Darstellung der
Fehlerbalken verzichtet).

Die Unterschiede der Losungsmittelbildung der Mutanten vergleichend zum Wildtyp, sowie unter
Salzstress sind in Abbildung 4.21 aufgezeichnet. Abbildung 4.21 A) verdeutlicht, dass beim Wildtyp
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nach ca. 17 h Wachstum setzte die Solventogenese einsetzte, in der 150 mM Aceton, 230 mM
Butanol und 80 mM Ethanol gebildet wurden. Die Produktion der Losungsmittel fiel bei 300 mM
NaCl sehr gering aus, sodass nur Konzentrationen von 49 mM Butanol, 41 mM Aceton und 14 mM
Ethanol erreicht werden konnten.

Die Insertionsmutante zeigte den groBten Unterschied zum  Wildtyp bei der
Losungsmittelproduktion, die hier schon nach 13 h einsetzte. Bereits in salzfreiem Medium
(Abbildung 4.21, B) konnten mit 186 mM Aceton, 270 mM Butanol und 86 mM Ethanol wesentlich
hohere Mengen produziert werden als beim Wildtyp. Auch unter 300 mM Salzstress (Abbildung
4.21, E) wurden schon nach 13 h die ersten Losungsmittel detektiert. So produzierte die
Insertionsmutante mit 179 mM Aceton, 194 mM Butanol und 54 mM Ethanol die vierfache Menge
an Losungsmitteln unter Salzstress, verglichen mit dem Wildtyp. Bei der Uberexpressionsmutante
war die Losungsmittelbildung ohne Salzstress im Vergleich zum Wildtyp vermindert (Abbildung
4.21, C). Sie setzte erst nach 33 h Wachstum ein und produzierte in salzfreiem Medium 179 mM
Aceton, 194 mM Butanol und 54 mM Ethanol. Damit war nur dic Endkonzentration von Aceton
etwas hoher als die des Wildtyps. Unter Salzstress zeigte auch die Uberexpressionsmutante einen
Riickgang der Losungsmittel-produktion und erreichte Endkonzentrationen wie der Wildtyp
(Abbildung 4.21, F). Es konnten nach 130 h Wachstum 67 mM Aceton, 63 mM Butanol und 13 mM
Ethanol detektiert werden.
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Abbildung 4.22 - Finales Produktspektrum der C. acetobutylicum-Mutanten.

Fermentationsprodukte nach 130 h Wachstum in salzfreiem Medium (A) und mit 300 mM NaCl (B). 200 ml MS-
MES, Antibiotikazusatz bei argR92a::CT (Ery) und pTc::argR (Chl), 130 h, 37 °C, n = 4, Dunnett's multiple
comparison (* p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; **** p <0,0001).

Abbildung 4.22 veranschaulicht noch einmal die finale Konzentration der Fermentationsprodukte
nach 130h Wachstum. Die argR-Insertionsmutante zeigte eine signifikant erhdhte
Losungsmittelbildung im Vergleich zum Wildtyp, sowohl in salzfreiem als auch in Medium mit
300 mM NaCl. Im Gegensatz dazu konnte bei der Uberexpressionsmutante in salzfreiem Medium

eine signifikant verminderte Butanolkonzentration detektiert werden.
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Abbildung 4.23 - Losungsmittelproduktivititen der C. acetobutylcum-Mutanten.

(A) Glukoseverbrauch, (B) Losungsmittelertrag, (C) Produktivitdt und (D) spezifische Produktivitit beim
Wachstum der Insertionsmutante argR92a::CT und der Uberexpressionsmutante pTc::argR im Vergleich zum
Wildtyp ohne NaCl bzw. mit 300 mM NaCl. 200 ml MS-MES, Antibiotikazusatz bei argR92a::CT (Ery) und
pTc::argR (Chl), 130 h, 37 °C, n = 3, Dunnett's multiple comparison (* p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001;
#xx% 1 < (0,0001, aus Ubersichtlichkeitsgriinden wurde bei A auf die Darstellung der Fehlerbalken verzichtet).

Abbildung 4.23 visualisiert die Produktivitdten der Mutanten im Vergleich zum Wildtyp. Allgemein
zeigte sich auch bei den beiden Mutanten eine negative Auswirkung von 300 mM Salzstress auf die
Produktivititen, welcher bei der Insertionsmutante jedoch nicht so stark ausfiel, wie beim Wildtyp.
Es zeigte sich, dass vor allem diese Mutante in salzfreiem Medium und auch bei 300 mM NaCl
wesentlich hohere Losungsmittelproduktivititen als der Wildtyp aufwies. Vor allem die
biomassespezifische Produktivitit erreichte bei der Insertionsmutante in salzfreiem Medium im
Vergleich zum Wildtyp das bis zu 16-Fache.

Die Uberexpressionsmutante zeigte eine dhnliche Produktivitit wie der Wildtyp. Unterschiede
bestanden in einer geringeren Butanolproduktivitdt in salzfreiem Medium, bzw. in einer leicht
erhohten Ethanolproduktivitit unter Salzstress. Allerdings konnte diese Mutante sowohl in
salzfreiem Medium, als auch unter Salzstress, eine hohere biomassespezifische Produktivitit
erreichen als der Wildtyp.
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Hinsichtlich des Ertrages wiesen die Mutanten allgemein hohere Werte nach 130 h auf, als der
Wildtyp. Dabei zeigte vor allem die Insertionsmutante Ertrédge von 0,227 g Aceton, 0,395 g Butanol
und 0,105 g Ethanol je Gramm Glukose auf, die sich nach der Zugabe von 300 mM NaCl zum
Wachstumsmedium hinsichtlich Butanols und Ethanol sogar noch erhéhten. So wurden noch 85 %
(0,193 g/g Glukose) des urspriinglichen Acetonertrages erreicht, aber der Butanol- (0,411 g/g
Glukose) und Ethanolertrag (0,113 g/g Glukose) stiegen auf ca. 104 % bzw. 109 % an. Auch bei der
Uberexpressionsmutante konnte beziiglich des Ethanolertrages eine Steigerung unter Salzstress
festgestellt werden.
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Abbildung 4.24 - Intrazellulire Prolin-Konzentration der Insertionsmutante.

Intrazelluldrer Prolin-Gehalt nach Wachstum von C. acetobutylicum und argR92a::CT bzw. B. subtilis 168 in
Minimalmedium mit oder ohne Zugabe von 300 mM NaCl, n > 4, Holm-Sidak's multiple t-test (¥**** p < 0,0001).

Um eine mogliche Verkniipfung von Arginin- und Prolin-Biosynthese zu iiberpriifen, wurde der
intrazelluldre Prolin-Gehalt der Insertionsmutante bestimmt (3.6.3). Dabei zeigte sich eine
signifikante ~ Erhéhung des Prolin-Pools der Mutante, sowohl unter normalen
Wachstumsbedingungen, als auch unter Salzstress im Vergleich zum Wildtyp (Abbildung 4.24). Die
Insertionsmutante wies beim Wachstum ohne Salzstress eine intrazelluldre Prolin-Konzentration
von 8,7 umol/g TM auf. Somit war selbst ohne Salzstress die Prolin-Konzentration um ein
Vierfaches hoher als beim Wildtyp. Die Zugabe von 300 mM NaCl zum Wachstumsmedium
resultierte in einer weiteren Erhhung des Prolin-Gehaltes auf 20 pmol/g TM, was etwa eine 20-
fache Steigerung verglichen mit dem Wildtyp ausmacht.
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Abbildung 4.25 - Makroskopischer Vergleich von Insertionsmutante und Wildtyp.

Dargestellt ist die Insertionsmutante argR92a::CT vergleichend zum Wildtyp ATCC 824. (A) Biofilmbildung in
CGM ohne NaCl nach 24 h. (B) Koloniemorphologie auf CGA ohne NaCl nach 24 h. (C) Wachstum und Clumping
in MS-MES ohne NaCl nach 48 h. Antibiotikazusatz bei argR92a::CT (Ery).

Eine weitere Besonderheit zeigte die Insertionsmutante bei der morphologischen Betrachtung des
Wachstums (Abbildung 4.25). Beim Wachstum in fliissigem Komplexmedium (Abbildung 4.25, A)
zeigte die Mutante nach 24 h vermehrte Biofilmbildung an den Hungatewidnden. In
Minimalmedium (Abbildung 4.25, B) war nach ca. 28 h ein clumping-Effekt bei der
Insertionsmutante zu beobachten, was ein starkes Absinken der optischen Dichte im Verlauf der
stationdren Phase zur Folge hatte. Auch die Koloniemorphologie von der Insertionsmutante
unterschied sich deutlich von der des Wildtyps. Wihrend der Wildtyp auf CGM-Agar kleine,
glanzende gelbliche Kolonien bildete, zeigten die weillichen Kolonien der Mutante eine eher matte
Oberfldche und einen dreifach groBeren Durchmesser. Auffallend war auch der glinzende Rand der

Mutantenkolonien, der scheinbar von einem Kanalgeflecht durchzogen war.

4.4 Transkriptomanalyse von C. acetobutylicum unter Salzstress

Die Insertionsmutante argR92a::CT konnte erfolgreich generiert und molekular bestétigt werden
(4.3.1). Mittels RNA-Seq-Analysen (3.7.4) sollten nachfolgend die theoretisch vorhergesagten
Auswirkungen der Inaktivierung des Arginin-Repressors (4.3) auf Transkriptomebene vergleichend
zum Wildtyp tliberpriift und gegebenenfalls bestitig werden. Auch die Aufdeckung weitere Effekte
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des metabolic engineerings auf Gene aullerhalb des Arginin-Stoffwechsels konnte damit ermdglicht
werden. Der Fokus lag dabei vor allem auf den Verdnderungen des Transkriptoms von Wildtyp und

Insertionsmutante unter Salzstresseinfluss.

4.4.1 Enrichment-Analysen mittels STRING

Fiir einen ersten Uberblick iiber die Gesamtheit des Transkriptoms von Wildtyp und
Insertionsmutante kam die STRING-Datenbank (https://string-db.org/, Szklarczyk et al. 2019) zum
Einsatz. Diese Datenbank ist eine Sammlung aller 6ffentlich zugénglichen Informationen zu
Protein-Protein-Interaktionen und ermoglicht, diese zu bewerten und durch rechnerische
Vorhersagen zu erginzen. So konnte der gesamte RNA-Seq-Datensatz als ein globales Netzwerk
der direkten (physikalischen) und indirekten (funktionellen) Interaktionen visualisiert werden.
Enrichment-Analysen und ein hierarchisches Clustering ermoglichen nachfolgend die
Hervorhebung von statistisch signifikanten Stoffwechselwegen und funktionellen Subsystemen im
Interaktionsnetzwerk. Allerdings waren einige Gene des pSOL1-Plasmids nicht in der STRING-
Datenbank implementiert, weswegen diese bei den Analysen nicht mit einbezogen werden konnten.
Die funktionelle Interpretation der Enrichment-Analysen erfolgte iiber die Gene Ontology (GO)
Klassifizierung, bei der die Genprodukte entsprechend der molekularen Funktion und der
zugehorigen biologischen Prozesse kategorisiert werden (Tabelle 11, Anhang). Mittels REVIGO
(http://revigo.irb.hr/, Supek et al. 2011) wurden redundante GO-Klassen entfernt und die
verbleibenden  Kategorien  graphisch  dargestellt. = Die  Enrichment-Analyse  des
Salzstresstranskriptoms von C. acetobutylicum ist in Abbildung 4.26 visualisiert.
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Abbildung 4.26 - Enrichment-Analyse des Salzstress-Transkriptoms von C. acetobutylicum.

Visualisierung nicht-redundanter GO-Kategorien mittels REVIGO (semantische Ahnlichkeit < 0,7). Die
zugrundeliegende Gene (Transkriptlevel erhoht, rot; verringert, griin; heterogen, gelb) wurden generellen (grof3e
Kreise) bzw. spezifischen (kleine Kreise) Kategorien zugeordnet, wobei Verbindungen zwischen Kategorien tiber
Linien angezeigt werden.

Vor allem die Aminosdure-Biosynthesewege traten bei C. acetobutylicum unter Salzstresseinfluss
mit signifikanter Haufigkeit auf. Dabei wiesen die dazugehdrigen Gene sowohl erhdhte, als auch
verringerte Transkriptlevel auf (Abbildung 7.12, Anhang). Die Biosynthesegene der aromatischen

Aminoséuren, insbesondere Tryptophan, zeigten die hochsten Transkriptlevel. Im Gegensatz dazu
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waren die Biosynthesegene der Glutamin-Familie, hier vor allem Arginin, durch verringerte
Transkriptlevel gekennzeichnet. Auch die Cobalamin-Biosynthese =zédhlte zu den hiufig
auftretenden Stoffwechselwegen und unter Salzstress zeigten die entsprechenden Gene verminderte
Transkriptlevel. Hohe Transkriptlevel sind vor allem in den Klassen des lonentransports zu finden.
Besonders die Cluster des anorganischen lonentransports, gekoppelt mit der ATP-Synthese zeigen
eine Anreicherung unter Salzstress. Dazu zdhlten zum einen die Gene des kdpABC-Systems, welche
fiir den Kaliumimport zustandig ist. Zum anderen waren in dieser Gruppe zahlreiche protonen- bzw.
natriumabhéingige ATP-Synthasen, sowie ABC-Transporter zu finden. Auch die Phospholipid-
Biosynthese zéhlte zu den signifikant angereicherten GO-Klassen, wobei Gene mit erhdhten und
verringerten Transktriptleveln in dieser Kategorie zu finden waren.

Bei der Insertionsmutante zeigte sich unter Salzstress eine grofe Anzahl an signifikant
angereicherten Stoffwechselwegen, weshalb eine geringere semantische Ahnlichkeit zur
Entfernung redundanter Kategorien gewahlt wurde (Abbildung 4.27).
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Abbildung 4.27 - Enrichment-Analyse des Salzstress-Transkriptoms der Insertionsmutante.

Visualisierung nicht-redundanter GO-Kategorien mittels REVIGO (semantische Ahnlichkeit < 0,4). Die
zugrundeliegende Gene (Transkriptlevel erhoht, rot; verringert, griin; heterogen, gelb) wurden generellen (grof3e
Kreise) bzw. spezifischen (kleine Kreise) Kategorien zugeordnet, wobei Verbindungen zwischen Kategorien iiber
Linien angezeigt werden.

Das einzige Gencluster mit verstirkter Transkription unter Salzstress war hier die Tryptophan-
Biosynthese (Abbildung 7.12, Anhang). Alle weiteren Stoffwechselwege wiesen verminderte
Transkriptlevel der entsprechenden Gene auf. Dazu zdhlte zum einen die GO-Kategorien des
Anionentransports und der dazugehorigen ATP-Synthese. Wie beim Wildtyp waren auch hier z. B.
das kdpABC-System und die ATP-Synthasen in dieser Kategorie vertreten, wobei sie bei der
Insertionsmutante unter Salzstress allerdings verminderte Transkriplevel aufwiesen. Innerhalb der
Cofaktor-Biosynthese waren vor allem Gene der Cobalamin- und Biotin-Biosynthese zu finden.
Viele Gene aus dieser Kategorie zéhlten auSerdem zum Kohlenhydrat-Stoffwechsel, wie z. B. die
Gene der Glykolyse. Auffallend waren auch die signifikant angereicherten GO-Kategorien
Genexpression, Translation und Protein-Metabolismus. Alle diese Kategorien beinhalten die Gene
des Nukleotidstoffwechsels, besonders die der Purin- und Pyrimidin-Biosynthese, welche

durchgehend niedrige Transkriptlevel unter Salzstress zeigten.
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Neben den einzelnen Salzstressantworten von Wildtyp und Mutante sollten auch die Auswirkungen
der Inaktivierung des Arginin-Repressors visualisiert werden. Dafiir wurden die Transkriptlevel der
Gene des Wiltyp denen der Insertionsmutante gegeniibergestellt. Der Vergleich der Transkriptome
ohne Stresseinwirkung resultierte in einer grolen Anzahl signifikant angereicherter GO-Klassen,
sodass bei REVIGO eine maximale semantische Ahnlichkeit von 0,4 zur Redundanzberechnung
eingestellt wurde. Die entsprechenden GO-Kategorien sind in Abbildung 4.28 dargestellt.
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Abbildung 4.28 - Enrichment-Analyse des Transkriptoms von Insertionsmutante im Vergleich zum
Wildtyp.

Visualisierung nicht-redundanter GO-Kategorien mittels REVIGO (semantische Ahnlichkeit <0,4). Die
zugrundeliegende Gene (Transkriptlevel erhoht, rot; verringert, griin) wurden generellen (grofe Kreise) bzw.
spezifischen (kleine Kreise) Kategorien zugeordnet, wobei Verbindungen zwischen Kategorien iiber Linien
angezeigt werden.

Vor allem die Aminosédure-Biosynthese ist bei der Insertionsmutante im Vergleich zum Wildtyp mit
wesentlich hoheren Transkriptleveln vertreten. Die Biosynthesen von Arginin, Tryptophan und
Histidin waren dabei besonders angereichert. Auch die GO-Kategorien des Anorganischen
Ionentransports zeigten neben dem Kaliumtransportsystem kdpABC und den Genen zur protonen-
bzw. natriumabhéngigen ATP-Synthese auch einige ABC-Transporter zur Aminosdureaufnahme.
Das Cluster des Butyratmetabolismus und der Stoffwechselprozesse organischer
Hydroxyverbindungen zeigten ebenfalls eine signifikante Anreicherung mit erhdhten
Transkriptleveln. Diese GO-Kategorien umfassen hier vor allem die Gene zur Synthese von Butyrat
und dessen Umwandlung zu Butanol. Als einzige angereicherte Kategorie mit einer verringerten
Transkription war hier die Reaktion auf toxische Substanzen zu detektieren (Abbildung 7.12,
Anhang).

Des Weiteren sollten die Unterschiede der Salzstressantworten von Insertionsmutante vergleichend
zum Wildtyp analysiert werden. Dafiir erfolgte die Gegeniiberstellung der Transkriptlevel unter
Salzstresseinwirkung (Abbildung 4.29).
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Abbildung 4.29 - Enrichment-Analyse des Salzstress-Transkriptoms von Insertionsmutante im Vergleich
zum Wildtyp

Visualisierung nicht-redundanter GO-Kategorien mittels REVIGO (semantische Ahnlichkeit <0,7). Die
zugrundeliegende Gene (Transkriptlevel erhoht, rot; verringert, griin; heterogen, gelb) wurden generellen (grof3e
Kreise) bzw. spezifischen (kleine Kreise) Kategorien zugeordnet, wobei Verbindungen zwischen Kategorien iiber
Linien angezeigt werden.

Im Vergleich zum Wildtyp enthielt das Salzstresstranskriptom der Insertionsmutante signifikant
auftretende Stoffwechselwege, wobei vor allem Aminosdure-Biosynthesen erhohte Transkriptlevel
aufwiesen. Insbesondere die Arginin- und Tryptophan-Biosynthese zeigte hohe Transkriptlevel und
eine starke Anreicherung. Auch die Gene der Cobalamin-Biosynthese gehorte zu den angereicherten
Stoffwechselwegen. Die Transkriptlevel dieser Klassen waren bei der Insertionsmutante im
Vergleich zum Wildtyp auch unter Salzstress erhoht (Abbildung 7.12, Anhang). Auch Gene der
RNA-Stoffwechselprozesse lagen in den Clustern RNA-Modifizierung und tRNA-Prozessierung
mit signifikanter Hiufigkeit im Transkriptom vor.

4.4.2 Klassifikation der differentiell exprimierten Gene

Neben einer Gesamtiibersicht iiber die generierten Transkriptome und den signifikant
angereicherten Stoffwechselwegen, sollten zur Auswertung auBerdem die differentiell exprimierten
Gene (DEGs) betrachtet werden. Diese Gene zeigten eine log2-fache Anderung der Expression von
> 2,0 bzw. <-2,0, einen Wahrscheinlichkeitswert von > 0,9 und einem angepassten P-Wert von
<0,05. Die Einteilung der DEGs erfolgte iliber die COG-Klassifikation (Cluster of Orthologous
Groups, COG) fiir Proteine, welche einen funktionellen Uberblick iiber die Produkte der DEGs
erlaubt (Tatusov et al. 2000, Tabelle 11, Anhang). Die Transkriptverdnderungen einiger Gene
ausgewahlter COG-Klassen sind aulerdem in Abbildung 7.12 (Anhang) zu finden.

C. acetobutylicum besitzt 3848 proteinkodierenden Gene, wovon sich 3672 auf dem Chromosom
und 176 auf dem Megaplasmid pSOL1 befinden. Die Kultivierung des Wildtyps in Medium mit
300 mM NacCl verdnderte die Transkription von 369 Genen, wobei 154 DEGs eine erhohte und
215 DEGs eine Reduktion der Expression zeigten (Abbildung 4.30).
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Abbildung 4.30 - DEGs des Salzstress-Transkriptoms von C. acetobutylicum.

Die DEGs wurden nach dem COG-Klassifikationsschema gruppiert und als prozentualer Anteil zur Gesamtanzahl
der DEGs visualisiert.

Die grofften Verdnderungen traten innerhalb des COGG (Kohlenhydrattransport
und -metabolismus, 10 % der hochregulierten bzw. 7 % der herunterregulierten Gene) auf.
Innerhalb der dort 10 % hochregulierter DEGs konnten vor allem Phosphotransferase-Systeme fiir
verschiedene Zucker, sowie biofilmrelevante Gene zur EPS-Bildung identifiziert werden. Zu
letzteren zdhlt auch die Betamannanase (cac0332), welche die stirkste Erhohung der
Transkriptmenge unter Salzstress aufwies. Auch in den Gruppen E (Aminosduretransport
und -metabolismus, 7 % bzw. 7 %) und H (Coenzymtransport und -metabolismus, 1 % bzw. 9 %)
war eine erhohte Anzahl an DEGs zu verzeichnen. Vor allem in Gruppe E konnten unter Salzstress
einer erhohte Transkriptmenge von Aminosdure- und ABC-Transportergenen detektiert werden.
Dabei waren insbesondere die Transkriptlevel des Prolin/GB ABC-Transportsystems (cac2849-50)
unter Salzstress bis zu 20fach erhoht. Des Weiteren zéhlte das Oligopeptid-Transportersystem Opp
(cac3641-44) zu den ABC-Transportern mit bis zu sechsfach erhohten Transkriptleveln. Auch die
Tryptophan-Synthase (cac3157-58), welche fiir die Bildung von Tryptophan aus Serin und Indol
verantwortlich ist, zeigte unter Salzstress eine achtfache Erhohung der Transkriptmenge.
Interessanterweise fielen die Transkriptlevel von einem Grofteil der Arginin-Biosynthesegene
(argBD, argF/I, argGH) unter Salzstress zwischen vier- bis siebenfach niedriger aus. Die in der
Gruppe H zwischen flinf- bis achtfach herunterregulierten Gene konnten der Cobalamin-
Biosynthese zugeordnet werden. Auch in Gruppe R (Nur allgemeine Funktionsvorhersage) waren
7 % der herunterregulierten DEGs zu finden. Neben dieser Gruppe, mit nur bedingt annotierten
Genfunktionen, kodierte der grofSte Teil (55 % der hochregulierten Gene und 35 % der
herunterregulierten Gene) fiir Proteine, deren Funktion bisher noch nicht beschrieben bzw. einem

COG zugeordnet werden konnte. Die am stirksten verminderten Transkriptlevel traten bei Genen
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der Stickstoff-Fixierung (cac0253-57) auf, wobei das Level der Nitrogenase-Transkripte um das
mehr als 30-Fache niedriger war.

Bei der Insertionsmutante zeigten sich unter Salzstress insgesamt 118 DEGs, von denen 48 DEGs
erhohte und 70 DEGs verminderte Transkriptlevel aufwiesen (Abbildung 4.31).
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Abbildung 4.31 - DEGs des Salzstress-Transkriptoms von der Insertionsmutante.

Die DEGs wurden nach dem COG-Klassifikationsschema gruppiert und als prozentualer Anteil zur Gessamtanzahl
der DEGs visualisiert.

Die groBten Verdnderungen traten innerhalb der COGs T (Mechanismen der Signaltransduktion,
2% bzw. 9%), E (Aminosduretransport und -metabolismus, 13 % bzw. 26 %) und P
(Anorganischer Ionentransport und -stoffwechsel, 13 % bzw. 14 %) auf. Doch auch hier waren die
Gene ohne annotierte COG-Klassifikation die grofite Gruppe (33 % der hochregulierten Gene und
26 % der herunterregulierten Gene). Erhohte Transkriptlevel zeigten in Gruppe E Gene der
Aminosdure- und ABC-Transporter. Dabei waren auch hier die des Prolin/GB ABC-
Transportsystems (cac2849, cac2850) unter Salzstress 10fach erhoht. Ebenso konnte das
Oligopeptid-Transportersystem Opp (cac3641-44) mit vierfach erhohten Transkriptmengen
detektiert werden. Innerhalb der Gruppe P waren erhohte Level von ABC-Transportergenen zu
finden, besonders ein Natrium/Protonen/Kalium-Antiporter (cac0444) zeigte unter Salzstress eine
20fach erhohte Transkriptmenge. Zu den am stirksten verminderten Gentranskripten zdhlten zum
einen die der Stickstoff-Fixierung (cac0253-57) der Gruppe T und P, insbesondere die
Nitrogenasegene der Gruppe P. Zum anderen zeigten die DEGs der Gruppe E eine starke
Verringerung ihrer Transkriptlevel, wozu die Gene des Ethanolaminabbaus (cac2717-19), sowie an
der Membranhomoostase beteiligen ABC-Transporter (cac3634, cac3637-38) zéhlten.
Interessanterweise zeigte auch ein putativer Arginin-ABC-Transporter (cac0376-78) unter

Salzstress um bis zu sechsfach verminderte Transkriptlevel.
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Abbildung 4.32 - DEGs des Transkriptoms von der Insertionsmutante verglichen zum Wildtyp.

Die DEGs wurden nach dem COG-Klassifikationsschema gruppiert und als prozentualer Anteil zur Gessamtanzahl
der DEGs visualisiert. Insertionsmutante im Vergleich zum Wildtyp ohne Stress bzw. mit 300 mM NaCl-Stress.

Neben dem Einfluss von Salzstress auf die Verdnderung der Genexpression war es auch ein Ziel,
den Einfluss der argR-Inaktivierung auf das Transkriptom zu untersuchen. In Bezug zum Wildtyp
zeigte die Insertionsmutante insgesamt 541 DEGs, wovon 110 DEGs erhohte und 431 DEGs
verminderte Transkriptlevel aufwiesen (Abbildung 4.32, A). Dabei traten die grofiten
Verdnderungen in den COGs T (Mechanismen der Signaltransduktion, 7 % der hochregulierten bzw.
3 % der herunterregulierten Gene), G (Kohlenhydrattransport und -metabolismus, 18 % bzw. 9 %),
E (Aminosduretransport und -metabolismus, 10 % bzw. 2 %), M (Zellwand/Membran/Hiillen-
Biogenese, 5 % bzw. 7 %), N (Zellmotilitét, 8 % bzw 0,2 %) und P (Anorganischer Ionentransport
und -stoffwechsel, 6 % bzw. 4 %) auf. Zu den hochregulierten Genen der Gruppe T und N zéhlten
neben allgemeinen Stresssensorproteinen (cac/412-13), vor allem Chemotaxis- und Flagellingene.
In den Gruppen G und M fanden sich insbesondere erhohte Transkriptlevel bei den
biofilmrelevanten EPS-Genen und Phosphotransferase-Systemen. Dazu zdhlte z. B. die bereits
erwiahnte Betamannanase (cac0332) mit einem 16fach erhohten Transkriplevel. Die Gene des
Ammonium- und Stickstoff-Metabolismus der Gruppe P waren auch bei der Insertionsmutante
vergleichend zum Wildtyp hochreguliert. Innerhalb der Gruppe P fanden sich aulerdem auch DEGs
des Cationen-Effluxes (cacl094, cac2137) mit stark verminderten Transkriptmengen.
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Das Salzstresstranskriptom der Insertionsmutante verglichen mit dem des Wildtyps offenbarte
Unterschiede in den jeweiligen Salzstressantworten (Abbildung 4.32, B). So zeigte die
Insertionsmutante unter Salzstress stark erhohte Transkriptlevel der Flagellingene (caci555,
cacl634) und des Kationen-Effluxes (cac3444, cac3295). Die grofite Verdnderung der
Transkriptmengen trat in den COG-Klassen E (Aminosduretransport und -metabolismus, 15 % der
hochregulierten bzw. 2 % der herunterregulierten Gene), G (Kohlenhydrattransport und
-metabolismus, 6 % bzw. 8 %), M (Zellwand/Membran/Hiillen-Biogenese, 4 % bzw. 8 %) und I
(Lipidtransport und -stoffwechsel, 9 % bzw. 1 %) auf. Innerhalb der Klasse E fielen besonders die
Gene der Arginin- (argF/I, argGH, argBD, argCJK, carAB, argJ2) und Tryptophan-Biosynthese
(cac3158-52 = trpBFCD, pabA) mit zwei- bis vierfach erhohten Transkripleveln auf. Zur COG-
Klasse G zdhlten im Bereich der Gene mit sech- bis achtfach verringerten Transkriptleveln
zahlreiche Phosphotransferasesysteme fiir die Aufnahme von z. B. Fruktose (cacl457-59) oder
Lactose (cac2964-65), sowie andere Kohlenhydrat-ABC-Transporter (cac0662-66). Bis zu
sechsfach erhohte Transkriptlevel zeigten in dieser Gruppe putative Glycosyltransferasen (cacl997,
cac2007)und Zellwandenzyme (cac1079, cac2807). Interessanterweise zahlten auch zu den Genen
mit niedrigeren Transkriptleveln in Gruppe M zahlreiche Glycosyltransferasen (cac3049-52,
cac2907, cac2911) und zellwandassoziierte Enzyme (cap0118-19, cacl876, cac2057, cac2621).
Innerhalb der Gruppe I finden sich Gene des Fettsdurestoffwechsels mit erhohten Transkriptleveln
(cac2008-09, cac2011-12, cac2014, cac2016, cac2019).
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5 Diskussion

Wihrend die Erdolreserven immer weiter abnehmen und die Sorge um die Klimaerwidrmung einen
neuen Hohepunkt erreicht, liegt der Fokus der Forschung auf dem Einsatz alternativer Verfahren
zur Kraftstoftherstellung. Um den weiter steigenden Energiebedarf der Menschheit zu decken,
bietet die Nutzung nachwachsender Rohstoffe fiir die biotechnologische Produktion von
Kraftstoffen und Plattformchemikalien einen vielversprechenden Ansatz (Wang et al. 2017;
Gonzalez-Gonzélez et al. 2018; BP p.l.c. 2019).

Das Bakterium C. acetobutylicum ist ein vielversprechender und gut erforschter Kandidat zur
fermentativen Produktion dieser Stoffe. Zum einen ist es in der Lage, die Losungsmittel Aceton,
Butanol und Ethanol zu produzieren. Zum anderen ermoglicht seine genetische Zuginglichkeit die
Konstruktion von Produktionsstimmen, die durch z. B. erhohte ABE-Ausbeuten in der Lage sind,
durchaus mit der Petrochemie zu konkurrieren. Neben der bestindigen Optimierung und
Modifizierung von C. acetobutylicum durch metabolic engineering ist es jedoch auch notwendig,
die Substratnutzung- und verwertung zu verbessern (Diirre 2008; Papoutsakis 2008; Xu et al. 2017).
In den letzten Jahren wurde vor allem die Forschung beziiglich nachwachsender Biomasse
intensiviert, die zum einen nicht mit der Nahrungsmittelproduktion konkurriert und zum anderen
fiir die mikrobielle Produktion von Chemikalien genutzt werden kann (Mussatto 2016). Die
Kultivierung von Algenbiomasse wird dabei aufgrund von vielen Vorteilen als zukunftstrachtig
empfunden. Neben der Flexibilitét der von den Algen produzierten Speicherstoffe sind die geringen
Kultivierungskosten und leichtere Aufarbeitung der Biomasse zu nennen (Gonzalez-
Gonzélez et al. 2018; Karim ef al. 2020). Nichtsdestotrotz existiert seit Anbeginn der ABE-
Fermentation das Problem der hemmenden Wirkung von Salzen auf die Produktausbeute
(Maddox et al. 1995). Vor allem bei der Nutzung aufgearbeiteter Pflanzenbiomasse, aber auch die
Kultivierung von Algen in Meerwasser resultiert in nicht zu vernachldssigenden
Salzkonzentrationen in der zur Fermentation eingesetzten Biomasse (Gonzalez-
Gonzalez et al. 2018). Es ist also von fundamentalem Interesse, die Salstressantwort von
C. acetobutylicum genauer zu untersuchen und deren Schliisselgene bzw. -stoffe zu identifizieren.
So kann schlussendlich metabolic engineering eingesetzt werden, um die Ausbeuten der ABE-
Fermentation unter Salzstress zu erhdhen und so den Einsatz von Pflanzen- und Algenbiomasse

ertragreich zu machen.

5.1 Salzstress beeinflusst das Wachstum und die ABE-Bildung

Wie bereits erwéhnt, ist das Problem der hemmenden Wirkung von Salz auf die ABE-Fermentation
schon lange bekannt. Erste Vermutungen zu diesem Problem duBlerte Qureshi bereits 1992, als es
bei der Kultivierung von C. acetobutylicum mit Molkepermeat trotz Prozessoptimierung zum
Abbruch der Fermentation kam. Schon damals lag der Verdacht auf der hohen Konzentration von
Mineralsalzen im Molkepermeat, welche wihrend der Fermentation akkumuliert und so

moglicherweise die Losungsmittelbildung stérten. In  weiterfilhrenden Studien konnten
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Maddox et al. (1995) diesen Verdacht bestitigen. Beim Wachstum von C. acetobutylicum in
halbsynthetischem Medium resultierten 30 g/l (ca. 500 mM) Natriumchlorid in einer kompletten
Wachstumsinhibierung und dem Riickgang der ABE-Produktion um bis zu 80 %. Die in dieser
Arbeit durchgefiihrten Experimente mit Salzstress resultierten in einer wesentlich drastischeren
Inhibierung von C. acetobutylicum. Besonders hinsichtlich der ABE-Produktion waren bei 500 mM
NaCl nur noch ca. 2 % der urspriinglichen ABE-Menge (Abbildung 4.2) zu detektieren. Schon die
Zugabe von ca. 300 mM zeigte hier einen Riickgang der ABE-Produktion auf ca. 25 %, wéihrend
bei Maddox noch 40 % der Losungsmittel produziert wurden. Die Vermutung liegt nahe, dass die
in dieser Arbeit beobachtete stirkere Inhibierung von C. acetobutylicum durch NaCl auf
unterschiedliche  Kultivierungsmedien  zuriickzufiilhren sind.  Bisherige Studien zur
Salzstressantwort von C. acetobutylicum wurden in Komplex- oder halbsynthetischen Medien
durchgefiihrt (Maddox ef al. 1995; Zhao et al. 2016). Der dabei verwendete Hefeextrakt beinhaltet
jedoch zahlreiche Aminosiuren, die unter Umstidnden von C. acetobutylicum als kompatible Solute
genutzt werden konnten (Whatmore et al. 1990). Wie bereits in der Einleitung beschrieben (2.2.1)
kann die Akkumulation von kompatiblen Soluten einen positiven Einfluss auf das Wachstum unter
Salzstress haben. In dieser Arbeit wurde Wert daraufgelegt, C. acetobutylicum keine externen
kompatiblen Solute zur Verfiigung zu stellen, was die stirkere Inhibierung von Wachstum und ABE-
Bildung in Minimalmedium erklért. Zhao untersuchte das Wachstum von C. acetobutylicum bei
200 mM NaCl in CGM unter der Nutzung von Xylose als Kohlenstoffquelle. Beziiglich der
negativen Effekte von Salz auf die Biomassebildung zeigte sich in dieser Arbeit ein stirkerer
Riickgang der OD im Vergleich zu den Werten von Zhao. Auch der beschriebene Riickgang der
ABE-Produktion konnte in den hier durchgefiihrten Wachstumsversuchen beobachtet werden. Im
Vergleich zur Kontrollkultur konnten Zhao eine Abnahme der ABE-Ausbeute von -35,14 % Aceton,
-33,37 % Butanol und -22,95% Ethanol beobachten. In den hier durchgefiihrten
Wachstumsversuchen mit Minimalmedium und Glukose zeigte sich bei 200 mM NaCl ebenfalls ein
Riickgang der ABE-Ausbeute (-26,18 % Aceton, -40,76 % Butanol, -59,27 % Ethanol). Die
Verschiebung der Fermentation unter Salzstress in Richtung Saurebildung, wie sie schon lange in
der Literatur beschrieben ist (Hartmanis und Gatenbeck 1984; Maddox et al. 1995), zeigte sich auch
bei den in dieser Arbeit durchgefiihrten Wachstumsversuchen (Abbildung 4.2). Interessanterweise
sind die hier generierten Ergebnisse zur Sdureproduktion kontrér zu denen von Zhao. Wihrend in
den dort durchgefiihrten Experimenten 200 mM NaCl die Bildung von Acetat verstirkten, zeigte
sich in dieser Arbeit zusitzlich erhohte Butyratkonzentrationen bei 100-300 mM NaCl. Diese waren
bei 200 mM NaCl im Wachstumsmedium am hochsten und erkldren den niedrigen pH-Wert dieser
Kultur (Abbildung 4.2). Der wissenschaftliche Konsens zur Erkldrung der gehemmten
Losungsmittelbildung unter Salzstress fokussiert sich auf die Acetoacetyl-CoA/Acyl-CoA-
Transferase CtfAB (Hartmanis und Gatenbeck 1984; Zhao et al. 2016). Dieses Enzym ist flir die
Umwandlung von Acetat und Butyrat in Acetyl-CoA und Butyryl-CoA verantwortlich (Abbildung
2.5), und es soll durch Natriumionen gehemmt werden (Hartmanis und Gatenbeck 1984). Aufgrund
hoher Natriumkonzentration im Wachstumsmedium kommt es unweigerlich auch zu einer erhdhten

intrazelluldren Natriumkonzentration und damit zur Hemmung von CtfAB. Folglich kénnen die
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Zellen die Sduren nicht mehr in Losungsmittel umwandeln, was zu einer Sdureakkumulation fiihrt.
Dementgegen sprechen allerdings die erhohten Acetonproduktivititen und -ertige bei 100-200 mM
NaCl (Abbildung 4.3), da CtfAB auch fiir die Bildung der Aceton-Vorstufe Acetoacetat
verantwortlich ist. Obwohl Hartmanis und Gatenbeck (1984) zu dem Schluss kamen, dass
Natriumionen die CtfAB hemmen, konnten Wiesenborn et al. (1989) zeigen, dass bei geringen
Natriumkonzentrationen (100 mM) noch iiber 90 % der Aktivitdt zu verzeichnen war. Es kann also
davon ausgegangen werden, dass erst Konzentrationen iiber 200 mM einen Effekt auf dieses Enzym
haben. Wie bereits erwédhnt, scheinen geringe Salzkonzentrationen (100-200 mM) die
Acetonproduktion sogar zu begiinstigen. Vor allem bei den Langzeitkultivierungen (Abbildung 4.4)
zeigt sich dieser Effekt deutlich. Nach 443 h Wachstum waren die maximalen
Acetonkonzentrationen um 32,17 % (100 mM NaCl) bzw. 14,83 % (200 mM NaCl) erhoht im
Vergleich zur salzfreien Kontrolle. Dementsprechend scheint Salzstress bis 300 mM langfristig eher
die Butanolbildung zu inhibieren als die Acetonproduktion. Wie bereits erwédhnt, wird die
Losungsmittelbildung durch das Enzym CtfAB initiiert, indem Coenzym A von Acetoacetyl-CoA
entweder auf Acetat oder Butyrat {ibertragen wird (Andersch et al. 1983; Hartmanis und Gatenbeck
1984; Wiesenborn et al. 1989). Das bei dieser Reaktion gebildete Acetoacetat dient als Substrat fiir
die Acetoacetat-Decarboxylase (Adc, cap0165), welche flir die Acetonbildung verantwortlich ist
(Abbildung 2.5). Die Favorisierung der Aceton- gegeniiber der Butanol- und Ethanolproduktion
liegt moglicherweise in den niedrigen pH-Werten und hohen Sdurekonzentrationen der mit 100-
300 mM NaCl gestressten Kulturen begriindet (Abbildung 4.1). Es ist bekannt, dass zum einen
CtfAB Acetat mit einer héheren Rate umwandelt als Butyrat (Wiesenborn ez al. 1989). Zum anderen
induzieren hohe Sdurekonzentrationen die Genexpression von ctf4B und adc, wodurch nicht nur
die Umwandlung der Séuren in die Losungsmittelvorstufen, sondern auch die Produktion von
Aceton gefordert wird (Alsaker et al. 2010). Die Aktivitit der Adc ist bei niedrigen pH-Werten am
groBBten (Andersch et al. 1983), wodurch es moglicherweise in den salzgestressten Kulturen mit
niedrigen pH-Werten zu einer gesteigerten Acetonproduktion kommt. FEine interessante
Besonderheit, die ebenfalls einen Beitrag zur Acetonproduktion liefern konnte, ist die nicht-
enzymatische Decarboxylierung von Acetoacetat (Han ez al. 2011). Bei der Untersuchung von Adc-
negativen Mutanten von C. beijerinckii konnten Han et al. (2011) trotzdem eine anndhernd
wildtypische Acetonproduktion beobachten. Daher untersuchten sie die Decarboxylierung von
Acetoacetat auf nicht-enzymatischem Weg unter Fermentationsbedingungen und konnten zeigen,
dass bei sauren pH-Werten bis zu 86 mM Aceton innerhalb von 72h erzeugt wurden
(Han et al. 2011). Die nicht-enzymatische Decarboxylierung von Acetoacetat kann folglich vor
allem bei Langzeitkultivierungen unter niedrigen pH-Werten (Abbildung 4.4) einen nicht zu
vernachlédssigenden Teil zur Acetonkonzentration beisteuern.

Eine weitere interessante Beobachtung der Langzeitkultivierung ist die Zunahme der
biomassespezifischen Produktivitét bei 400 und 500 mM NaCl. Diese erreicht nach 443 h sogar ein
dhnliches Level wie bei 300 mM NaCl (Abbildung 4.4). Trotz der Nutzung von Komplexmedium
weisen auch neuere Studien (Zhao et al. 2016) darauf hin, dass die Schwellenwertkonzentration

von NaCl im Medium bei ca. 200 mM liegt. Sowohl C. beijerinckii als auch C. acetobutylicum



Diskussion 82

zeigten laut Literatur keine negativen Effekte hinsichtlich der biomassespezifischen Produktivitat
bis zu dieser NaCl-Konzentration (Qureshi e al. 2008; Zhao et al. 2016). In der Veroffentlichung
von Zhao et al. (2016) werden die maximalen spezifischen Produktivitidten verglichen. Betrachtet
man die in dieser Arbeit beobachteten maximalen Produktivititen unter Salzstress, konnen
Ubereinstimmungen zu den Literaturwerten erkannt werden (Abbildung 5.1).
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Abbildung 5.1 - Maximale spezifische Produktivititen von C. acetobutylicum bei verschiedenen
Salzkonzentrationen.

Die Berechnung der maximalen spezifischen Produktivititen erfolgte wie bei Zhao et al. (2016) beschrieben.
n =4, Dunnett's multiple comparison (* p < 0,05; ** p < 0,01; **** p <0,0001).

So ist erst bei 300 mM NaCl im Medium ein signifikanter Riickgang der maximalen spezifischen
Produktivititen zu erkennen. Zhao postulieren, dass die relativ konstanten spezifischen
Losungsmittelproduktivititen bei nierdrigen Salzkonzentrationen auf das NADP/NADPH-
Verhiltnis zuriickzufiihren sind. Sie konnten nachweisen, dass sowohl bei salzgestressten als auch
ungestressten Zellen dieses Verhiltnis tiber den gesamten Wachstumsverlauf unverédndert war. Bei
C. acetobutylicum sind NADP'/NADPH vor allem an der Losungsmittelbildung beteiligt und
steuern enzymatische Reaktionen wie z. B. die der Acetaldehyd-Dehydrogenase, Butyraldehyd-
Dehydrogenase, Ethanol-Dehydrogenase und Butanol-Dehydrogenase (Liu et al. 2013). Die
konstanten biomassespezifischen Losungsmittelproduktivitdten bei geringen Salzkonzentrationen
lassen den Schluss zu, dass die Verringerung der Losungsmittelausbeute teilweise auch auf den
Riickgang der Biomasse unter Salzstress zurlickzufiihren ist. Ein Hinweis darauf bietet die
Kultivierung von C. acetobutylicum bei 200 mM NaCl (Abbildung 4.1). Die maximale spezifische
Produktivitdt, verglichen mit 300 mM NaCl (Abbildung 5.1) ist dort vermutlich auf die starke
Zunahme der Losungsmittelkonzentration in der Kultivierungszeit von 80h bis 90h
zuriickzufiihren (Abbildung 4.2). Zu dieser Zeit des Wachstums bei 200 mM NacCl ist auch ein
erneuter Anstieg der OD und des pH-Wertes zu beobachten (Abbildung 4.1). Durch die Zunahme
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der Biomasse bei gleicher spezifischer Produktivitit kommt es folglich auch zur erhohten
Losungsmittel-bildung. Warum es gerade nach 80 h zu einer Art Wachstumsschub kam, ist schwer
nachzuvollziehen. Anscheinend kam es zuerst zur Lyse der Zellen, da ab ca. 24 h die OD der Kultur
zu sinken begann. Ein Grund fiir die auftretende Zellyse bei der Kultivierung mit 200 mM Salzstress
konnte der sehr niedrige pH-Wert nach 24 h Wachstum sein (Abbildung 4.1). Im Vergleich zu den
anderen Kulturen erreichte die Kultivierung mit 200 mM NaCl den niedrigsten pH-Wert (unter 4,5)
und lag damit in einem kritischen Bereich. Wie bereits in der Einleitung erwihnt (2.3.1), kdnnen ab
diesem Wert die undissoziierten Sduren im Medium ungehindert durch die Zellmembran in das
Zytoplasma  zuriickdiffundieren und zum  Zusammenbruch des  transmembranen
Protonengradienten fiihren (Diirre 2011). Die Lyse der Zellen und der Riickgang der OD nach 24 h
ist hochstwahrscheinlich darauf zuriickzufiihren. Nach 80 h stieg der pH-Wert wieder iiber 4,5 und
begiinstigte damit das erneute Wachstum. In der Literatur ist dieses Wachstumsverhalten bei
C. acetobutylicum unter 200 mM NaCl-Stress bisher nicht beschrieben. Allerdings zeigte sich bei
C. ljungdahlii unter NaCl-stress ein &hnliches Muster (Philips ef al. 2017), wenn auch nicht so stark
ausgeprigt wie in dieser Arbeit. Auch bei der Kultivierung von C. acetobutylicum mit 300 mM
NaCl konnte die nach ca. 80 h beobachtet werden, wobei die Zunahme der OD und der
Losungsmittel nicht so stark war wie bei 200 mM NaCl (Abbildung 4.2, Abbildung 4.3). AuBlerdem
ging hier dem Anstieg keine sichtbare Zellyse voraus, da die OD zwischen 30 h und 80 h
Inkubationsdauer konstant blieb. Mdglicherweise ist der Riickgang der OD auch auf eine spontane
Autolyse zurlickzufithren. Dieses Phdnomen kann héufig bei Batch-Kultivierungen von
C. acetobutylicum beobachtet werden und duf3ert sich in einem drastischen Riickgang der OD kurz
nach Erreichen der stationdren Phase (Croux et al. 1992; Liu et al. 2015). Die dafir
verantwortlichen Enzyme, die Autolysine, kdnnen die Zellwand von Bakterien abbauen und
Regulieren damit u.a. das Zellwachstum, den Peptidoglykanumsatz, oder die Biofilmbildung
(Vollmer et al. 2008). Auch in C. acetobutylicum sind diese Proteine untersucht und beschrieben
worden (Croux et al. 1992; Liu et al. 2015). Liu et al. (2015) konnten dabei zeigen, dass die
spontane Massenautolyse selektiv nur bei den Zellen einsetzt, die metabolisch inaktiv sind. Sie
spekulieren, dass metabolisch inaktive Zellen durch Autolysine lysiert werden, um deren Néhrstoffe
fiir aktive Zellen freizusetzen. Vor allem die von den lysierten Zellen freigesetzten Aminosduren
und Zucker konnten dabei einen positiven Effekt auf das Wachstum unter Salzstress haben, indem

sie als kompatible Solute genutzt werden (Empadinhas und da Costa 2008).

5.2 Die Rolle von kompatiblen Soluten bei der Salzstressreaktion

Mikroorganismen reagieren auf osmotischen Stress hauptsdchlich durch die Akkumulation
osmotisch aktiver Stoffe, entweder durch Aufnahme aus dem Medium oder durch Neusynthese.
Diese niedermolekularen, organischen kompatiblen Solute sind in der Lage, den externen
osmotischen Druck auszugleichen, der sonst zur Dehydrierung, zum Verlust des Zellturgors und
folglich zum Zelltod fiihren konnte (Taiz 1984; Whatmore und Reed 1990; Rojas et al. 2017). Als

kompatible Solute werden vor allem Zucker, Polyole und Aminosduren genutzt. Da ihre
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Neusynthese in der Regel energieaufwindig ist und unter Stressbedingungen die Energie vermehrt
fiir Reparaturmechanismen eingesetzt werden muss (Hoffmann und Bremer 2016), wird die
Aufnahme aus der Umwelt bevorzugt. Dort konnen kompatible Solute beim Absterben von
Organismen oder bei Ausflussprozessen freigesetzt werden, wodurch sie zugénglich werden und
iiber hochaffine Transportsysteme in die Zelle aufgenommen werden konnen (Empadinhas und
da Costa 2008). Bei C. acetobutylicum ist noch nichts iiber die Nutzung von kompatiblen Soluten
unter Salzstress bekannt. Dementsprechend galt es herauszufinden, welche Stoffe einen positiven
Effekt auf das Wachstum haben und ob sich diese auch positiv auf die ABE-Fermentation unter
Salzstress auswirken. Weiterhin sollte die intrazellulire Aminosdurezusammensetzung von
C. acetobutylicum und deren Verdnderung unter dem Einfluss von NaCl Aufschluss iiber die
vorrangig akkumulierten kompatiblen Solute geben.

Mittels HPLC-Analysen konnte der Aminosdurepool von C. acetobutylicum unter normalen
Bedingungen, sowie unter verschiedenen Salzkonzentrationen, betrachtet werden. Den groften Teil
dieses Pools nahmen Alanin und Glutamat ein, wobei der Anteil an Glutamat mit zunehmendem
Salzstress sukzessive anstieg (Abbildung 4.5). Diese Beobachtung deckt sich mit der in der Literatur
beschriebenen Salzstressanpassung anderer Bakterien (Empadinhas und da Costa 2008).

Als erster Schritt in der Salzstressantwort wird Kalium akkumuliert, um den Einstrom von
Natriumionen entgegenzuwirken (Booth und Higgins 1990; Whatmore und Reed 1990; Hoffmann
und Bremer 2016). Die daraus resultierende iiberschiissige positive Ladung wird in der Regel nicht
mit Chlorid ausgeglichen, wie es z. B. bei extrem halophilen Organismen der Fall ist. Stattdessen
erfolgt der Ausgleich fast vollstdndig durch organische Anionen wie z. B. Glutamat (Booth und
Higgins 1990), was den Anstieg der Konzentration dieser Aminosdure unter Salzstress erkldrt. Der
hohe Grundanteil dieser Aminosdure am Pool, auch unter normalen Wachstumsbedingungen, ist
wahrscheinlich auf die Rolle von Glutamat als Stickstoffquelle zuriickzufiihren (Amador-Noguez
et al. 2011). So nimmt Glutamat z. B. bei ungestressten B. subtilis-Zellen bis zu 75 % des
Aminosdurepools ein (Whatmore et al. 1990). Auch C. acetobutylicum kann in der exponentiellen
Wachstumsphase Glutamat bis zu 35 % ausmachen. Im Verlauf des Wachstums wird Glutamat dann
sukzessive durch Alanin ersetzt (Amador-Noguez ef al. 2011). Beim Modellorganismus B. subtilis
zeigte sich, dass bei geringem Salzstress (200 mM NaCl) die Akkumulation von Kaliumionen
ausreicht, um den Turgor wiederherzustellen. Dementsprechend konnte bei dieser
Salzkonzentration keine Erhohung der kompatiblen Solute detektiert werden, jedoch eine
signifikante Erhohung der Kaliumkonzentration (Whatmore et al. 1990). Das wiirde erkléren,
warum bei C. acetobutylicum die Glutamatkonzentration erst ab 300 mM NaCl merklich ansteigt
(Abbildung 4.5). Fiir die Akkumulation von Kaliumionen stehen C. acetobutylicum zwei
Transportsysteme zur Verfligung (Treuner-Lange und Diirre 2005). Zum einen den KcsA-Kanal,
welcher sich durch Kaliumselektivitit und einen pH-abhédngigen Transport auszeichnet. Zum
anderen das Kdp-System, welches als Hauptsystem fiir die Kalium-Akkumulation in
C. acetobutylicum unter Osmostress gilt (Treuner-Lange et al. 1997). Die Inaktivierung des Kdp-
Systems von C. acetobutylicum resultierte in vermindertem Wachstum unter Salzstress, was die

Rolle dieses Systems in der initialen Salzstressantwort von C. acetobutylicum unterstreicht (Potratz
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2017). In dieser Arbeit zeigten der Wildtyp und die Insertionsmutante im Transkriptom jedoch
verringerte Transkriptlevel der Gene fiir die Kaliumaufnahme. Dies ist darauf zuriickzufiihren, dass
die Kaliumakkumulation der erste unmittelbare Schritt in der Salzstressantwort ist. Innerhalb der
ersten Stunden unter Salzstress wird Kalium aufgenommen, nach 3-4 h wird dieses allerdings durch
andere kompatible Solute ersetzt (Whatmore et al. 1990; Kempf und Bremer 1998). Die
verminderten Transkriptlevel lassen sich daher durch die bereits abgeschlossene
Kaliumakkumulation erkldren, da das Transkriptom erst nach ca. 13 h Wachstum unter Salzstress
bestimmt wurde (3.7.4). Die Kaliumaufnahme war zu dem Zeitpunkt schon abgeschlossen
zugunsten der Akkumulation von kompatiblen Soluten.

Die Aminosédure Alanin nimmt einen groflen Teil des Aminoséurepools von C. acetobutylicum ein.
Die Nutzung von Alanin als kompatibles Solut ist eher ungewo6hnlich, jedoch konnte die schiitzende
Wirkung vor Salzstress schon bei einigen Organismen dokumentiert werden (Killham und Firestone
1984; Shahjee et al. 2002; Saum et al. 2009; Chun et al. 2012; Saum et al. 2013). Obwohl der
Aminoséurepool von C. acetobutylicum zu einem gro3en Teil aus Alanin besteht (bis zu 36 %), ist
die Nutzung dieser Substanz als kompatibles Solut zur Salzstressabwehr eher unwahrscheinlich.
Zwar ist ein Anstieg des Alaninanteils im Pool bis zu einer Salzkonzentration von 300 mM zu
erkennen, bei 400 mM und 500 mM NacCl liegt er jedoch unter 20 % (Abbildung 4.5). Alanin ist
eher mit dem zelluldren Primérstoffwechsel assoziiert und beeinflusst das Zellwachstum (Liu et al.
2016a). Es konnte allerdings auch schon gezeigt werden, das Alanin von C. acetobutylicum unter
Butanolstress akkumuliert wird, wobei der metabolische Hinbtergund noch nicht eingehend geklért
ist (Wang et al. 2016).

5.2.1 Prolin und GB in der Salzstressantwort von C. acetobutylicum

Die prominentesten Vertreter unter den kompatiblen Soluten sind Prolin und GB. Beide Stoffe
konnen in sehr hohen Konzentrationen akkumuliert werden, ohne sich negativ auf den
Metabolismus auszuwirken. (Empadinhas und da Costa 2008; Hoffmann und Bremer 2011). Der
Modellorganismus B. subtilis nutzt z. B. statt Glutamat Prolin als osmotische Schutzsubstanz und
kann bei 400 mM NaCl-Stress bis zu 700 mM Prolin akkumulieren, was 80 % seines
Aminosdurepools ausmacht (Whatmore et al. 1990). Dabei ist Prolin das einzige kompatible Solut,
welches B. subtilis de novo synthetisieren kann. Zwar sind Enzyme fiir die Oxidation von Cholin
zu GB vorhanden, jedoch kann B. subtilis selbst kein Cholin synthetisieren und muss es erst aus der
Umwelt aufnehmen (Whatmore ef al. 1990; Boch ef al. 1994; Hoffmann und Bremer 2016). Die
Nutzung und Akkumulation der beiden beschriebenen kompatiblen Solute unter Salzstress sollte
auch fur C. acetobutylicum tiberpriift werden. Dafiir wurde der Prolin- und GB-Gehalt der Zellen
iiber ein photometrisches Assay bestimmt (3.6.3, 3.6.4). Wie erwartet, war B. subtilis in der Lage
unter Salzstress hohe Mengen an Prolin zu akkumulieren, jedoch konnten bei C. acetobutylicum
nur sehr geringe Prolinkonzentrationen detektiert werden (Abbildung 4.6). Beim Vergleich in der
Literatur beschriebener Werte zeigt sich, dass unter normalen Wachstumsbedingungen in
Minimalmedium B. subtilis im Vergleich zu C. acetobutylicum eine 16-fach hohere Prolin-

konzentration im Aminosdurepool aufweist (Whatmore et al. 1990; Amador-Noguez et al. 2011;
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Brill et al. 2011). In dieser Arbeit konnten dhnliche Verhéltnisse nachgewiesen werden, wobei hier
B. subtilis nur etwa das Sechsfache an Prolin akkumulierte, verglichen mit C. acetobutylicum. Wird
B. subtilis 300 mM NaCl Stress ausgesetzt, so kann der intrazelluldre Prolingehalt um das Acht- bis
Zehnfache zunehmen (Brill ef al. 2011; Hoffmann et al. 2013). Hinsichtlich der Aminosduregehalte
von C. acetobutylicum unter Salzstress gibt es bisher noch keine Studien. Die hier generierten
Ergebnisse lassen aber darauf schlieen, dass C. acetobutylicum Prolin als kompatibles Solut
zumindest nicht durch de novo-Synthese akkumuliert.

Hinsichtlich der Nutzung von GB als osmotische Schutzsubstanz ist B. subtilis gut untersucht, bei
C. acetobutylicum ist jedoch noch nichts dariiber bekannt. Wie bereits erwihnt, kann B. subtilis GB
nur akkumulieren, wenn es selbst oder seine Vorldufermolekiile im Medium vorhanden sind. Wenn
B. subtilis GB zur Verfiigung steht, kann es iiber spezifische Transporter aufgenommen werden und
erreicht eine hohe Grundkonzentration von 160 mM. Wird B. subtilis zusétzlich 300 mM NaCl-
Stress ausgesetzt, steigt der GB-Gehalt weiter an auf etwa 280 mM (Hoffmann et al. 2013;
Hoffmann und Bremer 2016). Auch in den hier durchgefiihrten Experimenten mit
C. acetobutylicum konnte ein dhnliches Verhalten beobachtet werden (Abbildung 4.6). Ebenfalls
trat die Akkumulation erst auf, wenn dem Medium extern GB zugesetzt wurde. Fir
C. acetobutylicum konnte demnach die Aufnahme und Akkumulation von GB in dieser Arbeit
bestitigt werden. Dabei waren die Grundkonzentration und diejenige unter Salzstress jedoch
wesentlich geringer als bei B. subtilis. Die hier generierten Ergebnisse unterstreichen den Status
von GB als universelles kompatibles Solut, das von Bakterien und Archaeen bis zu Algen und
halotoleranten Pflanzen zur Salzstressabwehr genutzt wird (Empadinhas und da Costa 2008;
Hagemann 2011; Hoffmann ef al. 2013).

GB kann neben der Schutzfunktion auch als Stickstoff- und Kohlenstoffquelle, sowie als
Methylgruppendonor eine Rolle spielen (Moller et al. 1986; Hoffmann und Bremer 2011;
Wargo 2013; Zou et al. 2016). Dementsprechend ermdglichte eine Betrachtung des
Wachstumsverhaltens von C. acetobutylicum unter der Zugabe von GB weitere Einblicke
hinsichtlich seiner protektiven Wirkung. Aulerdem bietet das Wissen liber den Aminoséurepool
unter Salzstress (Abbildung 4.5) die Moglichkeit, ausgewéhlte Osmolyte zu supplementieren und
so moglicherweise die Salzstresstoleranz zu erhohen. Von zahlreichen Aminosduren und
kompatiblen Soluten ist zudem bekannt, dass sie eine protektive Wirkung hinsichtlich
verschiedenster Stressoren zeigen oder wachstumsfordernde FEigenschaften aufweisen
(Masion et al. 1987; Hoffmann und Bremer 2011; Zaprasis ef al. 2015; Liu et al. 2016a). Daher
wurden in dieser Arbeit Supplementierungsexperimente mit verschiedensten Aminoséuren und
kompatiblen Soluten durchgefiihrt, um die ABE-Fermentation und das Wachstum von
C. acetobutylicum unter Salzstress zu fordern (4.2.2, Abbildung 7.1. Anhang). Trotz der Nutzung
einer breiten Auswahl an Aminosduren, deren Vorldufermolekiilen sowie den Zuckern Trehalose
und Saccharose, zeigte sich nur bei zwei untersuchten Stoffen eine positive Auswirkung auf
C. acetobutylicum unter Salzstress (Abbildung 4.8). Die Zugabe von GB resultierte in einer hoheren
Wachstumsrate, hatte aber keinen Einfluss auf die gebildeten Losungsmittel. Die Supplementierung

mit Arginin zeigte zwar keine Auswirkungen auf das Wachstum, erhdhte jedoch die Ausbeute an
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Losungsmitteln signifikant. Auch die spezifische Produktivitdt war unter Arginin-Zugabe erhoht
(Abbildung 7.1. C, Anhang). Den grof3ten Effekt zeigte GB bei hoheren Salzkonzentrationen. So
konnte die Zugabe von 1 mM GB zu Medium mit 500 mM NaCl die Wachstumsrate von
C. acetobutylicum um das Achtfache steigern (Abbildung 4.9, A). Dies unterstreicht noch einmal
die wichtige Rolle von GB unter Salzstressbedingungen (da Costa et al. 1998; Hoffmann und
Bremer 2011; Kldhn und Hagemann 2011) und es ist interessant, dass auch C. acetobutylicum in
der Lage ist, davon zu profitieren. Wie bereits erwéhnt besitzt B. subtilis Enzyme, um aus Cholin
GB selbst zu synthetisieren (Boch et al. 1994; Hoffmann und Bremer 2016) und die
Supplementation mit Cholin resultiert in erhdhter Salztoleranz (Hoffmann und Bremer 2011). Fiir
C. acetobutylicum konnte dieses Phdnomen nicht bestitig werden, da die Zugabe von 1 mM Cholin
zum salzhaltigen Wachstumsmedium keinerlei Effekt zeigte (Abbildung 4.8). Dies deckt sich mit
in silico-Analysen, denn in C. acetobutylicum sind die entsprechenden Enzyme zur Synthese von
GB aus Cholin nicht annotiert und es existieren auch keine homologen Gensequenzen. Auch die
Fiitterung mit externem Prolin resultierte in keiner Steigerung des Wachstums und der Fermentation
(Abbildung 4.8). Dass Prolin trotzdem von C. acetobutylicum aufgenommen werden kann und auch
als Schutzsubstanz agiert, konnte allerdings schon beobachtet werden (Driessen et al. 1988; Liao et
al. 2019a). Da C. acetobutylicum fiir Prolin jedoch nur eine geringe Aufnahmefdhigkeit zeigt
(Driessen et al. 1988), muss eventuell mit hoheren Konzentrationen als 1 mM supplementiert
werden um Effekte zu erzielen. Neuste Studien zeigten, dass die Zugabe von ca. 17 mM exogenem
Prolin die Toleranz von C. acetobutylicum gegeniiber Inhibitoren auf Lignocellulose-Basis wirksam
verbessern kann und gleichzeitig das Level an reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) niedrig hélt (Liao
et al. 2019a). Auch die Zunahme des Prolingehalts unter Butanolstress konnte bei C. acetobutylicum
bereits beobachtet werden (Wang et al. 2016). Da Prolin erwiesenermallen zur Verbesserung der
Toleranz gegeniiber osmotischem, oxidativem und Butanolstress beitragen kann (Takagi 2008;
Mabhipant et al. 2017; Wang et al. 2016; Liao et al. 2019a), ist es nicht auszuschlie3en, dass eine
Erhohung der intrazelluldren Prolinkonzentration auch zu einer verbesserten Salztoleranz bei
C. acetobutylicum fiihrt.

GB kann von einigen Mikroorganismen auch als Stickstoff- und Kohlenstoffquelle genutzt werden
(Moller et al. 1986; Wargo 2013; Zou et al. 2016). Daher galt es zu iiberpriifen, ob
C. acetobutylicum GB ebenfalls anderweitig verwerten kann. Dafiir erfolgte die Kultivierung in
Minimalmedium, dem statt 60 g/l Glukose 30 g/l GB zugesetzt wurden (Abbildung 4.11). Die
generierten Ergebnisse fithrten zu dem Schluss, dass C. acetobutylicum in diesem Medium in der
Lage ist zu wachsen. Zwar konnte keine Losungsmittelproduktion beobachtet werden, die Synthese
von Butyrat und Acetat fand jedoch statt. Wahrscheinlich ist das Wachstum in diesem Fall auf Acetat
zuriickzufiihren, da der Abbau von GB durch C. acetobutylicum bisher nicht beobachtet wurde
(Moller et al. 1986). Allerdings stellt sich die Frage, wie unter diesen Bedingungen
Reduktionsdquivalente generiert werden, wenn diese nicht durch die Glycolyse bereitgestellt
werden konnen. Einen moglichen Erkldrungsansatz konnte hier die erst seit kurzem in
C. acetobutylicum  detaillierter  untersuchte  [NiFe]-Hydrogenase (cap0143-46) Dbieten
(Germane et al. 2018). Urspriinglich wurde diese Hydrogenase in die Gruppe der
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membranassoziierten Hydrogenasen zur Wasserstoffaufnahme (Gruppe 1) eingeordnet. [NiFe]-
Hydrogenasen dieser Gruppe verbindet die H,-Oxidation mit der Energiegewinnung iiber den
Protonengradienten (Vignais 2008; Calusinska et al. 2010). Neueste Studien von
Germane et al. (2018) zeigten allerdings, dass die [NiFe]-Hydrogenase von C. acetobutylicum nicht
nur die H>-Oxidation mit Elektronentransport verbindet, sondern auch in der Lage ist, diese an eine
intrazellulire NAD"-Reduktion zu koppeln. Demnach konnte diese Hydrogenase bei der NADH-
Bildung beim Wachstum auf Acetat eine Rolle spielen, jedoch miissten weitere Arbeiten die

Funktion von GB unter diesen Wachstumsbedingungen untersuchen.

5.2.2 Arginin als Schutzsubstanz unter Stresseinwirkung

Im Vergleich zu GB zeigte die Zugabe von Arginin nur einen geringen Einfluss auf das Wachstum
und die Biomassebildung unter Salzstress (Abbildung 4.8, Abbildung 4.9, B). Die
Losungsmittelproduktion bei 300 mM NaCl wies jedoch eine signifikante Steigerung von bis zu
50 % auf (Abbildung 4.10, C). Auch die spezifische Produktivitit konnte mehr als verdoppelt
werden. Diese drastischen Verdnderungen durch eine Argininsupplementierung konnen mehrere
Ursachen haben. Es ist bekannt, dass die Argininbiosynthese und der -transport unter verschiedenen
Stressbedingungen eine wichtige Rolle spielen (Xu et al. 2011; Wang et al. 2013;
Zaprasis et al. 2015; Gundlach et al. 2018). So konnten Gundlach et al. (2018) zeigen, dass eine
erhohte Verfiigbarkeit von positiv geladenen Aminosduren das Wachstum von B. subtilis unter
extremer Kaliumlimitierung ermdglichen kann. Dies konnte zum einen bei der externen Zugabe
von Arginin und zum anderen bei der Erh6hung der Argininbiosyntheseaktivitit beobachtet werden.
Arginin ist somit in der Lage, die zelluldre Funktion von Kalium, wie z. B. die Pufferung der
negativen Ladung von Nukleinsduren, zumindest teilweise zu ersetzen. Kalium nimmt auch in der
Salzstressantwort eine wichtige Rolle ein und wird im ersten Schritt vermehrt akkumuliert, um den
Zellturgor zu erhalten (Whatmore et al. 1990; Gundlach et al. 2018). Bei der Hefe Candida glabrata
konnte sogar eine Priferenz fiir Arginin gegeniiber Prolin als kompatibles Solut unter Salzstress
beobachtet werden (Xu et al. 2011). Folglich kénnte Arginin bei C. acetobutylicum ebenfalls eine
Schutzfunktion iibernehmen und die externe Zugabe von Arginin zu salzhaltigem Medium den
Bakterien einen Vorteil verschaffen.

Auch die Schutzwirkung von Arginin gegen Sdure- und Losungsmittelstress ist untersucht und
bestitig worden (Wang et al. 2013; Cheng et al. 2016). So konnte bei C. acetobutylicum eine
verstdrkte Expression der Argininbiosynthese- und -transportgene, sowohl unter Butyrat, als auch
unter Butanolstress beobachtet werden (Wang ef al. 2013). Dabei scheint Arginin auch bei der
Aufrechterhaltung der Zellwand- und Plasmamembranintegritdt eine gewisse Rolle zu spielen, da
es durch eine spezifische Molekularstruktur und viele Wasserstoftbriickenbindungen einen
wirksamen Schutz fiir Proteine, DNA und Phospholipide vermittelt (Morita et al. 2002;
Cheng et al. 2016). Ein Grund fiir auftretende Zellschdden bei Losungsmittelstress sind vor allem
die Bildung von ROS (Cheng et al. 2016; Liao et al. 2019a) und Arginin besitzt exzellente

antioxidative Eigenschaften (Lass et al. 2002). Auch Salzstress hat Auswirkungen auf die
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Eigenschaften der Zellwand und Zytoplasmamembran und kann so zu oxidativem Stress flihren
(Petersohn et al. 2001; Steil et al. 2003; Weber et al. 2006; Wood 2011). Zusétzlich konnte bei
C. acetobutylicum gezeigt werden, dass die an der ROS-Entgiftung beteiligten Rubrerythrine nicht
nur unter oxidativem, sondern auch unter Salzstress verstirkte Transkriptlevel aufweisen, was auf
eine Verkniipfung der beiden Stressantworten hindeutet (Hillmann et al. 2006; Riebe et al. 2009).
Dementsprechend vermittelt Arginin bei C. acetobutylicum mdglicherweise nicht nur einen
besseren Schutz vor den Auswirkungen von Salzstress, sondern hilft zusétzlich beim Abbau des
durch die ABE-Fermentation auftretenden Metabolitstresses (Alsaker et al 2010;
Venkataramanan et al. 2013; Wang et al. 2013; Wang et al. 2016).

Da die Supplementierung mit Arginin hinsichtlich der Losungsmittelbildung unter Salzstress die
besten Ergebnisse erzielte (Abbildung 4.8), sollte der Einfluss dieser Aminosdure auf den

Metabolismus und die Salzstressantwort von C. acetobutylicum genauer untersucht werden.

5.3 Die Rolle der Arginin-Biosynthese in der Salzstressantwort
von C. acetobutylicum

Die Arginin-Biosynthese besteht aus acht enzymatischen Schritten ausgehend von Glutamat. Die
so genannten ,Recyclingform”“ der Arginin-Biosynthese, wie sie auch von
C. acetobutylicum genutzt wird, ist gekennzeichnet durch eine bifunktionale Ornithin-
Acetyltransferase (argJ), die Reaktion von N-Acetylornithin zu Ornithin Kkatalysiert
(Abbildung 5.2, Seite 90). Wenn das Verhéltnis von Glutamat zu Ornithin im intrazelluldren
Aminoséurepool kleiner als drei ist, kann die Arginin-Biosynthese auch riickwérts ablaufen und so
zur Glutamatproduktion beitragen (Senger und Papoutsakis 2008). Der Hauptregulator der
Biosynthese, des Transports und des Katabolismus von Arginin in Bakterien ist der Arginin-
Repressor (ArgR), welcher in C. acetobutylicum von dem Gen cac2074 kodiert wird. Dieser bindet
an spezifische Erkennungssequenzen, den ARG-Boxen, die vermehrt in den upstream-Regionen der
entsprechenden Operone zu finden sind. Das Regulon von ArgR besteht in C. acetobutylicum aus
17 Genen, welche in neun Operonen organisiert sind (http://regprecise.lbl.gov, Makarova et al. 2001,
Tabelle 1).
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Abbildung 5.2 - Die ,,Recyclingform*“ der Arginin-Biosynthese (Shin und Lee 2014, mod.).

Ac-GLU, N-Acetylglutamat; Ac-GLU-P, N-Acetylglutamyl-5-phosphat; Ac-GLU-SA, N-Acetylglutmate-5-
Semialdehyd; ARG-Suc, L-Argininosuccinat; GLU-SA, L-Glutamat-5-Semialdehyd; P5C, 1-Pyrrolin-5-
Carboxylat.

Da die Supplementation mit Arginin in einer gesteigerten Losungsmittelbildung unter Salzstress
resultierte (Abbildung 4.8), sollte C. acetobutylicum mittels metabolic engineering zu einer
Uberproduktion von Arginin modifiziert werden. Zahlreiche Ansatzpunkte dafiir sind bereits in
anderen Mikroorganismen untersucht und beschrieben worden (Shin und Lee 2014). In dieser
Arbeit umfasste die gewihlte Strategie die Inaktivierung des Repressors ArgR durch das Clostron®
Insertionsmutagenesesystem (Heap et al. 2007). In der Theorie fiihrt der Wegfall des Repressor zu
einer verstirkten Expression der Arginin-Biosynthesegene, sowie zu einer Erhohung des
Carbamoylphosphat-Pools, durch die vermehrte Expression des car4B-Operons (Shin und Lee
2014). Die Inaktivierung von ArgR erfolgte durch die Insertion eines Gruppe-II-Introns in den
Leserahmen des kodierenden Gens cac2074. Durch die Integration kommt es zu einer
Unterbrechung und Verschiebung des Leserahmens, wodurch die Bildung funktionstiichtiger
Proteine in der Regel nicht mehr moglich ist (Heap et al. 2007). Nach der Verifizierung der
konstruierten Mutanten folgte die physiologische Charakterisierung durch Wachstumsversuche in
Minimalmedium, mit oder ohne Zugabe von 300 mM NacCl als Stressor (Abbildung 4.19). In
salzfreiem Medium zeigte die Insertionsmutante ein dhnliches Wachstum wie der Wildtyp,
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allerdings nahm die OD nach ca. 48 h stark ab. Bei 300 mM NaCl-Zugabe war ein verbessertes
Wachstum der Insertionsmutante zu erkennen und das Absinken der OD fiel weniger drastisch aus.
Im Gegensatz dazu zeigte die Uberexpressionsmutante ein schlechteres Wachstum, sowohl in

salzfreiem Medium als auch unter NaCl-Stress.

5.3.1 Inaktivierung von ArgR hat Einfluss auf die Biofilm-Bildung

Das starke Absinken der OD bei der Insertionsmutante ist auf andere Mechanismen zuriickzufiihren,
als der OD-Riickgang beim Wildtyp unter 200 mM NaCl-Stress. So konnte bei der
Insertionsmutante nach 48 h ein clumping-Effekt beobachtet werden, bei dem grof3e
Schleimablagerungen am Boden und an den Winden der Kulturgefile zu erkennen waren
(Abbildung 4.25). Ein Ausstreichen dieses Schleims auf CGM-Agar resultierte im Wachstum
zahlreicher Kolonien (Daten nicht gezeigt), was auf die Vitalitit der Zellen im Schleim hinweist.
Auch die Koloniemorphologie der Insertionsmutante unterschied sich deutlich von der des
Wildtyps (Abbildung 4.25). Diese Art der Koloniemorphologie ist bei C. acetobutylicum bisher
noch nicht beschrieben. Allerdings sind Ahnlichkeiten des hier beobachteten kristallinen
Kanalgeflechts der Insertionsmutante mit der Biofilmbildung von B. subtilis zu erkennen (Branda
et al. 2001; Oppenheimer-Shaanan et al. 2016; Yan et al 2016). Biofilme sind
Bakterienpopulationen, die von einer Matrix umschlossen sind und aneinander und/oder an
Oberflichen bzw. Grenzflichen haften (Costerton et al. 1995). Die Matrix besteht aus
extrazelluliren polymeren Substanzen (EPS), hauptsichlich Polysaccharide, Proteine,
Nukleinsduren und Lipide, welche die Zellen vor Umwelteinfliissen schiitzt (Costerton et al. 1995;
Abee et al. 2011). Auch von C. acetobutylicum ist bekannt, dass es in der Lage ist, Biofilme zu
bilden (Zhuang et al. 2016; Liu et al. 2018) und vor allem unter Butanolstress vermehrt EPS
produziert (Liu et al. 2016b; Wallenius et al. 2016). Dabei besteht die EPS von C. acetobutylicum
zum Grofteil aus Heteropolysacchariden, zusammengesetzt aus Rhamnose-, Glukose- und
Mannoseeinheiten (Wallenius ef al. 2016; Liu et al. 2018). Des Weiteren wurde eine grofle Vielfalt
von Proteinen identifiziert, die moglicherweise als Adhésine fungieren und die Interaktion mit der
Umwelt ermoglichen (Liu et al. 2018). Vor allem die hier generierte Insertionsmutante zeigte eine
erhohte Schleimproduktion, die auf eine verstiarkte EPS-Bildung schlieen ldsst. Diese Vermutung
wird durch die Transkriptomdaten bestitigt (4.4.2), denn neben zahlreichen Glycosyltransferasen
ist vor allem die Betamannanase (cac0332), ein Enzym des Mannosemetabolismus, unter den
Genen mit der stirksten Transkripterhohung. Auch der Wildtyp zeigte unter Salzstress erhohte
Transkriptlevel der biofilmrelevanten Gene (Abbildung 7.12, Anhang). Dazu zéhlten neben
zellwandorganisierenden Enzymen auch Gene, die mit Quorum sensing bzw. Adhésion verbunden
sind. Wihrend Gene fiir die Pilin-Synthese verminderte Transkriptlevel zeigten, waren die der
Flagellingene erhoht, sowohl beim Wildtyp, als auch bei der Insertionsmutante. Beide
Oberflachenstrukturen konnen an der Biofilmbildung beteiligt sein, indem sie die Anheftung an
Oberflachen unterstiitzen, oder die Rekrutierung von planktonischen Zellen in den bestehenden

Biofilm ermdglichen. Welche Strukturen dabei vorrangig zum Einsatz kommen, scheint zum einen
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Organismen- zum anderen aber auch Oberflachenspezifisch zu sein (Houry ef al. 2010; Abee et al.
2011; Philips et al. 2017; Liu et al. 2018). Allgemein zeigte sich jedoch ein Vorteil von Flagellen
bei der Biofilmbildung in statischen Kulturen (Houry et al. 2010), was mit den hier generierten
Ergebnissen libereinstimmt. Inwiefern die Biofilmbildung von C. acetobutylicum eine direkte
Schutzreaktion auf die erh6hten Salzkonzentrationen ist, bleibt zu diskutieren. Zumindest scheint
die Salzstressantwort z. B. bei B. subtilis oder C. l[jungdahlii teilweise mit der Biofilmbildung co-
reguliert zu sein (Winkelman et al. 2013; Hoffmann und Bremer 2016; Philips et al. 2017).
Winkelman et al. (2013) gehen allerdings davon aus, dass schon die Biofilmbildung allein die
Zellen unter osmotischen Stress setzt, aufgrund der vermehrten Bildung der EPS, und daher Gene
der Salzstressantwort verstiarkt exprimiert werden. Zumindest ermdoglicht C. acetobutylicum die
Bildung der EPS den Schutz vor Metabolitstress, wie z. B. durch Sduren und Ldsungsmittel
(Alsaker et al. 2010; Wallenius ef al. 2016; Liu et al. 2018), was den Zellen auf jeden Fall einen

Vorteil bei der ohnehin energieaufwendigen Salzstressantwort verschaftt.

5.3.2 Auswirkungen von Salzstress und ArgR-Inaktivierung auf die
Sporulation

Bei B. subtilis ist die Biofilmbildung direkt der Phase der Sporulation vorgelagert. Der
Hauptregulator der Sporulation, SpoOA, aktiviert zuerst biofilmassoziierte Gene, bevor er die
irreversible Umwandlung der vegetativen Zelle zur Spore einleitet (Higgins und Dworkin 2012;
Hoffmann und Bremer 2016). Wie bereits in der Einleitung erwidhnt (2.3.1) zdhlt auch
C. acetobutylicum zu den Mikroorganismen, die unter ungiinstigen Umweltbedingungen resistente
Sporen bilden (Long et al. 1984; Diirre 2014). Moglicherweise ist die Biofilmbildung von
C. acetobutylicum ebenfalls mit der Sporulation gekoppelt. In der Einleitung wurde bereits erldutert
(2.2.2), dass B. subtilis unter Salzstress keine Sporulation durchfiihrt (Ruzal und Sanchez-Rivas
1998; Hoffmann und Bremer 2016). Auch in dieser Arbeit konnte bei C. acetobutylicum unter
Salzstress keine Sporenbildung beobachtet werden. Dies deckt sich mit den Ergebnissen der
Transkriptomanalyse, denn die Sporulationsgene zeigten durchgehend verringerte Transkriptlevel
(Abbildung 7.12, Anhang). Interessanterweise waren diese Gene auch bei der Insertionsmutante im
Vergleich zum Wildtyp ohne Salzstress durch verringerte Transkriptlevel gekennzeichnet. Bei der
Insertionsmutante konnten wéhrend der Kultivierung in Minimalmedium ohne Salz kaum Sporen
beobachtet werden. Die Inaktivierung des Arginin-Repressors scheint sich demnach negativ auf die
Transkription der Sporulationsgene von C. acetobutylicum auszuwirken. Bei der Insertionsmutante
konnten neben fehlenden Sporen auch kaum clostridial stage-Zellen beobachtet werden, weshalb
die Sporulation schon in einem sehr frithen Stadium gehemmt bzw. die Granuloseakkumulation
beeintrachtigt sein muss. Da die Transkriptomanalyse mit Zellen der mittleren exponentiellen
Wachstumsphase durchgefiihrt wurde, kann beziiglich der Sporulation nur spekuliert werden. Die
sporenspezifischen Gene werden erst beim Ubergang in die stationire Wachstumsphase
(Transitionsphase) verstirkt exprimiert um die Solventogenese und Sporulation einzuleiten (Jones
et al. 2008; Ren et al. 2012). Auffallend waren dennoch die stark verringerten Transkriptlevel der

sporenspezifischen Sigmafaktoren, insbesondere sigK, der Insertionsmutante im Vergleich zum
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Wildtyp. Zumindest dieser Sigmafaktor wird schon in der exponentiellen Wachstumsphase von
C. acetobutylicum exprimiert und eine Inaktivierung fiihrt zur Blockierung der Sporulation und
Solventogenese (Al-Hinai et al. 2014). Moglicherweise liegt die ausbleibende Sporulation der
Insertionsmutante darin begriindet. Allerdings widersprechen diese Beobachtungen der starken
Losungsmittelbildung der Mutante, denn diese ist bei C. acetobutylicum eng mit der Sporulation
verkniipft. So ist z. B. der Hauptregulator der Sporulation, SpoOA, gleichzeitig fiir die Expression
der Losungsmittelgene zustindig (Jones et al. 2008; Al-Hinai et al. 2015; Xu et al. 2017).
Hochstwahrscheinlich werden geringere Mengen an aktiviertem SpoOA filir die Initiierung der
Solventogenese benotigt, als fiir die Sporulation. So zeigt B. subtilis z. B. eine langsame Zunahme
an aktiviertem SpoOA wihrend des Wachstums, wobei die Sporulation erst ab einer hoheren
Schwellkonzentration ausgeldst wird (Fujita und Losick 2005). In C. acetobutylicum sind drei sog.
Orphan-Histidin-Kinasen (Cac3319, Cac0903, Cac0323) bekannt, welche SpoOA durch
Phosphorylierung aktivieren (Steiner et al. 2011; Diirre 2014). Die Inaktivierung von Cac3319
resultierte z. B. in einer signifikant erhohten Butanoltoleranz und -produktion sowie einem
Riickgang der Sporenbildung (Steiner et al. 2011; Xu et al. 2017). Bei der Insertionsmutante zeigte
sich in dieser Arbeit ein signifikant reduziertes Transkriptlevel von cac0903 im Vergleich zum
Wildtyp. Steiner ef al. (2011) identifizierten die von diesem Gen kodierte Histidin-Kinase als die
dominanteste beziliglich der Sporulationsinitiation und eine Inaktivierung dieses Gens resultierte
ebenfalls in einem Riickgang der Sporenanzahl. Vermutlich wird bei der Insertionsmutante durch
die verringerte cac0903-Expression geniigend SpoOA fiir die Solventogenese, jedoch zu wenig fiir
die Sporulation aktiviert. Dies wiirde wie beschrieben zur Bildung der Losungsmittel unter
gleichzeitigem Ausbleiben der Sporulation fiihren. Eine weitere Moglichkeit wire die
Unterbrechung der Sporulationskaskade nach der Aktivierung von SpoOA. So konnte Jones (2011)
zeigen, dass die Inaktivierung des sporenspezifischen Sigmafaktors SigF die Sporulation in einem
frithen Stadium blockiert, jedoch keinen Einfluss auf die Losungsmittelbildung aufweist. Da sigF
in der Insertionsmutante signifikant geringere Transkriptlevel aufwies, wire dies eine denkbare
Erklarung fiir die ausbleibende Sporulation. Ein dhnlicher Wirkmechanismus wird dem Agr-System
von C. acetobutylicum zugeschrieben. Dieses Quorum Sensing-System ist an der
zelldichteabhidngigen Regulation der Granulose- und Sporenbildung beteiligt und die Inaktivierung
seiner Komponenten fiihrt ebenfalls zur Blockierung der Sporulation, ohne einen Einfluss auf die
Losungsmittelbildung zu haben (Steiner ef al. 2012). Allerdings ist noch nicht bekannt, wie genau
das Agr-System in die Sporulationskaskade von C. acetobutylicum integriert ist. Interessanterweise
resultierte die Inaktivierung des Arginin-Repressors in einer starken Verringerung (bis zu 500fach)
der Transkriptlevel der Gene cac0078-79 des Agr-Systems. Die entsprechenden Genprodukte sind
fiir die Bildung des Signalmolekiils des Systems zustindig. Bei extrazelluldrer Akkumulation wiirde
dieses Signalmolekiil durch ein Zweikomponentensystem erfasst werden und mittels Aktivierung
des Response-Regulators AgrA die Expression verschiedener Gene regulieren (Boles und Horswill
2008). Ein fehlendes Signal des Agr-Systems bei der Insertionsmutante konnte zumindest die
zelldichteabhidngige Aktivierung der Sporulation unterbinden. Erwdhnenswert ist auch, dass eine

Inaktivierung des Agr-Systems bei Staphylococcus aureus zu einer verstirkten Biofilmbildung
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filhrte (Boles und Horswill 2008). Wie bereits erwédhnt (5.3.1), zeichnete sich auch die
Insertionsmutante durch Biofilmbildung aus, was eventuell auch auf die verringerten

Transkriptlevel im Agr-System zuriickgefiihrt werden kann.

5.3.3 Verstirkung der Losungsmittelbildung durch ArgR-Inaktivierung

Die Insertionsmutante zeigte im Vergleich zum Wildtyp nicht nur eine stérkere, sondern auch eine
frither einsetzende Losungsmittelbildung in salzfreiem und salzhaltigem Medium (Abbildung 4.22).
Dementsprechend miisste schon in der exponentiellen Wachstumsphase geniigend aktiviertes
Spo0OA vorliegen, um die Expression der Losungsmittelgene zu aktivieren. Die Betrachtung der
Transkriptomdaten zeigte allerdings keine signifikanten Unterschiede in den Transkriptleveln der
Solventogenese-Gene verglichen mit dem Wildtyp. Die verstirkte Losungsmittelbildung der
Mutante muss also anderweitig begriindet sein. Trotz intensiver Forschung beziiglich der
Solventogenese und Sporulation von C. acetobutylicum ist das genaue Zusammenspiel und die
Regulation dieser beiden Wachstumsaspekte noch nicht eindeutig geklart (Dtirre 2008; Al-Hinai et
al. 2015; Xu et al. 2017; Li et al. 2020). Obwohl die SpoOA-Aktivierung fiir die Solventogenese
als notwendig erachtet wird, gibt es Hinweise auf weitere SpoOA-unabhédngige Regulatoren und
Proteine, die sich positiv auf die Losungsmittelbildung auswirken (Steiner et al. 2012; Xue et al.
2016; Xu et al. 2017; Xu et al. 2018). Inwieweit diese bei der Ldosungsmittelbildung der
Insertionsmutante eine Rolle spielen, miisste in gezielten weiterfiihrenden Arbeiten untesucht
werden. So ist z. B. bekannt, dass die Butanolproduktion von C. acetobutylicum durch eine
Erhohung der intrazelluldren ATP- und NADH-Konzentration signifikant verbessert werden kann
(Liao et al. 2019b; Li et al. 2020). Zhao et al. (2016) konnten bei ihrer Untersuchung des
Metaboloms von C. acetobutylicum einen geringeren ATP-Bedarf der Zellen unter Salzstress
beobachten, was vermutlich auf die verminderte Stoffwechselaktivitit zuriickzufithren ist.
AuBlerdem zeigten salzgestresste Zellen eine Akkumulation an NADH, jedoch geringere
Konzentrationen von NADP" und NADPH. Zhao et al. (2016) vermuten, dass Salzstress die
Aktivitdt der Hydrogenasen von C. acetobutylicum beeinflusst und so die NADH-Bildung verstérkt.
Eine Hemmung der Hydrogenasen fiihrt nachweislich zu einem Anstieg der NADH-Konzentration
und verstdrkt dadurch die Losungsmittelbildung (Meyer und Papoutsakis 1989; Wietzke und Bahl
2012). Die hier generierten Transkriptomdaten zeigten verringerte Transkriptlevel der
Hydrogenase-Gene zum einen unter Salzstress (bis zu 16fach), zum anderen beim Vergleich der
Insertionsmutante mit dem Wildtyp (bis zu 500fach). Moglicherweise konnen in der
Insertionsmutante, aufgrund der stark verringerten Transkriptmengen der Hydrogenasen, die
iiberschiissigen Reduktionsdquivalente aus der Glykolyse nicht iiber die Wasserstoffbildung
verbraucht werden. Demnach wiirden andere Stoffwechselwege, wie z. B. die Solventogenese diese
Aufgabe tibernehmen, wodurch die Alkoholbildung begiinstigt werden kann (Girbal et al. 1995;
Wietzke und Bahl 2012; Liao ef al. 2019b). Die schnelle Reassimilierung der Sduren sowie die
verfriiht einsetzende Solventogenese der Insertionsmutante unterstiitzen diese Vermutung
(Abbildung 4.22). Nimbalkar et al. (2019) postulieren auBBerdem, dass Tryptophan als Vorlaufer fiir
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die de novo-Synthese von NADPH genutzt werden kann und so den Stoffwechselfluss Richtung
Butanol verstarkt. Jedoch ist dieser Weg der Tryptophan-Nutzung in C. acetobutylicum weitgehend
uncharakterisiert und bisher konnten die dafiir erforderlichen Enzyme noch nicht identifiziert
werden (Senger und Papoutsakis 2008; Liao et al. 2019b).

Weiterhin spielt auch die Stickstoffquelle und -verfligbarkeit bei der Losungsmittelbildung von
saccharolytischen Clostridien eine Rolle (Chen ef al. 2001; Stutz et al. 2007). Die Nutzung
organischer Stickstoffquellen wird dabei favorisiert, wobei unter Limitierung hdufig Ammonium
durch die Biosynthese von Glutamat und Glutamin als organischer Stickstoff fixiert wird
(Stutz et al. 2007). Die Transkriptomdaten aus dieser Arbeit zeigten, dass die Gene des
Stickstoffmetabolismus beim Wildtyp und der Insertionsmutante unter Salzstress verminderte
Transkriptlevel aufweisen. Im Gegensatz dazu zeigte die Insertionsmutante im Vergleich zum
Wildtyp hohere Transkriptlevel der entsprechenden Gene (Abbildung 7.12, Anhang). Die
Insertionsmutante konnte demnach effizienter als der Wildtyp anorganischen Stickstoff als
Aminoséuren fixieren, was sich vorteilhaft auf die Losungsmittelbildung auswirken wiirde. Einen
negativen Einfluss von Salzstress auf die Stickstoffassimilierung wiirde die Insertionsmutante durch
die verstirkt ablaufende Aminosdure-Biosynthese entgegenwirkent, was die verbesserte

Losungsmittelbildung verglichen zum Wildtyp erklért.

5.3.4 Aminosiure-vermittelte Stresstoleranz der Insertionsmutante

Neben der Losungsmittelbildung spielt vor allem auch die Toleranz gegeniiber diesen toxischen
Substanzen eine wichtige Rolle. Butanol und andere organische Losungsmittel kdnnen sich in die
Phospholipidschicht der Zellmembran einlagern und stéren so zahlreiche membranassoziierte
Funktionen, wie z.B. den Zucker- und Aminosduretransport oder den Energiestoffwechsel
(Papoutsakis 2008; Alsaker ef al. 2010; Wang et al. 2013). Viele Studien deuten darauf hin, dass
eine Verdnderung der Membranzusammensetzung, sowie die Hochregulation von Genen der
Zellwandbiosynthese, von Effluxpumpen oder Hitzeschockproteinen (HSPs) zu einer besseren
Butanol-Toleranz beitragen konnen (Alsaker et al. 2010; Wang et al. 2013; Xu et al. 2017).
Interessanterweise weisen die Ergebnisse der entsprechenden Transkriptomstudien (Alsaker et al.
2010; Wang et al. 2013) Ubereinstimmungen mit den hier generierten Transkriptomdaten auf, nicht
nur beziiglich der Salzstressantwort, sondern auch hinsichtlich der Arginin-Biosynthese. So zeigte
der Wildtyp unter Salzstress erhohte Transkriptlevel einiger HSPs, sowie in den GO-Kategorien des
Ionentransports und der ATP-Synthese (Abbildung 4.26). Dies war auch ohne Stresseinwirkung bei
der Insertionsmutante im Vergleich zum Wildtyp zu erkennen (Abbildung 4.28). Differentiell
exprimierte Gene fanden sich auch in der COG-Klasse M (Zellwand/Membran/Hiillen-Biogenese)
der Insertionsmutante im Vergleich zum Wildtyp. Vor allem die Membranzusammensetzung kann
als Reaktion auf verschiedene Stressoren angepasst werden. So werden z. B. als Reaktion auf
Salzstress vermehrt ungesittigte Fettsduren und Cardiolipin eingebaut (Lopez et al. 2000; Gandhi
und Shah 2016). Fiir C. acetobutylicum ist bekannt, dass Cyclopropan-Fettsduren unter Saurestress

vermehrt produziert werden (Alsaker und Papoutsakis 2005; Alsaker et al. 2010) und unter
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Losungsmittelstress der Ethanolaminphosphat-Gehalt ansteigt (Tian et al. 2013). Beide
Modifizierungen werden zur Verringerung der Membranfluiditit genutzt und verhindern
wahrscheinlich das Eindringen unerwiinschter Molekiile zum Schutz der Zellen vor ungiinstigen
Bedingungen (Tian et al. 2013; Sandoval und Papoutsakis 2016). Die Cyclopropan-
Fettsduresynthese zeigt in den hier generierten Transkriptomdaten erhohte Level, sowohl unter
Salzstress, als auch bei der Insertionsmutante. Im Gegensatz dazu sind die Transkriptmengen der
Ethanolamin-Synthesegene nur in der Insertionsmutante im Vergleich zum Wildtyp erhoht, wahrend
sie unter Salzstress geringer ausfallen. Inwieweit sich diese Unterschiede auf den
Ethanolaminphosphat-Gehalt der Membran auswirken, miisste eine genaue Untersuchung der
Membran-zusammensetzung zeigen. Zumindest kann die erhohte Losungsmittelbildung der
Insertionsmutante auf eine verdnderte Membranzusammensetzung und damit moglicherweise
starkere Butanol-Toleranz zuriickzufiihren sein.

Einen besonderen Stellenwert unter Salzstress nimmt der Aminosduremetabolismus ein.
Insbesondere die Histidin- und Tryptophan-Biosynthese zeigten bereits unter Sdure- sowie
Losungsmittelstress erhohte Transkriptlevel (Alsaker et al. 2010; Wang et al. 2013). Dies konnte
auch unter Salzstress, sowie bei der Insertionsmutante beobachtet werden (4.4.1). Vor allem die
Tryptophan-Biosynthesegene zeigten durchgehend um bis zu 32fach erhohte Transkriptmengen
(Abbildung 7.12, Anhang). Diese beiden Aminosduren spielen eine Rolle bei verschiedenen
Stressantworten. So konnte bei verschiedenen Organismen gezeigt werden, dass vor allem unter
Sdure- und Losungsmittelstress die entsprechenden Biosynthesewege verstarkt ablaufen und eine
Supplementation mit Histidin oder Tryptophan die Stresstoleranz und Fermentationsausbeute
erh6hen kann (Hirasawa et al. 2007; Horinouchi et al. 2010; Wang et al. 2013; Reeve und
Reid 2016). Die in dieser Arbeit generierten Transkriptomdaten lassen den Schluss zu, dass diese
Aminosduren auch eine Rolle in der Salzstressantwort spielen (4.4.1). Der molekulare
Mechanismus hinter der Histidin-Tryptophan-vermittelten Stresstoleranz ist bisher jedoch nicht
genau untersucht (Hirasawa et al. 2007; Horinouchi ef al. 2010; Reeve und Reid 2016). Zumindest
in Bezug auf die Histidinbiosynthese ist bekannt, dass sie einen Beitrag zur Séuretoleranz leistet.
So konnen durch die Aktivitit der Histidinol-Dehydrogenase (hisD) intrazellulire Protonen
verwertet und damit der intrazelluldre pH-Wert erhoht werden (Reeve und Reid 2016). Tryptophan
spielt wiederum in der Biofilmbildung und bei der Bildung von Quorum sensing-Peptiden eine
wichtige Rolle (Domka et al. 2007). Auch bei C. acetobutylicum konnte eine verstirkte
Tryptophanbiosynthese unter Biofilmbildung beobachtet werden (Liu et al. 2016b). Wie zuvor
erliutert, scheint die Biofilmbildung ebenfalls eine Reaktion von C. acetobutylicum auf Salzstress
zu sein und auch die Insertionsmutante zeichnete sich durch eine verstirkte Biofilmbildung aus.
Dementsprechend kann dies eventuell auf die verstirkte Tryptophanbiosynthese zuriickzufiihren
sein. Doch nicht nur die Biofilmbildung vermittelt eine Schutzwirkung unter Salzstress. Auch
Tryptophan, sowie Arginin selbst scheinen einen positiven Einfluss auf die Stresstoleranz von
C. acetobutylicum zu haben (Wang et al. 2013), wobei der molekulare Mechanismus ebenfalls nicht
bekannt ist. Eine mogliche Erklérung fiir dieses Phanomen konnte die Rolle dieser Aminosduren

bei der Membranstabilitit spielen. Durch seinen biphasischen Fermentationsmetabolismus ist
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C. acetobutylicum Saure- und Losungsmittelstress ausgesetzt (Diirre 2011). Wie bereits erwihnt,
erhoht Saure- und Losungsmittelstress die Membranfluiditit, sodass C. acetobutylicum mit einer
Verdnderung der Membranzusammensetzung entgegensteuert (Alsaker und Papoutsakis 2005;
Alsaker et al. 2010; Tian et al. 2013; Wang et al. 2013; Wang et al. 2016). Auch hinsichtlich
Salzstress konnte z. B. bei B. subtilis gezeigt werden, dass die Membranfluiditit verringert wird,
um dem Verlust von kompatiblen Soluten entgegenzuwirken und eine Barriere gegen hohe
Ionenkonzentrationen aufzubauen (Lopez et al. 2000; Lopez et al. 2006). Fiir Tryptophan und
Arginin ist bekannt, dass sie eine wichtige Ankerfunktion bei der Stabilisierung von
Membranproteinen iibernehmen, wobei Arginin gleichzeitig auch eine Schliisselaminosdure in
Ionenkanélen darstellt (Jesus und Allen 2013; Li e al. 2013; Armstrong et al. 2016). Die erhdhten
Transkriptlevel der Tryptophanbiosynthese unter Salzstress konnte ein Hinweis darauf sein, dass
C. acetobutylicum vermehrt Tryptophan nutzt, um die Stabilisierung der Membranproteine unter
Salzstress zu gewdhrleisten. Auch diesbeziiglich wire die Insertionsmutante im Vorteil, da
verglichen mit dem Wildtyp auch ohne Salzstress hohere Transkriptlevel der entsprechenden Gene
vorliegen. Eine interessante Hypothese ldsst sich aulerdem im Hinblick auf die hydratisierenden
Eigenschaften von Arginin aufstellen (Kanwa et al. 2020). Es konnte in situ gezeigt werden, dass
Arginin in hoher Konzentration Lipiddoppelschichten verformen kann, indem es eine erhebliche
Mengen Wasser sowie Lipidkopfgruppen in den Kohlenwasserstoftkern der Membran transportiert
(Li et al. 2013; Zhang et al. 2018; Kanwa et al. 2020). Da Salzstress mit einem Verlust von Wasser
einhergeht (Wood 2011), kdnnte Arginin dem Verlust von Wasser entgegenwirken, indem es die
Hydrathiille von Proteinen schiitzt und die Dehydratisierung der Membran verhindert
(Morita et al. 2002; Armstrong et al. 2016; Cheng et al. 2016; Kanwa et al. 2020). Dies wiirde
erkldren, warum die Insertionsmutante mit einer verstirkten Arginin-Biosynthese unter Salzstress

ein besseres Wachstum zeigt als der Wildtyp.

5.3.5 Verkniipfung der Aminosiure-Biosynthesen in C. acetobutylicum

Die Inaktivierung des Arginin-Repressors resultierte nicht nur in erhdhten Transkriptleveln der
Arginin-Biosynthesegene, sondern auch der anderer Aminosédure-Biosynthesen, besonders Histidin
und Tryptophan. Die Transkriptomdaten der Insertionsmutante zeigen daher deutlich, dass die
Aminoséure-Biosynthesewege enzymatisch und regulatorisch verkniipft sind (Abbildung 4.28,
Abbildung 7.12, Anhang). Vor allem bei Pilzen ist die sogenannte cross-pathway Kontrolle
verbreitet, bei der ein Mangel oder Ungleichgewicht einer einzigen Aminosiure die Genexpression
mehrerer anderer Aminosaure-Biosynthesewege aktiviert (Carsiotis und Jones 1974; Sachs 2013).
Die bei Pilzen wie z. B. Neurospora crassa oder Saccharomyces cerevisiae auftretende Co-
Regulierung von Arginin-, Histidin- und Tryptophan-Biosynthese war teilweise auch bei B. subtilis
zu beobachten (Roth und Nester 1971; Koo et al. 2017). Hinsichtlich des Zusammenspiels der
Regulation von Aminosdure-Biosynthesen konnte z. B. fiir E. coli ein genomweites Netzwerk der
beteiligten Regulons rekonstruiert werden (Cho ef al. 2011; Sander et al. 2019). Dabei nahm

interessanterweise ArgR eine Schliisselposition ein. So konnten Cho et al. (2011) nicht nur eine
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groe Anzahl an Zielgenen unter direkter ArgR-Kontrolle identifizieren, sondern auch viele
Regulons unter indirekter ArgR-Kontrolle. Neben der direkten Repression von Genen der Arginin-
und Histidin-Biosynthese lagen bei E. coli demnach auch die Biosynthesen der verzweigtkettigen
Aminoséuren, sowie die von Tryptophan, Phenylalanin und Serin unter indirekter Kontrolle durch
ArgR. Die direkte Kontrolle der Arginin-, Histidin- und Tryptophanbiosynthese durch ArgR bei
C. acetobutylicum konnte in dieser Arbeit mit Blick auf die Transkriptomdaten bestétigt werden
(Abbildung 7.12, Anhang). Die Gene dieser Aminosduren zeigten in der Insertionsmutante
durchgehend erhohte Transkriptlevel. Auch die Lysin- und Serin-Biosynthesegene waren mit
erhohten Transkriptleveln zu verzeichnen. Im Gegensatz zu den Ergebnissen von Cho et al. (2011)
zeigten die hier generierten Transkriptomdaten allerdings ein entgegengesetztes Verhalten
beziiglich des Zusammenhangs zwischen ArgR und den verzweigtkettigen Aminosduren. Bei der
Insertionsmutante wiesen die Gene der Leucin- und Isoleucin-Biosynthese niedrigere
Transkriptlevel auf im Vergleich zum Wildtyp. Moglicherweise wird in C. acetobutylicum der
entsprechende Regulator Lrp (cacl/464) unabhéngig von ArgR gebildet, im Gegensatz zur Situation
in E. coli (Cho et al. 2011).

Eine weitere interessante Besonderheit ist die Verkniipfung der Arginin- und Prolin Biosynthese,
wie sie in verschiedenen Mikroorganismen zu beobachten ist (Cunin et al. 1986; Xu et al. 2007;
Zaprasis et al. 2015). Beim Modellorganismus B. subtilis kann mittels der Ornithin-6-
Aminotransferase (OAT, RocD), einem Enzym des Argininkatabolismus, Ornithin in y-Glutamyl-
Semialdehyd umgewandelt werden (Gardan et al. 1995, Abbildung 5.2). Hierbei handelt es sich um
das gleiche Reaktionsprodukt, welches auch in der Prolinbiosynthese synthetisiert und folglich
durch die Pyrrolin-5-Caboxylat-Reduktase zu Prolin umgewandelt wird. Bei E. coli und Salmonella
typhimurium erfolgt die Verbindung iiber das Enzym ArgJ, welches unspezifisch N-Acetylglutmate-
5-Semialdehyd in y-Glutamyl-Semialdehyd umwandeln kann. Demzufolge kann Prolin auch durch
die Rekrutierung von Enzymen des Argininmetabolismus synthetisiert werden (Weber et al. 2006;
Zaprasis et al. 2015). Diese Verbindung der beiden Biosynthesewege wird auch in
C. acetobutylicum vermutet, sodass eine externe Bereitstellung von Arginin zu einer Erh6hung des
Prolin-Pools fiihren koénnte. Die Kopplung erfolgt dabei wahrscheinlich {iber das Enzym ArgD,
welches hohe Ahnlichkeiten zu RocD aus B. subtilis aufweist und daher vermutlich in der Lage ist,
eine dhnliche Reaktion zu katalysieren (Lee et al. 2008; Senger und Papoutsakis 2008). Zur
Uberpriifung dieser Hypothese fiihrte Furnicd (2020) Enzymstudien mit ArgD aus
C. acetobutylicum durch, bei denen das aufgereinigte Protein durchaus OAT-Aktivitét zeigte. So
war ArgD in der Lage, Ornithin und Ketoglutarat mit einer Aktivitdt von 1,185 U/mg Protein zu
Pyrrolin-5-Carboxylat umzusetzen. Damit konnte die Verbindung der Prolin- und Arginin-
Biosynthese auch enzymatisch bestitigt werden. Ein weiterer Beleg fiir die Bifunktionalitit von
ArgD ist das Ergebnis des Prolin-Assays (Abbildung 4.24). Die Insertionsmutante wies im
Vergleich zum Wildtyp eine signifikante Steigerung des intrazelluldren Prolin-Pools auf. Die
Inaktivierung des ArgR-Repressors resultierte in hoheren Transkriptleveln der Gene fiir die Arginin-
Biosynthese. So zeigte die Insertionsmutante unter Salzstress eine achtfache Erhohung des Gens

cac2388 (argD) im Vergleich zum Wildtyp unter Salzstress. Dementsprechend kann die verstéirkte



Diskussion 99

Prolin-Akkumulation méglicherweise darauf zuriickzufiihren sein, denn die Gene fiir die Prolin-
Synthese aus Glutamat (cac3252-54) zeigten unter keinen Bedingungen eine signifikante
Verdnderung der Transkriptmengen. Bei B. subtilis liegen zwei Prolin-Biosynthesewege vor, die
einerseits fiir die Prolin-Bildung zur Proteinsynthese (ProB-ProA-Prol) und andererseits zur
Akkumulation von Prolin als kompatibles Solut (ProJ-ProA-ProH) verantwortlich sind (Hoffmann
und Bremer 2016). Fiir C. acetobutylicum ist jeweils nur ein Enzym pro Syntheseschritt annotiert
(ProB-ProA-ProC). Da Prolin bei C. acetobutylicum urspriinglich keine Funktion als kompatibles
Solut einnimmt (Abbildung 4.6), dient es wahrscheinlich allein als Baustein zur Proteinsynthese.
Moglicherweise kann die Insertionsmutante das durch die verstirkte Expression von argD
tiberproduzierte Prolin akkumulieren, was wiederum als kompatibles Solut zum Schutz und damit

zum verbesserten Wachstum unter Salzstress beitragt.

5.4 Fazit und Ausblick

Diese Arbeit setzte einen Fokus auf die Untersuchung der Salzstressantwort von C. acetobutylicum
und zielte auf die Aufdeckung von Schutzsubstanzen und Schliisselgenen zur Steigerung der
Losungsmittelbildung in salzhaltigem Medium. Die generierten Ergebnisse unterstreichen die
bereits bekannte, vielfiltige stressprotektive Wirkung von Aminosduren beim Wachstum von
Bakterien. Auch fiir C. acetobutylicum zeigten Fiitterungsexperimente eine positive Wirkung von
vor allem Arginin, aber auch Histidin, Tryptophan und GB auf das Wachstum unter Salzstress. Im
weiteren Verlauf konnte mittels metabolic engineering die Arginin-Biosynthese von
C. acetobutylicum durch Inaktivierung des entsprechenden Repressors erfolgreich verstiarkt und so
die Butanolproduktion unter Salzstress weiter gesteigert werden. Transkriptomanalysen
verdeutlichten dabei die Verkniipfung der Aminosdure-Biosynthesen und den Zusammenhang
verschiedener Stressantworten bei C. acetobutylicum. Um die genauen molekularbiologischen
Hintergriinde der Schutzmechanismen der erwdhnten Aminosduren aufzukldren, sind
weiterfilhrende Untersuchungen notwendig. So muss zum einen der Aminosdurepool der
Insertionsmutante aufgeschliisselt werden. Dies wiirde kliren, ob die entsprechenden Aminosiuren
als kompatible Soulte akkumuliert werden, oder der positive Einfluss auf Wachstumseffekte z. B.
Stickstoffassimilierung, Redox-Balance oder Energiegewinnung zuriickzufiihren ist. Dabei sollte
auch {tberpriift werden, ob die Fiitterung von Aminosduren in hoheren Konzentrationen die
stressprotektive Wirkung und Akkumulation dieser verstirkt. Mdgliche salzstressunabhéngige
Schutzeffekte bieten Ansatzpunkte fiir die weitere Optimierung der ABE-Fermentation. Dabei sollte
vor allem die in dieser Arbeit aufgedeckte Verkniipfung der Salzstressantwort mit der
Biofilmbildung, der Sporulation, sowie der SpoOA-unabhingigen Ld&sungsmittelbildung

eingehender charakterisiert werden.
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7 Anhang
Tabelle 3 - Organismen
Organismus relevanter Genotyp Herkunft/Referenz
C. acetobutylicum Tvpstamm ATCC,
ATCC 824 P Laborsammlung Nr. 258
C. acetobutylicum ATCC 824, Schulz (2013),

C. acetobutylicum pTc

pTc-Vektor ohne Insert, AmpR, ChI?

Laborsammlung Nr. 356

C. acetobutylicum ATCC 824
argR92a::CT

Gruppe II Intron integriert zw. 92./93. Bp
von argR (cac2074), Ery®

diese Arbeit,
Laborsammlung Nr. 259

C. acetobutylicum
argR92a::CT pTc::argR

argR (cac2074) Mutante,
pTc::argR, EryR, ChIR

diese Arbeit,
Laborsammlung Nr. 260

C. acetobutylicum

C. acetobutylicum ATCC 824,
pTc::argR, C-terminaler Strep-tag 11,

diese Arbeit,

thi-1, relAl

pTc::argR ChIX, AmpR Laborsammlung Nr. 261
supE44, AlacU169, hsdR17,
E. coli DH5a. (080lacZAM15), recAl, endAl, gyrA96, Grant et al. (1990),

Laborsammlung Nr. 272

E. coli ER2275

trp-31, his-1, tonA2, rpsL104, supE44,

xyl-7, mtl-2, metB1, el4-, A(lac)U169,
endAl, recAl, R(zbgl0::Tn/0) Tcs,

A(mcer-hsd-mrr)114::1510, [F’, proAB,
laglqZA2.15zzf:mini-Tn/0 (Km®)]

NEB,
Laborsammlung Nr. 271

E. coli DH5a. pTc::argR, C-terminaler Strep-tag 11, diese Arbeit,
pTc::argR AmpR, ChI} Laborsammlung Nr. 262
Tabelle 4 - Vektoren
Vektor Grofle (Bp) Merkmale Herkunft/Referenz
thiA-Promotor, hydA, Strep-tag 11, Amp?R,
pTc::hydA 6714 ChIR, repL, ColE1 ori, cyto-plasmatische Schulz (2013),
7 ! Laborsammlung Nr. 286
Expression in E. coli
. Heap et al. (2007).
- R .
pAN-II 7000 Tc®, ®34; pl5SA oriR Laborsammlung Nr. 271
fac, ClosTron-ermRAM, 350-Bp-Intron,
pMTL007 11845 LtrA, T1/T2-Terminator, pCB102, catP, Heap et al. (2007),
) Laborsammlung Nr. 19
ColEl, lacl, oriT
Csp fdx, IBS, EBS2, EBS1d, ClosTron-
ermRAM, 350-Bp-Intron, LtrA, T1/T2- Heap et al. (2007),
pMTL007C-E2 8926 Terminator, pCB102, catP, ColE1, Laborsammlung Nr. 20
lacZalpha, oriT, ChI?
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Tabelle 5 - Rekombinante Plasmide

Plasmid Insertgrofie (Bp) Merkmale Herkunft/Referenz
. pMTLO07C-E2, argR Intron, diese Arbeit
PMTLO07C::argR 350 Bp Hindll / Bsp14071 (BsrGI) Laborsammlung Nr. 263
thlA-Promotor, argR, Strep-tag 1,
. AmpR, ChI®, repL, ColE1 ori, diese Arbeit
pTe:argR 453 Bp cytoplasmatische Expression in £. | Laborsammlung Nr. 264
coli

Tabelle 6 - Oligonukleotide

Bezeichnung

Sequenz (5’ > 3%)*

Verwendung

argR 92a IBS

AAAAAAGCTTATAATTATCCTTAACTTCCATACC
AGTGCGCCCAGATAGGGTG

argR 92a EBS1d

CAGATTGTACAAATGTGGTGATAACAGATAAGT
CATACCACTTAACTTACCTTTCTTTGT

argR 92a EBS2

TGAACGCAAGTTTCTAATTTCGATTGAAGTTCGA
TAGAGGAAAGTGTCT

argR-spezifische Primer
ClosTron®

Intron-spezifischer Primer

EBS Universal | CGAAATTAGAAACTTGCGTTCAGTAAAC CresTron®
ermRAM_fw | ACGCGTTATATTGATAAAAATAATAATAGTGGG | RAM-spezifische Sonde,
ermRAM rev | ACGCGTGCGACTCATAGAATTATTTCCTCCCG Southern Blot
pT seq fw GGGATAAACTATGGAACTTATGAAA Sequenzierung Insert pT-
pT_seq_rev TGCAAGAATGTGAGAGCTAGAAA Vektor
Eub 1 GAGTTTGATCCTGGCTCAG
sqRT-PCR-16S
Eub 2 AGAAAGGAGGTGATCCAGCC

argR fw BamHI

AAAAAAGGATCCTTGAAGGTATCAAGACATAC

Klonierung/Uberexpressio

argR_rev_Cfr91 AAAAAACCCGGGTTCATTAATCATCTTTTTCAGC nvon argR
* unterstrichene Basen symbolisieren entsprechende Restriktionsschnittstellen.
Tabelle 7 - Restriktionsendonukleasen
Restriktionsenzym Erkennungssequenz* Puffersystem
BamHI g::gé?:g%gj: 10x BamHI -Puffer
Cfir91 (Xmal) g::gé%%%@rg:zz 10x Cfr91-Puffer
Pstl g::gﬁigg#g:g: Orange Buffer
FastDigest Smal g::(c}(é%#(é(é(c}j: 10x FastDigest Green Buffer
FastDigest BamHI g::(c}égﬁé%(c}j: 10x FastDigest Green Buffer
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Tabelle 7 - Restriktionsendonukleasen (Fortsetzung)

Restriktionsenzym Erkennungssequenz* Puffersystem
: 5’-AYAGCCT-3’ ™
Hindlll 3 TTCGGALS’ 10x Tango
5‘-TVGTACA-3* ™
Bsp14071 (BsrGI) 3 ACATGM-5¢ 10x Tango
5’-GCINGC-3’ ™
FnudHI (Safl) 3 CGNTCG-5° 1x Puffer G, 1x Tango
5-GAGCT{C-3’ ™
Sacl 3 CMCGAG-5¢ 1x Sacl-Puffer, 1x Tango
5’-GYCTAGC-3’ ™
Nhel - CGATCTG-5" 1x Tango
* |1 = Restriktionsschnittstelle
Tabelle 8 - Antibiotika
Medienzusatz Stammkonzentration Arbeitskonzentration
Ampicillin (Amp) 50 mg/ml in 4. dest. (sterilfiltriert)* 100 pg/ml
Chloramphenicol (Chl) 34 mg/ml in Ethanol (96 % [v/v])** 25 pg/ml
Erythromycin (Ery) 50 mg/ml in Ethanol (96 % [v/v])** 20 pg/ml
Tetracyclin (Tet) 10 in Ethanol (96 % [v/v])** 10 pg/ml
Thiamphenicol (Tm) 50 mg/ml in Ethanol (96 % [v/v])* 15 pg/ml
X-Gal 20 mg/ml in Dimethylformamid (DMF)* 40 pg/ml

* Porengrof3e 0,2 um (Sterilfilter, Schleicher & Schuell)

** In Ethanol oder DMF geldste Substanzen brauchten nicht sterilfiltriert werden.

Tabelle 9 - Bezugsquellen fiir Chemikalien

Hersteller

Produkt

AppliChem GmbH, Darmstadt

Agarose, Ammoniumsulfat, Ammoniumhydroxid, Ampicillin,
Asparagin, B-NADH, DNase I, Erythromycin, Ethidiumbromid,
Glukose, Glycin, Lysozym, MES, Phenol-Chloroform-
Isoamylalkohol, Proteinase K, RNase A, SDS, Tris

Biolab Inc., Lawrenceville (USA)

Hefeextrakt, Trypton

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Brilliant Blue G-250, Tris

Chemos GmbH, Regenstauf Thiamphenicol
Difco Laboratories, Hamburg Agar-Agar
Genaxxon Bioscience GmbH, Ulm GelRed

Merck KGaA, Darmstadt

Chloramphenicol, Magnesiumsulfat, Mangansulfat, PABA

Oxoid GmbH, Wesel

Reinforced Clostridial Agar (RCA)

Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen

Pwo-Polymerase |

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

NBT/ BCIP, Hexokinase/ Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase
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Tabelle 10 - Bezugsquellen fiir Gerite und Materialien

Hersteller

Geriate/ Materialien

Agilent Technologies GmbH, Boblingen

Gaschromatogrph Agilent 7890A, EZ Chrom Elite

Biometra GmbH, Goéttingen

Agarosegelelektrophorese-Kammern, Blotting-Apparatur,
Nitrocellulosemembran, PCR-Cykler, Power Pack P25,

Biorad GmbH, Miinchen

Elektroporationsgerdt Gene-Pulser™ II, Pulse Controler Plus,

Capacitance Extender Plus, Blottingpapier

Biostep GmbH, Jahnsdorf

Geldokumentationsanalge Dark Hood DH+50

Braun AG, Melsungen

Sterican® Einmalkaniilen

Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena

Stereomikroskop Stemi 305,
Mikroskop Primo Star

Eppendorf Research AG, Hamburg

ReaktionsgefdBe, Thermomixer Comfort

GE Healthcare GmbH, Solingen

Photometer Ultrospec 3000

Genaxxon Bioscience GmbH, Ulm

Gel Extraction Kit, Plasmid Plus DNA Purification Mini Prep
Kit

Gesellschaft fiir Labortechnik mbH,
Burgwedel

Wasserbédder

Heidolph Instruments GmbH & Co. KG,
Schwabach

Magnetriihrer ,,MR Hei-Standard*

Implen GmbH, Miinchen

Spektalphotometer NanoPhotometer® N60/N50

Hellma GmbH & Co. KG, Miillheim

Quarzglas-Prézisionskiivetten (10 mm)

Henke-Sass, Wolf GmbH, Tuttlingen

NORM-JECT® Einwegspritzen

Heraeus-Holding GmbH, Hanau

Tischzentrifuge Biofuge fresco

Kendro Laboratory Products GmbH,
Langenselbold

Sorvall RC 6C Plus Zentrifuge

KNAUER Wissenschaftliche Gerite
GmbH, Berlin

4,6x150 mm Hypersil 120 3U ODS-Séule

Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Diiren

Spektralphotometer Nanocolor® VIS

Medserv GmbH, Leipzig

Zentrifuge Sigma 3K30 und Sigma 2-16 PK

Meintrup DWS Laborgerdte GmbH,
Léhden-Holte

MACS-MG-500/MG-1000-anaerobic workstation

Memmert GmbH & Co0.KG, Schwabach Brutschrank
pH Meter SevenEasy
Mettler-Toledo GmbH, Giessen
Analysenwaage XA 205
Mitsubishi Electric Europe B.V., Ratingen Thermodrucker P95

Miiller&Krempel AG, Biilach

Miiller&Krempel Serumflaschen

MWG-Biotech AG, Ebersberg

Geldokumentationsanalage TFP-M/WL

New Brunswick Scientific GmbH,

Niirtingen

Inkubationsschiittler InnovaTM 4230 Refrigerated Incubator
Shaker
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Tabelle 10 - Bezugsquellen fiir Gerite und Materialien (Fortsetzung)

Hersteller

Gerite/ Materialien

Ochs Laborfachhandel e. K., Bovenden

Hybridisierungs- und Hungater6hrchen, Schikane-Kulturkolben

Nikon GmbH, Diisseldorf

Nikon Eclipse Ni-U Aufrecht-Mikroskop

Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen

Elektroporationskiivetten

Sartorius AG, Gottingen

Biostat B Plus Twin Fermenter

Sarstedt AG & Co., Niirnberg

50-ml Réhrchen, 0,2 um Sterilfilter, Plastikkiivetten, Einmal-

Impfosen, Einmal-Spatel

Scientific Industries Inc., Bohemia (USA)

Reagenzglasschiittler Vortex-Genie 2

Stork-Tronic Stork GmbH & Co. KG,
Stuttgart

Heizblock Thermoblock 1.0

Thermo Savant, Illkirch (Frankreich)

FastPrep® FP120 Cell Disrupter

Thermo Scientific Inc., Braunschweig

dNTPs, Fast-AP, GeneRuler 1kB DNA Ladder, Mass Ruler
(SM403), Restriktionsenzyme, Protein Molecular Weight
Marker (SM0431, SM0672), T4-DNA-Ligase

Tuttnauer Europe B.V., Breda
(Niederlande)

Tischautoklav Systek DB-45

UniEquip Laborgeritebau- und Vertriebs
GmbH, Planegg

UNITWIST RT Rocking Table Shaker

WTW Wissenschaftlich-Technische
Werkstitten GmbH, Weilheim

pH-Messgerait WTW pH 526

Zirbus technology GmbH, Bad Grund

Gefriertrockner VaCol mit Vakuum-Konzentrator NV2150
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Dunnett's multiple comparisons (n = 4) *p <005 **p<0,001 ***p<0,001 **** p <0,0001

Abbildung 7.1 - Einfluss von Aminoséuren auf das Wachstum von C. acetobutylicum bei 300 mM NaCl.

(A) Optische Dichte bei 600 nm, (B) Wachstumsrate und (C) spezifische Produktivitdt der supplementierten
C. acetobutylicum-Kulturen im Vergleich zur unsupplementierten Kontrolle. 10 ml MS-MES mit 300 mM NaCl
und 1 mM kompatibles Solut, 130 h, 37 °C, n=4.
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Zeit [h]

0

5

9
11
13
15
19
21
23
33
38
57
67
81
91
105
110
114
130

110
114
130

0

9
13
17
19
23
33
43
57
67
81
91
105
114
130

ohne NaCl 100 mM NacCl 200 mM NacCl 300 mM NacCl 400 mM NacCl 500 mM NacCl
MW SD n| MW SD n| MW SD n| MW SD n| MW SD N | MW SD n
ODgoo
0.200 0.031 16 0.203 0.046 8| 0.190 0.043 8| 0.203 0.053 16 0.174 0.048 6 0.190 0.053 6
0.269 0.043 6 0.238 0.039 6| 0.240 0.061 6| 0.265 0.064 8 0.194 0.050 6 0.190 0.054 6
0.673 0.130 16| 0.809 0.060 8| 0.603 0.081 8| 0.442 0.095 16| 0.253 0.036 6| 0.217 0.056 6
1.212 0.308 16| 1.154 0.191 8| 0.964 0.143 8| 0.637 0.186 16| 0.304 0.027 6| 0.213 0.052 6
1.630 0.464 16| 1.655 0.393 6| 1.445 0.320 6| 0.778 0.321 14| 0.358 0.032 4| 0.212 0.070 4
1.920 0.583 16| 1.888 0.147 6| 1.744 0.382 6 1.061 0.447 14| 0.389 0.065 4| 0.227 0.065 4
2552 0.746 16| 2.851 0.274 8| 2.637 0.559 8| 1.602 0.440 10| 0.475 0.027 6| 0.216 0.056 6
2,958 0.899 14| 3.223 0.597 6| 3.344 0.303 6| 1.662 0.684 12| 0.480 0.048 4| 0.217 0.070 4
3.327 0.713 14| 3.894 0.354 4| 3.718 0.171 6| 2.026 0.355 12| 0.514 0.016 4| 0.227 0.052 4
3.587 0.792 16| 3.376 0.695 8| 3.368 0.155 8| 1.967 0.623 16| 0.542 0.055 6| 0.208 0.044 6
4.283 0.748 16| 3.754 0.815 8| 3.151 0.231 8 1.821 0.531 12| 0.592 0.064 6| 0.215 0.045 6
5450 0.308 16| 5.075 0.493 8| 2475 0.165 8| 1.825 0.481 16| 0.688 0.058 6| 0.234 0.042 6
5.715 0.659 14| 5250 0.107 8| 1.973 0.167 8| 1.896 0.179 12| 0.778 0.137 6| 0.249 0.054 6
5.767 0.762 16| 5441 1.109 8| 1.719 0.246 8| 1.901 0.260 14| 0.818 0.145 6| 0.262 0.065 6
5789 0.834 12| 4.978 0.332 6| 1.985 0.606 6 2.227 0.152 10| 0.977 0.017 4| 0.303 0.110 4
5,697 0.698 16| 5.688 0.549 6| 2.870 1.109 6 2.209 0.397 12| 0.992 0.131 6| 0.330 0.144 4
5968 0.783 8| 5.650 0.657 8| 3.271 1.261 8| 2.708 0.346 12| 1.124 0.097 4| 0.324 0.106 6
5778 1.147 6| 5350 0.486 4| 4.055 1.392 6 2.710 0.549 4| 1.290 0.416 6| 0.355 0.150 4
5.023 0.859 14| 5.098 0.853 6| 4.572 0.703 6| 3.294 0.992 14| 1.358 0.359 6| 0.391 0.143 4
pH-Wert
5220 0.062 8| 5.153 0.062 4| 5.083 0.051 3| 5.143 0.023 6| 5.115 0.058 4| 5115 0.042 4
5195 0.084 4 5150 0.066 3| 5.060 0.046 3| 5.130 0.010 3| 5.080 0.026 3| 5.080 0.040 3
5.059 0.051 8 4.940 0.062 4| 4.940 0.079 3| 5.032 0.034 6| 5.055 0.077 4| 5.078 0.025 4
5.009 0.071 8| 4.858 0.082 4| 4.833 0.049 3| 4.995 0.068 6 5.015 0.082 4 5.093 0.029 4
4.894 0.069 7| 4.767 0.132 3| 4.715 0.007 2| 4.978 0.105 5| 4.973 0.136 3| 5.067 0.021 3
4813 0.057 7| 4.713 0.101 3| 4.640 0.042 2 4922 0.115 5| 4957 0.161 3| 5.090 0.035 3
4795 0.054 4| 4.653 0.083 4| 4.617 0.081 3| 4.853 0.108 4| 4.933 0.144 4| 5.083 0.031 3
4733 0.119 4| 4.635 0.062 4| 4563 0.025 3| 4.800 0.128 4| 4.893 0.155 4| 5.085 0.026 4
4.705 0.035 2| 4.580 0.057 2| 4.485 0.021 2| 4675 0.106 2| 4.887 0.240 3| 5.077 0.042 3
4.690 0.050 8| 4.590 0.033 4| 4.490 0.026 3| 4.673 0.112 6| 4.778 0.164 4| 5.048 0.028 4
4710 0.027 4| 4.648 0.017 4| 4510 0.026 3| 4.672 0.119 5| 4.755 0.123 4| 5.028 0.033 4
4.723 0.038 4| 4.645 0.026 4| 4.523 0.032 3| 4.655 0.138 4| 4.718 0.114 4| 5028 0.039 4
4769 0.059 8| 4.648 0.034 4| 4537 0.015 3| 4.658 0.100 6| 4.693 0.054 4| 4.990 0.024 4
4780 0.037 4| 4.675 0.019 4| 4537 0.015 3| 4.665 0.121 4| 4.678 0.031 4| 4.983 0.036 4
4778 0.038 4| 4.698 0.057 4| 4523 0.025 3| 4.658 0.127 4| 4.663 0.060 4| 4.950 0.022 4
4770 0.046 8| 4.750 0.064 4| 4.543 0.042 3| 4.652 0.087 6| 4.633 0.043 4| 4920 0.050 4
4.787 0.059 3| 4.757 0.032 3| 4.540 0.042 2| 4.657 0.127 3| 4.607 0.031 3| 4.880 0.046 3
4.740 0.020 3| 4.753 0.015 3| 4.535 0.049 2| 4.657 0.127 3| 4.593 0.025 3| 4.867 0.055 3
4.721 0.078 7| 4.727 0.055 3| 4.623 0.023 3| 4.644 0.082 5| 4.567 0.021 3| 4.820 0.100 3
4.683 0.054 4| 4735 0.056 4| 4.727 0.015 3| 4.668 0.076 4| 4.553 0.022 4| 4.825 0.086 4
4660 0.014 2| 4710 0.096 3| 4.715 0.007 2| 4.635 0.106 2| 4.530 0.017 3| 4.793 0.081 3
4.760 0.089 7| 4.747 0.045 3| 4.720 0.036 3| 4.642 0.043 5| 4.510 0.010 3| 4.757 0.067 3
Acetat
50.824 11.761 3| 50.004 13.028 3| 41.132 0.783 3| 58.951 10.222 3| 53.025 12.427 3| 57.416 9.900 3
50.318 13.040 3| 54.326 13.469 3| 43.025 0.887 3|61.862 11.544 3| 54.219 10.628 3| 61.072 10.928 3
53.207 13.733 3| 54.535 12.349 3| 42.605 1.080 3|59.807 9.290 3| 52.208 15.579 3| 58.785 11.634 3
53.181 14.632 3| 51.105 13.451 3| 39.172 0.566 3| 57.579 12.746 3| 47.457 16.377 3| 57.439 14.502 3
51.510 15.121 3| 50.528 14.129 3| 43.862 1.923 3|57.318 12.453 3| 48.156 12.770 3| 56.688 11.277 3
51.156 15.925 3| 47.036 15.213 3| 46.773 10.223 3| 57.319 12.879 3| 49.254 13.264 3| 59.486 10.855 3
44729 12.638 3| 45.214 13.642 3| 46.044 11.385 3| 55.184 10.038 3| 52.634 13.497 3| 56.678 12.648 3
38.575 10.737 3| 42.103 10.514 3| 46.327 10.635 3| 54.561 9.509 3| 51.106 15.209 3| 59.259 12.387 3
34.302 14.891 3| 39.501 10.075 3| 44.069 11.624 3|55.679 9.407 3| 49.951 14.876 3| 59.303 12.665 3
26.627 7.287 3| 34.370 6.185 3| 45.021 11.421 3| 53.910 7.250 3|50.491 12.540 3|59.451 13.459 3
24.388 7.520 3| 29.904 0.576 3| 43.723 9.833 3| 54.165 4.731 3| 49.148 12.934 3| 59.214 11.812 3
21.384 6.799 3| 25128 4.844 3| 43.510 10.801 3| 49.363 10.981 3| 50.967 12.896 3| 55.775 16.299 3
20.376 7.250 3| 25.988 6.391 3| 35.617 12.428 3|50.481 7.324 3|52.866 16.030 3|54.272 9.537 3
19.960 7.569 3| 26.295 7.280 3| 33.083 11.648 3|53.241 0.752 3| 51.814 10.928 3| 54.492 26.023 3
20.629 7.701 3| 25.060 6.878 3| 31.463 11.980 3|42.154 6.013 3| 50.938 11.524 3| 58.391 14.313 3

(Fortsetzung nachste Seite)




Anhang

121

114
130

13
17
19
23
33
43
57
67
81
91
105
114
130

13
17
19
23
33
43
57
67
81

105
114
130

91
105
114
130

Butyrat
3.719 0.576 3| 2634 0.189 3| 1.607 0.804 3| 2.817 0.202 3 2.691 0.198 3| 3.035 0.201 3
5980 0.142 3 9580 1.358 3| 7.854 0.825 3| 7.061 0.977 3| 5.044 0.807 3| 3.634 0.215 3
9.678 0.655 3| 16.834 2.660 3| 15.336 2512 3| 11.689 2.266 3| 5738 1.149 3| 3.534 0.384 3
15.613 1.050 3| 23.211 2.709 3| 20.878 2.351 3[15.481 2304 3| 7.008 1.705 3| 3.530 0.284 3
19.761 2.176 3| 22413 2316 3| 25435 2291 3(17.809 3.008 3| 8.010 2.144 3| 3.733 0420 3
20.777 0.292 3| 24.084 1.379 3| 27.985 0.959 3|20.853 3.735 3| 9.428 2.589 3| 4.318 0.352 3
19.412 0.997 3| 22,185 0.592 3| 29.623 1.790 3(24.048 3.020 3|12.589 2.963 3| 4.422 0.166 3
16.800 2.018 3| 21.520 0.617 3| 26.751 0.641 3[24.749 2817 3|13.313 1.631 3| 4.907 0492 3
12.411 2463 3| 18.088 1.100 3| 23.824 0.564 3|25.631 2.253 3|15.353 0.489 3| 5.888 0472 3
8.881 1.238 3| 14.178 2.320 3| 24.645 1.295 3|25.109 2.467 3|16.075 0.718 3| 6.720 0.320 3
7.444 0.363 3| 11.234 1.748 3| 23.438 1.558 3|25.574 3.320 3]|17.185 0.895 3| 8.046 0.474 3
6.531 0.376 3| 7.391 1.440 3| 21.689 2412 3|21.836 1.770 3]|18.231 1.045 3| 8.198 0.991 3
5685 0.461 3| 7.167 1.566 3| 10.444 2279 3|20.363 2.463 3]|19.759 2.006 3| 9.150 0.620 3
5,602 0.552 3| 8.362 1.377 3| 10.577 3.707 3|19.582 4.648 3]|19.789 2.251 3|(10.117 2.963 3
5874 0.611 3| 7950 0.901 3| 8.465 1.601 3|10.483 1.618 3]|19.352 2.863 3|11.990 1.657 3
Aceton
0.000 0.000 3| 0.424 0.735 3| 0.333 0.577 3| 0.000 0.000 3| 0.000 0.000 3| 0.000 0.000 3
0.641 0.557 3| 1.516 0.367 3| 1.297 0.182 3| 1.418 0.353 3| 1.240 0.551 3| 0.367 0.635 3
1.298 0.324 3| 2997 1.268 3| 2878 0.863 3| 1.949 1.036 3| 0.964 0.841 3| 0.381 0.660 3
3.228 1.422 3| 8659 4216 3| 6.174 0.922 3| 3.026 1.265 3| 1.021 0.891 3| 0.368 0.637 3
6.538 4.368 3| 9.024 3.507 3| 7.877 0.340 3| 3.802 1.665 3| 1.224 1.084 3| 0.392 0.680 3
10.597 5.116 3| 19.562 9.243 3| 11.676 1.090 3| 5543 2588 3| 1.492 1.325 3| 0.389 0.674 3
31.302 6.665 3| 33.108 4.521 3| 20.777 2542 3| 9.101 2.380 3| 2.550 1.485 3| 0.399 0.691 3
46.443 11.120 3| 44.259 5316 3| 24.104 3.550 3| 10.450 2.400 3| 3.065 1.196 3| 0.407 0.706 3
67.832 5.678 3| 60.673 5.361 3| 29.888 2.766 3| 11.967 1.336 3| 4.459 0.466 3| 1.084 0.257 3
89.730 14.935 3| 77.763 8.564 3| 32.565 5.010 3| 15.481 4.867 3| 5.153 1.017 3| 1.170 0.249 3
105.586 2.601 3|105.712 19.454 3| 33.241 4.285 3|18.157 8.371 3| 6.294 2196 3| 1.482 0.237 3
128.828 19.166 3|115.986 14.059 3| 37.944 8.303 3|21.241 13.517 3| 7.717 2419 3| 1.711 0295 3
144.178 8.342 3|137.946 9.327 3| 74.712 26.070 3| 26.469 12.165 3| 10.491 4.303 3| 2.225 0.132 3
147.286 6.522 3(156.462 20.980 3| 90.812 22.402 3| 33.401 6.158 3(12.888 4.121 3| 2.694 1.672 3
148.228 5.926 3(156.710 21.731 3/109.430 21.342 3| 50.504 18.170 3| 16.743 3.908 3| 3.122 1.633 3
Butanol
0.000 0.000 3| 0.000 0.000 3| 0.000 0.000 3| 0.000 0.000 3| 0.000 0.000 3| 0.000 0.000 3
0.000 0.000 3| 0.000 0.000 3| 0.000 0.000 3| 0.000 0.000 3| 0.000 0.000 3| 0.000 0.000 3
0.000 0.000 3| 1.458 1.289 3| 1.250 1.238 3| 0.200 0.346 3| 0.000 0.000 3| 0.000 0.000 3
0.217 0.375 3| 5704 3.143 3| 3.632 1.395 3| 1.711 1.498 3| 0.000 0.000 3| 0.000 0.000 3
1.832 1.602 3| 6.168 3.551 3| 5220 0.821 3| 2.235 2.113 3 0.000 0.000 3| 0.000 0.000 3
6.657 1.440 3| 17.397 9.814 3| 10.457 1.355 3| 4.174 3.780 3| 0.976 0.891 3| 0.000 0.000 3
36.014 8.372 3| 32.554 2.285 3| 21.869 2458 3| 8.568 5.534 3| 1.271 1.324 3] 0.000 0.000 3
55.765 11.653 3| 45.685 3.685 3| 26.617 3.666 3| 9.876 5.834 3| 1.705 1.527 3] 0.000 0.000 3
105.203 31.031 3| 67.085 5496 3| 34.472 3.188 3|11.486 5.630 3| 2.969 0.593 3| 0.000 0.000 3
138.018 19.082 3| 86.606 19.668 3| 35.817 3.780 3|15.096 3.325 3| 3.536 0.590 3| 0.000 0.000 3
179.095 42.326 3|117.958 33.971 3| 37.800 1.788 3|17.857 5.659 3| 4.662 1.605 3| 0.000 0.000 3
208.014 20.289 3(135.609 35.184 3| 42.634 5.630 3|21.871 12.451 3| 5.812 2.238 3| 0.000 0.000 3
225.932 29.405 3|163.033 18.249 3| 85.358 20.755 3| 28.959 12.189 3| 9.834 5.071 3| 0.499 0.865 3
227.724 31.959 3|182.675 10.719 3|105.806 11.159 3|37.919 9.034 3|12.675 5591 3 1.111 0.970 3
228.941 32.306 3|183.038 14.214 3|135.619 7.335 3|65.161 26.197 3| 18.231 7.197 3| 1.825 1.653 3
Ethanol
0.730 1.264 3 0.406 0.703 3| 0.000 0.000 3| 0.000 0.000 3 0.850 1.472 3| 0.000 0.000 3
0.638 1.105 3 0.000 0.000 3| 0.000 0.000 3| 0.000 0.000 3 1.210 2.096 3| 0.000 0.000 3
0.723 1.252 3| 1.970 0.458 3| 1.152 1.107 3| 0.509 0.882 3| 1.133 1.963 3| 0.000 0.000 3
2337 0.160 3| 3435 1.462 3| 2457 0.729 3| 0.684 1.185 3| 1.615 1.563 3| 0.000 0.000 3
2992 0.374 3| 2953 1.061 3| 3.017 0.440 3| 2.061 0.522 3| 1.133 1.963 3| 0.000 0.000 3
4.158 0.853 3| 5.392 1.804 3| 4558 0.860 3| 2.788 1.284 3| 0.400 0.693 3| 0.580 1.005 3
11.789 3.667 3| 7.996 0.617 3| 7.017 1.259 3| 4.173 1.725 3| 1.698 0.041 3| 0.573 0.993 3
15.865 6.141 3| 10.493 1.296 3| 7.403 1.067 3| 4.654 2.153 3| 2.080 0.683 3| 0.503 0.872 3
33.113 18.294 3| 15.333 1.159 3| 9.138 1.401 3| 5.129 1.870 3| 2.024 0.395 3| 0.000 0.000 3
44793 20.289 3| 18.057 2.547 3| 9.017 1.274 3| 5.627 1.007 3| 2.427 0.906 3| 0.550 0.953 3
63.134 36.296 3| 26.122 7.729 3| 9.911 1.230 3| 5573 0.337 3| 2.698 0.808 3| 0.747 1.293 3
71.868 29.583 3| 29.967 6.810 3| 10.203 0.804 3| 5920 1.841 3| 3.050 1.301 3| 0.643 1.114 3
78.235 29.493 3| 37.012 1.739 3| 19.200 4.214 3| 7.431 1.120 3| 3.888 2.012 3| 0.707 1.224 3
78.933 29.637 3| 43.625 9.086 3| 26.290 5518 3| 8.753 1.455 3| 4.158 1.564 3| 0.907 1.570 3
79.003 28.149 3| 43.597 9.653 3| 32.179 1.204 3[14.275 5.883 3| 5.246 1.846 3| 1.363 1.435 3

(Fortsetzung néchste Seite)




Anhang

122

33
57
81
105
130

Glukose
57.660 11.714 6| 57.615 12.352 6| 54.461 1.696 5|53.852 8.590 6| 53.896 8.072 4| 54.622 3.460 5
48.700 7.266 6| 50.805 10.740 6| 46.397 6.907 5|52.060 8.301 6|53.695 3.339 4|57.203 6.012 5
38.261 6.150 6| 42.427 13.047 6| 35.214 9.364 5|42.965 9.634 6[53.964 2.337 4|56.921 8.068 4
28.180 5.622 6| 30.913 5.298 6| 30.698 7.820 5|45.026 9.868 6| 50.402 4.479 452741 2873 5
16.353 4.162 6| 21.818 3.325 6| 31.935 4.734 5| 41.755 8.269 6 50.066 3.688 4|54.945 4.456 5
2285 1.689 6 8871 3.752 6| 27.688 10.508 5| 39.470 6.470 6| 48.520 3.013 4| 44.784 7.346 5
0.135 0.225 6| 5.466 0.715 6| 18.817 13.700 5| 26.926 4.582 6| 47.243 2.121 4| 52149 3.551 5

Abbildung 7.2 - Statistik von Wachstum und Fermentationsprodukten des Wildtyps.

Dargestellt sind Mittelwerte (MW), Standardabweichung (SD) und Anzahl der Replikate (n) der durchgefiihrten

Experimente.

Zeit [h]
0

9
11
14
15
19
33
38
62
84
105
130
274
350
443

11
14
15
19
33
38
62
84
105
130
274
350
443

0

9
14
17
33
62
130
274
350
443

ohne NaCl 100 mM NaCl 200 mM NacCl 300 mM NacCl 400 mM NaCl 500 mM NacCl
MW SD n| MW SD n| MW SD n| MwW SD n| MW SD N| MW SD n
ODso
0.123 0.001 2| 0.120 0.000 2| 0.131 0.000 2| 0.118 0.001 2| 0.106 0.001 2| 0.125 0.001 2
0.771 0.000 2| 0.757 0.000 2| 0.687 0.001 2[ 0.311 0.003 2| 0.130 0.001 2| 0.124 0.001 2
1.501 0.014 2| 0.960 0.004 2| 0.935 0.009 2| 0.443 0.004 2| 0.150 0.001 2| 0.117 0.001 2
1.981 0.028 2| 1.250 0.006 2| 1.176 0.021 2| 0.715 0.004 2| 0.179 0.002 2| 0.116 0.005 2
2446 0.064 2| 1.293 0.001 2| 1.257 0.003 2| 0.824 0.002 2| 0.207 0.001 2| 0.114 0.001 2
3.276 0.021 2| 3.855 0.007 2| 3.325 0.007 2| 2.155 0.007 2| 0.370 0.001 2| 0.120 0.001 2
4.411 0.028 2| 4.355 0.049 2| 3.490 0.000 2| 2.490 0.000 2 0.485 0.002 2 0.124 0.000 2
4.605 0.035 2| 3.535 0.007 2| 2580 0.000 2| 0.568 0.000 2| 0.145 0.000 2
5.821 0.297 2| 6.090 0.028 2| 3.955 0.021 2| 2.670 0.000 2| 0.736 0.004 2| 0.183 0.001 2
7.160 0.000 2| 6.630 0.014 2| 4.335 0.007 2| 2.835 0.007 2| 0.881 0.000 2| 0.246 0.004 2
6.965 0.007 2| 6.870 0.014 2| 4.870 0.028 2[ 3.020 0.000 2| 1.064 0.001 2| 0.325 0.001 2
6.205 0.021 2| 6.125 0.007 2| 5.715 0.007 2| 3.755 0.007 2| 1.203 0.005 2| 0.404 0.001 2
5915 0.007 2| 5.395 0.007 2| 5.630 0.014 2| 4.945 0.007 2| 2.490 0.014 2| 0.739 0.004 2
5.830 0.071 2| 5.820 0.014 2| 5.720 0.028 2| 5.120 0.057 2| 2.540 0.000 2| 0.955 0.049 2
5.665 0.035 2| 5.695 0.021 2| 5.905 0.021 2| 5.110 0.042 2| 2.770 0.028 2| 1.210 0.000
pH-Wert
5165 0.021 2| 5.125 0.035 2| 5.090 0.014 2| 5.060 0.028 2| 5.075 0.035 2| 5.055 0.035 2
5.025 0.007 2| 4.870 0.028 2| 4.855 0.049 2| 4.965 0.035 2| 5.045 0.021 2| 5.045 0.007 2
4.965 0.021 2| 4.755 0.021 2| 4.730 0.014 2| 4.890 0.014 2| 4.985 0.007 2| 5.045 0.007 2
4815 0.092 2| 4.605 0.021 2| 4.555 0.007 2| 4.755 0.049 2 4.955 0.007 2| 5.040 0.014 2
4.745 0.049 2| 4.570 0.014 2| 4.510 0.014 2| 4.660 0.028 2| 4.945 0.007 2| 5.050 0.000 2
4.625 0.007 2| 4.480 0.014 2| 4.430 0.014 2| 4.545 0.021 2| 4.860 0.028 2| 5.055 0.007 2
4700 0.014 2| 4.485 0.007 2| 4.370 0.014 2| 4.420 0.028 2| 4.730 0.028 2| 5.040 0.014 2
4520 0.028 2| 4.395 0.007 2| 4.375 0.021 2| 4.695 0.007 2| 5.005 0.007 2
4.815 0.007 2| 4.575 0.021 2| 4.440 0.000 2| 4.410 0.014 2| 4.620 0.014 2| 4.940 0.014 2
4775 0.035 2| 4.650 0.014 2| 4.505 0.007 2| 4.420 0.014 2| 4.555 0.007 2| 4.845 0.021 2
4.755 0.007 2| 4.615 0.035 2| 4.500 0.028 2| 4.395 0.007 2| 4.535 0.021 2| 4.720 0.014 2
4680 0.014 2| 4.585 0.007 2| 4.495 0.007 2| 4.405 0.007 2| 4.475 0.007 2| 4.640 0.028 2
4.640 0.014 2| 4.430 0.028 2| 4.465 0.007 2| 4.435 0.007 2| 4.430 0.028 2| 4.445 0.021 2
4.635 0.007 2| 4.430 0.028 2| 4.465 0.007 2| 4.455 0.007 2| 4.340 0.014 2| 4.435 0.007 2
4650 0.014 2| 4.340 0.028 2| 4.365 0.007 2| 4.350 0.014 2| 4.340 0.000 2| 4.365 0.021 2
Acetat
51.684 1.216 2| 45.925 5.770 2| 41.581 0.634 2| 49.775 9.176 2|46.457 9.289 2|47.407 14.155 2
52.092 2.510 2| 49.138 7.336 2| 43.114 0.126 2| 52.120 9.743 2|48.467 8.134 2| 51.104 14.098 2
57.190 5.633 2| 47.881 9.411 2| 42.148 0.646 2| 49.748 10.060 2|46.557 7.991 2|49.539 13.076 2
54599 2.005 2| 46.700 6.230 2| 39.394 0.314 2| 49.073 8.505 2|45.312 3.034 2|49.354 14.330 2
42524 3.118 2| 41.075 5.853 2| 43.444 3.678 2| 48.190 6.995 2|45.821 9.635 2[50.118 12.990 2
24.830 2.542 2| 31.805 3.628 2| 42.039 4.217 2| 48.142 5.767 2(45.514 7.038 2|47.947 9.256 2
19.796 1.178 2| 21.129 5.560 2| 30.146 1.862 2| 39.756 2.397 2(45.076 8.289 2|50.607 11.009 2
16.630 0.000 1| 20.258 0.000 1| 26.141 0.000 1| 35.434 4.881 2(37.882 0.000 1{44.119 0.000 1
16.440 0.000 1| 21.655 0.000 1| 26.849 0.000 1| 34.721 5.700 2[37.539 0.000 1|44.154 0.000 1
17.485 2.856 2| 24.390 4.641 2| 29.809 5.197 2| 35547 5.213 2|43.657 8.742 2|49.694 8.794 2

(Fortsetzung nachste Seite)




Anhang 123

Aceton
0 0319 0451 2| 0.212 0.300 2| 0.167 0.235 2| 0.000 0.000 2| 0.000 0.000 2| 0.000 0.000 2
9 0583 0.081 2| 1.427 0.125 2{ 1.271 0.037 2| 0.709 0.709 2| 0.620 0.877 2| 0.183 0.259 2
14 2.266 1.368 2| 4.066 1.511 2| 3.374 0.702 2| 1.615 0.334 2| 0.482 0.682 2| 0.191 0.270 2
17 9.716 9.175 2| 10.482 2.578 2| 6.688 0.726 2| 3.095 0.068 2 0.511 0.722 2| 0.195 0.275 2
33 41.678 14.674 2| 37.921 6.806 2| 22.079 1.840 2| 10.129 1.028 2| 2.451 0.139 2| 0.542 0.767 2
62 96.044 8.929 2| 88.953 15.824 2| 35.104 3.591 2| 15.012 0.468 2| 5.043 0.156 2| 1.347 1.905 2
130 148.228 0.000 1] 163.172 9.138 2[113.366 5.565 2| 47.463 3.042 2| 18.840 2.965 2| 2.586 0.759 2
274 159.578 0.000 1]216.901 0.000 1|181.021 0.000 1| 97.542 14.203 2| 53.700 0.000 1|13.093 0.000 1
350 165.550 0.000 1{210.841 0.000 1|188.665 0.000 1| 98.345 11.618 2[60.039 0.000 1|18.414 0.000 1
443 183.482 21.934 2|218.522 4.919 2(190.731 3.041 2| 106.757 10.403 2| 64.757 2.652 2|24.113 1.944 2
Butanol
0 0.389 0.551 2 0.000 0.000 2| 0.000 0.000 2| 0.000 0.000 2| 0.000 0.000 2 0.000 0.000 2
9 0.000 0.000 2| 0.000 0.000 2| 0.000 0.000 2| 0.000 0.000 2| 0.000 0.000 2 0.000 0.000 2
14 0.000 0.000 2| 2.239 1.104 2| 1.863 0.866 2| 0.100 0.100 2 0.000 0.000 2| 0.000 0.000 2
17 7.279 9.988 2| 6.952 1.766 2| 4.423 1.120 2| 1.963 0.252 2 0.000 0.000 2| 0.000 0.000 2
33 51.960 22.551 2| 38.455 8.345 2| 21.869 0.000 2| 9.682 1.114 2| 0.636 0.899 2 0.000 0.000 2
62 153.605 22.043 2| 94.735 11.495 2| 36.524 1.000 2| 14.418 0.678 2| 3.100 0.616 2| 0.556 0.786 2
130 228.941 0.000 1|189.963 9.792 2|139.846 5.977 2| 54.926 10.235 2| 18.283 0.074 2| 1.299 0.744 2
274 239.670 0.000 1|203.272 0.000 1{169.113 0.000 1| 99.710 6.281 2|42.907 0.000 1| 9.167 0.000 1
350 248.918 0.000 1(195.105 0.000 1|177.631 0.000 1|102.071 8.780 2[48.260 0.000 1|13.119 0.000 1
443 232.342 13.523 2|199.580 9.368 2|173.314 5.443 2| 107.424 9.944 2|52.803 1.870 2| 17.032 0.568 2
Butyrat
0 1.859 2629 2| 2956 0.456 2| 0.804 1.136 2| 2.464 0.354 2| 2.437 0.360 2| 2.560 0.672 2
9 5094 1.254 2| 10.050 0.664 2| 8.632 1.100 2| 6.028 1.032 2| 3.694 1.909 2| 1.817 2.570 2
14 11.253 2.227 2| 18.855 2.858 2| 17.825 3.521 2| 11.506 0.183 2| 4.788 1.343 2| 1.767 2.499 2
17 20.088 6.329 2| 24.823 2.280 2| 23.179 3.254 2| 16.218 0.738 2| 6.303 0.996 2| 2.159 3.054 2
33 19.137 0.389 2| 22.267 0.117 2| 31.085 2.067 2| 26.978 2.930 2| 11.901 0.974 2| 4.287 2.264 2
62 7.897 1.391 2| 13.636 0.766 2| 25.817 1.657 2| 27.714 2.605 2| 16.546 0.666 2| 7.718 3.393 2
130 2937 4.154 2| 7.853 0.137 2[ 9.830 1.929 2| 16.051 5.568 2|19.261 0.128 2| 12.386 0.561 2
274 8936 0.000 1| 12.078 0.000 1| 9.417 0.000 1| 15.554 2.638 2| 18.838 0.000 1[21.242 0.000 1
350 12.456 0.000 1| 10.685 0.000 1| 8.011 0.000 1| 15.732 1.378 2| 18.860 0.000 1[22.233 0.000 1
443 7.155 5.535 2| 9.420 0.042 2| 6.365 1.694 2| 16.339 1.315 2| 19.593 0.239 2|22.335 0.769 2
Ethanol
0 0365 0.516 2| 1.185 1.102 2[ 0.000 0.000 2[ 0.000 0.000 2| 0.425 0.601 2| 0.000 0.000 2
9 0319 0.451 2| 1.066 1.508 2| 0.000 0.000 2| 0.000 0.000 2| 0.605 0.856 2| 0.000 0.000 2
14 0.361 0.511 2| 2.619 0.918 2| 1.680 0.746 2| 0.255 0.255 2 0.567 0.801 2| 0.000 0.000 2
17 4290 2.761 2| 4.188 1.065 2| 2.875 0.590 2| 1.198 0.513 2 0.807 1.142 2| 0.290 0.410 2
33 13.024 1.747 2| 9.570 2.227 2| 7.017 0.000 2| 4.526 0.352 2| 0.849 1.201 2[ 0.000 0.000 2
62 39.345 7.704 2| 20.673 3.700 2| 8.866 0.213 2| 5.516 0.111 2| 2.202 0.319 2| 0.453 0.641 2
130 72.403 9.334 2| 49.143 7.843 2| 32.874 0.983 2| 12.086 2.190 2| 5.018 0.321 2| 0.682 0.964 2
274 68.999 0.000 1| 56.746 0.000 1| 40.088 0.000 1| 20.953 0.098 2| 9.425 0.000 1| 3.679 0.000 1
350 71.339 0.000 1| 52.950 0.000 1| 43.337 0.000 1| 21.169 1.217 2[10.157 0.000 1| 4.001 0.000 1
443 76.055 3.661 2| 56.158 0.421 2| 42.365 0.139 2| 21.817 1.372 2|10.871 0.918 2| 5.606 1.576 2

Abbildung 7.3 - Statistik des Langzeitwachstums des Wildtyps.

Dargestellt sind Mittelwerte (MW), Standardabweichung (SD) und Anzahl der Replikate (n) der durchgefiihrten
Experimente.
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ODgoo
MW SD n|MW SD n|MW SD n|MW SD n|MW SD N(MW SD n|{MW SD n
Zeit [h] Ala Arg Asn Asp GB Cho Cys

0 0.115 0.030 12[0.120 0.016 12| 0.134 0.030 12]0.131 0.031 12(0.126 0.024 12| 0.148 0.023 12| 0.127 0.024 12
9 0.493 0.121 12/ 0.558 0.119 12| 0.573 0.125 12]0.569 0.150 12(0.618 0.070 12| 0.578 0.122 12| 0.190 0.054 12
11 0.613 0.148 12]0.690 0.138 12| 0.707 0.164 12(0.689 0.173 12| 0.775 0.069 12| 0.665 0.149 12[0.195 0.059 12

13 0.789 0.117 9/0.901 0.066 9|0.904 0.053 9(0.914 0.100 9| 0.966 0.080 9|0.809 0.090 9(0.200 0.069 9
23 1.396 0.144 3(1.654 0.266 3| 1.525 0.226 3|1.499 0.182 3|1.945 0.015 3|1.152 0.068 3|0.399 0.005 3
33 1.207 0.354 6(1.512 0.512 6| 1.242 0.506 6|1.226 0.443 6|2.200 0.242 6| 1.044 0.324 6/0.392 0.082 6
58 1.407 0.009 3(1.982 0.007 3[1.706 0.146 3|1.453 0.003 3|2.360 0.020 3|1.433 0.003 3|1.041 0.019 3
88 1.246 0.162 9(1.562 0.286 9[1.502 0.269 9|1.332 0.080 9|1.454 0.518 9| 1.352 0.148 9|0.758 0.469 9
106 1.280 0.110 12| 1.601 0.222 12|1.525 0.210 12| 1.410 0.083 12| 1.304 0.286 12| 1.446 0.205 12]|1.036 0.414 12
130 1.325 0.124 12[1.730 0.281 12[1.566 0.195 12| 1.470 0.091 12| 1.237 0.164 12| 1.515 0.226 12(1.196 0.385 12
GIn Glu Gly His lle Leu Lys

0 0.124 0.024 12{0.122 0.012 12{0.127 0.019 12| 0.131 0.018 12| 0.113 0.017 12| 0.127 0.033 12[0.120 0.046 12
9 0.465 0.119 12[0.521 0.112 12({0.559 0.093 12| 0.495 0.087 12| 0.223 0.069 12| 0.324 0.060 12| 0.464 0.119 12
11 0.580 0.153 12]0.626 0.148 12| 0.705 0.139 12(0.597 0.124 12| 0.244 0.084 12| 0.358 0.054 12(0.596 0.147 12

13 0.800 0.107 9]/0.833 0.031 9|0.896 0.050 9[0.756 0.075 9|0.226 0.086 9|0.408 0.079 9(0.773 0.123 9
23 1.504 0.206 3]|1.430 0.140 3|1.564 0.257 3(1.369 0.182 3|0.488 0.008 3|0.731 0.004 3|1.507 0.173 3
33 1.265 0.405 6]1.260 0.445 6|1.342 0.480 6(1.230 0.351 6/0.747 0.085 6|0.814 0.144 6]1.242 0.316 6
58 1.724 0.007 3(1.670 0.001 3[1.822 0.004 3|1.591 0.031 3|1.234 0.038 3|1.151 0.033 3|1.312 0.004 3
88 1.510 0.264 9]1.466 0.191 9|1.528 0.201 9| 1.436 0.220 9| 1.009 0.241 9|0.871 0.292 9|1.263 0.055 9
106 1.517 0.243 12| 1.554 0.203 12| 1.561 0.142 12| 1.590 0.220 12| 1.176 0.331 12| 1.297 0.501 12| 1.317 0.075 12
130 1.545 0.253 12| 1.611 0.206 12| 1.633 0.133 12| 1.671 0.191 12| 1.215 0.364 12| 1.419 0.459 12| 1.344 0.071 12
Met Orn Phe Pro Ser Suc Thr

0 0.131 0.034 12[0.122 0.042 12| 0.112 0.022 12| 0.127 0.023 12(0.111 0.019 12| 0.132 0.034 12| 0.126 0.020 12
9 0.301 0.068 12| 0.524 0.103 12| 0.429 0.049 12]|0.542 0.052 12(0.320 0.020 12|0.528 0.093 12| 0.475 0.063 12
11 0.341 0.093 12]0.643 0.116 12| 0.526 0.072 12(0.666 0.068 12| 0.390 0.031 12| 0.637 0.123 12[0.579 0.096 12

13 0.395 0.103 9]/0.809 0.100 9|0.680 0.042 9(0.819 0.054 9|0.518 0.021 9|0.809 0.032 9(0.763 0.026 9
23 0.721 0.017 3]|1.504 0.187 3|1.324 0.187 3(1.483 0.237 3|1.018 0.004 3|1.301 0.130 3]1.339 0.131 3
33 0.838 0.106 6(1.314 0.396 6| 1.225 0.374 6|1.287 0.343 6|1.073 0.386 6[1.115 0.356 6 1.173 0.364 6
58 1.044 0.010 3|1.662 0.004 3[1.611 0.005 3|1.386 0.011 3|1.378 0.006 3|1.513 0.041 3|1.571 0.002 3
88 0.845 0.466 9(1.390 0.219 9(1.343 0.277 9|1.188 0.122 9|1.257 0.150 9| 1.441 0.141 9| 1.447 0.174 9
106 1.044 0.551 12| 1.379 0.178 12|1.475 0.241 12| 1.237 0.116 12| 1.465 0.210 12| 1.462 0.133 12| 1.461 0.157 12
130 1.063 0.590 12| 1.427 0.163 12( 1.543 0.193 12| 1.322 0.135 12| 1.544 0.175 12| 1.485 0.146 12(1.478 0.166 12
Tre Trp Tyr Val Kontrolle

0 0.125 0.039 12[0.116 0.029 12(0.121 0.027 12|0.123 0.023 12| 0.153 0.024 12
9 0.526 0.113 12[0.513 0.074 12(0.204 0.060 12| 0.417 0.058 12| 0.559 0.118 12
11 0.648 0.153 12]0.666 0.098 12| 0.227 0.071 12[0.498 0.081 12]0.689 0.156 12

13 0.842 0.035 9]0.833 0.047 9|0.234 0.076 9|0.634 0.041 9]0.880 0.038 9
23 1.337 0.123 3]|1.406 0.134 3|0.377 0.006 3[1.056 0.002 3]|1.419 0.171 3
33 1.141 0.426 6[1.299 0.505 6(0.369 0.071 6|1.040 0.307 6[1.198 0.462 6
58 1.562 0.035 3(1.874 0.003 3(0.437 0.008 3]|1.319 0.014 3[1.646 0.035 3
88 1.447 0.151 9| 1.473 0.374 9|0.355 0.137 9]1.335 0.238 9[1.450 0.170 9
106 1.486 0.129 12| 1.567 0.281 12[0.398 0.158 12| 1.411 0.210 12| 1.464 0.114 12
130 1.510 0.132 12| 1.671 0.274 12[0.443 0.198 12| 1.441 0.203 12| 1.524 0.146 12

Abbildung 7.4 - Statistik des Wachstums bei 300 mM NaCl mit Supplementierung.

Dargestellt sind Mittelwerte (MW), Standardabweichung (SD) und Anzahl der Replikate (n) der durchgefiihrten
Experimente.
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Zeit [h]
0

114
130

11
13
15
17
19
21
23
34
38
43
58
67
86
91
96
108
114
130

130

(Fortsetzung néchste Seite)

300 mM NacCl 500 mM NaCl ohne Glukose
+1 mM Arg/His/Trp +1 mM Arg +1mM GB +1 mM GB + 270 mM GB
Mw SD n| MW SD n| MW SD n| MW SD n| MW SD N |
ODgoo
0.139 0.022 4| 0.149 0.046 6| 0.207 0.019 4| 0.191 0.001 2| 0.148 0.014 6
0.666 0.139 4| 0.706 0.055 6| 0.314 0.023 4| 0.195 0.005 2| 0.459 0.451 6
1.165 0.048 4| 1.043 0.159 6| 0.395 0.027 4| 0.187 0.001 2| 0.706 0.658 6
1.593 0.090 4| 1.588 0.156 6| 0.453 0.012 4| 0.179 0.001 2
1.885 0.249 4| 1.933 0.154 6| 0.562 0.037 4| 0.192 0.002 2| 1.017 0.950 6
2242 0.039 6 0.853 0.266 4| 0.215 0.004 2| 1.263 0.746 6
2.270 0.076 4| 2.363 0.062 6| 1.080 0.237 4
1.405 0.300 4 1.597 0.862 6
2452 0.084 6 1.788 0.309 4| 0.378 0.013 2
2.148 0.040 4| 2.413 0.090 4| 3.123 0.211 4| 1.045 0.007 2| 1.315 0.580 6
3.185 0.060 4
2.175 0.048 4| 2.403 0.143 6| 3.563 0.134 4 1.310 0.000 2| 1.398 0.188 6
2.385 0.152 6| 3.068 0.177 4| 1.365 0.007 2
2.380 0.143 4| 2.605 0.038 6| 2.788 0.344 4| 1.335 0.007 2| 1.470 0.193 6
2.680 0.127 4 2.470 0.295 4
3.487 0.224 6 2370 0.139 4| 1.350 0.000 2
3.155 0.131 4 0.897 0.130 6
3.500 0.121 4| 4.093 0.100 6| 2.220 0.191 4| 1.325 0.007 2
2455 0.289 4
3.588 0.130 4| 5.260 0.075 6| 2.838 0.119 4| 1.097 0.000 2| 0.795 0.131 6
pH-Wert
5.165 0.021 2| 5.160 0.010 3| 5.185 0.007 2| 5.130 0.000 2| 5.483 0.006 3
4.940 0.000 2| 4.930 0.020 3| 5.090 0.071 2| 5.090 0.000 2| 5.363 0.124 3
4.865 0.007 2| 4.867 0.021 3| 5.070 0.099 2| 5.090 0.000 2| 5310 0.159 3
4760 0.014 2| 4.840 0.050 3| 5.020 0.127 2| 5.090 0.000 2
4.660 0.014 2| 4.773 0.068 3| 4.960 0.141 2| 5.090 0.000 2| 5213 0.261 3
4710 0.020 3| 4.980 0.000 2| 5.080 0.000 2| 5.207 0.261 3
4590 0.042 2| 4.660 0.000 3| 4.885 0.035 2
4.830 0.000 2 5220 0.239 3
4600 0.030 3| 4.730 0.000 2| 4.930 0.000 2
4555 0.021 2| 4.533 0.015 3| 4.540 0.014 2| 4.610 0.000 2| 5.093 0.294 3
4.530 0.000 2
4545 0.007 2| 4.470 0.020 3| 4.525 0.007 2| 4.540 0.000 2| 5.083 0.208 3
4.475 0.007 2 4.580 0.000 2| 4.490 0.000 2
4.540 0.014 2| 4.510 0.000 3| 4.570 0.014 2| 4.510 0.000 2| 4.950 0.046 3
4.555 0.007 2 4575 0.007 2
4.527 0.021 3| 4.590 0.000 2| 4.530 0.000 2
4585 0.021 2 4.600 0.000 1 4940 0.030 3
4.620 0.014 2| 4.540 0.010 3| 4.585 0.021 2| 4.520 0.000 2
4.560 0.000 2
4.625 0.007 2| 4.527 0.025 3| 4.590 0.014 2| 4.470 0.000 2| 4.830 0.036 3
Acetat Aceton Butanol Butyrat Ethanol
ohne Glukose + 270 mM GB
47.871 2.903 3| 0.000 0.000 3| 0.000 0.000 3| 4.004 0.827 3| 0.000 0.000 3
45993 0.789 3| 0.000 0.000 3| 0.000 0.000 3| 6.066 4.825 3| 0.000 0.000 3
50.368 4.452 3| 0.520 0.900 3| 0.000 0.000 310.964 10.185 3| 1.109 1.921 3
50.291 6.458 3| 0.536 0.928 3| 0.000 0.000 3|14.837 10.627 3| 2.008 1.783 3
52.202 9.548 3| 1.525 1.506 3| 0.000 0.000 3|17.737 12.979 3| 2.470 2172 3
48.621 10.072 3| 1.518 1.491 3| 0.000 0.000 3|18.590 9.804 3| 2.464 2148 3
52.881 6.716 3| 2.240 0.716 3| 0.000 0.000 3|25.229 0.963 3| 3.753 0.285 3
51762 5.487 3| 2.249 0.742 3| 0.000 0.000 3|25.149 2.762 3| 3.814 0.354 3
52.272 7.449 3| 2276 0.795 3| 0.000 0.000 3|25.667 4.082 3| 3.799 0.604 3
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11
15
19
33
43
67
81
96
108
130

11
13
17
19
33
43
57
81
96
108
114
130

13
17
19
23
33
43
57
67
81
91
105
114
130

0

9
13
17
22
34
43
58
67
91
108
130

(Fortsetzung nachste Seite)

300 mM NaCl + 1 mM Arg/His/Trp

48.692 4.581 3| 0.000 0.000 3| 0.000 0.000 3| 2.598 0.504 3| 0.000 0.000 3
48.621 6.801 3| 0.000 0.000 3| 0.000 0.000 3| 8.875 0.709 3| 0.000 0.000 3
50.019 6.677 3| 0.000 0.000 3| 0.000 0.000 3|13.310 0.508 3| 0.000 0.000 3
46.691 6.561 3| 2.426 0.903 3 1.850 1.056 3|18.703 0.308 3| 2.318 0.628 3
47.534 5255 3| 5.095 1.547 3 4.198 2413 3[23.059 0.587 3| 5555 1.319 3
47574 5761 3| 9.082 3.817 3| 8.918 4.852 3|25.190 0.284 3| 8.174 1.922 3
47.043 5590 3[10.725 1.734 3| 14.135 6.852 3|26.669 0.151 3| 10.543 1.501 3
47.005 7.820 3|20.676 4.314 3| 32.505 19.651 3|25.504 0.726 3| 14.439 3.451 3
45306 7.334 3|25.268 8.458 3| 39.054 24.369 3|21.336 5.316 3| 16.112 2.801 3
39.579 2.175 3|31.652 4.702 3| 58.269 8.013 3|22.725 5.939 3|17.386 4.099 3
38.841 6.713 3|39.797 6.570 3| 81.491 3.516 3|20.683 5.077 3|19.851 4.429 3
38.006 9.217 3|64.946 16.334 3|108.478 8.372 3| 11.280 2.027 3|22.878 5.565 3
300 mM NaCl + 1 mM Arg
50.747 6.185 3| 0.000 0.000 3| 0.000 0.000 3| 4.521 1.143 3| 0.000 0.000 3
49.911 6.231 3| 2.059 0.170 3 0.000 0.000 3| 8919 0.079 3| 0.000 0.000 3
54.487 2.027 2| 2.347 0.059 2| 0.000 0.000 2|13.498 0.307 2| 0.000 0.000 2
48.544 4850 3| 3.810 1.241 3| 1.124 0.979 3[17.102 3.375 3| 1.960 1.702 3
46.534 6.067 2| 5.097 0.592 2| 1.606 0.205 2|21.977 3.250 2| 3.625 1.287 2
49.405 5.957 3| 6.508 1.392 3| 3.166 0.728 3|24.491 4.537 3| 4.170 1.325 3
46.839 6.175 3| 8.997 0.106 3| 8.141 0.580 3(27.281 1.736 3| 5.456 1.307 3
49.020 5.988 3| 9.770 0.061 3| 11.702 2.853 3|28.707 1.572 3| 5.677 1.138 3
47.545 6.043 3|13.690 0.287 3| 12.546 0.408 3[25.847 0.102 3| 9.362 6.549 3
45457 6.534 3|36.386 1.681 3| 48.266 5.098 3[19.192 0.812 3[12.303 5.300 3
47.388 5.016 2|51.141 6.507 2| 87.574 16.816 2|18.514 0.390 2| 16.125 8.530 2
40.185 6.197 3|62.563 11.830 3| 92.844 24.833 3(18.687 0.859 3[21.250 11.683 3
36.226 8.325 3(82.644 0.945 3(114.550 6.514 3|15.420 4.607 3|24.590 6.826 3
33.626 7.099 3|87.997 6.173 3|120.133 1.692 3| 14.927 2.683 3(26.784 4.493 3
300 mM NaCl + 1 mM GB
46.888 2.162 2| 0.423 0.598 2| 0.000 0.000 2| 4.842 0.767 2| 0.672 0.462 2
46.283 2594 2| 1.729 0.240 2| 0.000 0.000 2| 5.788 0.013 2| 4.161 1.616 2
45368 0.372 2| 1.777 0.317 2| 0.000 0.000 2| 7.256 0.677 2| 5741 1.364 2
47.398 0.716 2| 1.989 0.195 2 0.000 0.000 2[11.375 1.908 2| 8.274 0.190 2
47.690 3.084 2| 2.183 0.392 2 0.000 0.000 2|14.202 2.328 2| 8.791 2.002 2
47.834 3.907 2| 3.618 0.839 2 1.780 2.517 2[20.691 1.389 2|12.099 2.323 2
48.918 3.688 2| 12.023 1.343 2| 21.952 2.997 2|28.802 0.993 2|17.069 1.254 2
47.977 2382 2[19.521 0.585 2| 41.341 0.537 2[28.003 0.911 2|20.680 1.791 2
46.487 2.016 2[24.046 0.368 2| 50.600 1.586 2|25.461 0.305 2|21.073 0.492 2
45868 0.315 2[24.953 0.555 2| 53.352 0.264 2[24.922 0.509 2| 18.338 0.008 2
43.012 1.054 2|25.296 0.343 2| 54.597 1.459 2|23.002 0.479 2]|19.236 0.629 2
44.099 0.689 2[25.331 0.479 2| 53.570 1.432 2[23.291 0.738 2|19.062 0.280 2
43.493 0.295 2(26.232 0.049 2| 54.874 0.849 2[22.969 1.085 2|18.989 0.423 2
48.937 2.654 2|27.112 1.157 2| 58.071 0.600 2|25.295 0.005 2|21.192 0.075 2
46.494 1.043 2|36.462 1.693 2| 75.775 4.096 2|22.737 0.838 2|24.004 1.526 2
500 mM NaCl + 1 mM GB
49.745 6.017 2| 0.000 0.000 2 0.000 0.000 2| 4.900 0.028 2| 0.000 0.000 2
49.280 7.736 2| 1.110 0.071 2| 0.000 0.000 2| 5945 1.124 2| 0.000 0.000 2
48.580 7.651 2| 1.240 0.198 2 0.000 0.000 2| 7.240 2.927 2| 0.000 0.000 2
47.240 9.093 2| 1.625 0.799 2| 0.710 1.004 2| 8.620 4.313 2| 0.755 1.068 2
48.825 8.026 2| 2.125 1.407 2| 1.350 1.909 2|10.945 6.032 2| 1.040 1.471 2
49.275 8605 2| 3.110 1.895 2| 2.130 3.012 2(18.025 3.939 2 3.015 1.266 2
48.925 8.634 2| 4560 1.372 2| 5.990 1.414 2(20.890 2.531 2| 4.010 0.863 2
49510 8.118 2| 7.170 0.311 2| 12.155 1.096 2(22.370 1.980 2| 5.930 0.255 2
51.505 7.319 2| 8.365 0.035 2 14.590 1.697 2|23.670 2.857 2| 6.630 0.679 2
50.530 9.263 2| 11.295 2.369 2| 19.500 1.824 2[22.320 1.018 2 7.920 0.085 2
51.795 10.288 2| 13.195 5.098 2| 22.705 6.244 2[22.095 0.106 2 8.450 0.849 2
49.325 11.915 2| 14.740 7.368 2| 25.590 10.083 2[21.035 0.700 2 9.265 1.704 2
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300 mM NaCl 500 mM NaCl ohne Glukose
+1mMArgHisTrp  + 1 mM Arg +1mM GB +1mMGB  +270mM GB
MW SD n|MW SD n| MW sSD n| MW SD n| MW SD N|

500 mM NaCl + 1 mM GB
0 49745 6017 2| 0000 0000 2| 0.000 0000 2| 4.9800 0.028 2| 0.000 0.000 2
9 49280 7.736 2| 1.110 0071 2| 0.000 0000 2| 5945 1.124 2| 0.000 0.000 2
13 48580 7.651 2| 1.240 0.198 2| 0.000 0000 2| 7.240 2.927 2| 0.000 0.000 2
17 47240 9.093 2| 1625 0799 2| 0.710 1.004 2| 8620 4.313 2| 0.755 1.068 2
22 48.825 8026 2| 2125 1407 2| 1350 1.909 2/10.945 6.032 2| 1.040 1471 2
34 49.275 8605 2| 3.110 1.895 2| 2130 3.012 2[18.025 3939 2| 3.015 1266 2
43 48.925 8634 2| 4560 1.372 2| 5990 1414 2/20.890 2531 2| 4010 0863 2
58 49.510 8118 2| 7.170 0311 2| 12.155 1.096 2|22.370 1.980 2| 5930 0.255 2
67 51.505 7.319 2| 8.365 0035 2| 14590 1.697 2|23670 2857 2| 6630 0.679 2
91 50.530 9263 2| 11.295 2.369 2| 19500 1.824 2|22.320 1.018 2| 7.920 0.085 2
108 51.795 10288 2| 13.195 5098 2| 22705 6.244 2(22.095 0.106 2| 8450 0.849 2
130 49.325 11.915 2| 14.740 7.368 2| 25590 10.083 2|21.035 0.700 2| 9.265 1.704 2

Abbildung 7.5 - Statistik des Wachstums mit Arginin- und GB-Supplementierung.

Dargestellt sind Mittelwerte (MW), Standardabweichung (SD) und Anzahl der Replikate (n) der durchgefiihrten

Experimente.

Zeit [h]
0

9
11
13
15
21
33
59
84
105
130

11
13
15
21
33
59
84
105
130

0

9
33
85
130

argR92a::CT pTc::argR
ohne NaCl 300 mM NacCl ohne NaCl 300 mM NacCl
MW SD n| MW SD n| MW SD n| MW SD n|
ODggo
0.216 0.081 7| 0.161 0.076 7| 0.165 0.032 5| 0.178 0.091 5
0.864 0.284 7| 0.397 0.143 7| 0.348 0.068 5| 0.243 0.103 5
1.311 0.292 7 0.561 0.240 7 0.561 0.251 5] 0.323 0.170 5
1.744 0.250 7| 0.773 0.385 7| 0.667 0.266 5| 0.376 0.176 5
2.241 0.249 7 1.071 0.532 7 0.823 0.345 5| 0.436 0.214 5
3.369 0.248 7| 1.720 0.590 7| 1.505 0.080 3| 0.728 0.340 3
3.829 0.762 7| 2424 0525 7 3.423 0.642 5| 1.256 0.561 5
3.244 1960 7| 2.464 0.157 7| 4.650 0.771 2| 1.450 0.000 2
1.319 0410 7 1.839 0174 7 3.755 1.212 5] 1.416 0.224 5
0.875 0.217 6 1.708 0.058 3 3.376 1.058 5| 1.607 0.359 5
0.670 0.143 7| 1.661 0.161 6| 3.059 0.884 5 1.959 0.388 4
pH-Wert
5242 0.025 5| 5.240 0.010 3| 5.280 0.045 5| 5.166 0.005 5
5.000 0.031 5| 5.077 0.006 3| 5.196 0.043 5/ 5.116 0.027 5
4.922 0.044 5| 4.997 0.012 3| 5.180 0.059 5| 5.096 0.036 5
4.776 0.038 5| 4.807 0.040 3| 5.108 0.090 5| 5.052 0.050 5
4.726 0.071 5| 4.720 0.010 3| 5.052 0.101 5| 5.018 0.067 5
4.708 0.107 5| 4.580 0.000 3| 4.957 0.035 3| 4.937 0.107 3
4.756 0.083 5| 4.680 0.000 3| 4.706 0.091 5| 4.746 0.118 5
4590 0.025 5| 4.710 0.000 3| 4.600 0.297 2| 4.680 0.057 2
4550 0.069 5| 4.650 0.000 3| 4.776 0.119 5| 4.696 0.086 5
4,493 0.059 4 4754 0.151 5| 4.706 0.092 5
4.474 0.047 5| 4.637 0.006 3| 4.746 0.135 5| 4.706 0.085 5
Glukose
58.287 3.506 3| 55.957 1.174 3| 63.215 2.314 3(63.215 10.456 3
53.807 4.115 3| 53.583 1.959 3| 61.647 2.238 3(61.826 13.039 3
26.254 1.220 3| 43.816 1.585 3| 52.239 7.663 3|57.660 11.497 3
5197 4.152 3| 36.289 2.993 3| 34.766 15.088 3|54.031 10.072 3
5.331 4.143 3| 35.304 2421 3| 22.266 12.980 3|45.563 11.358 3

(Fortsetzung nachste Seite)
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Zeit [h]
0

9

13

19

33

59

92

105
130

105
130

13
19
33
59
92
105
130

105
130

0

9
13
19
33
59
92
105
130

Acetat
54.656 14.858 8| 59.799 20.988 4| 46.234 3.989 5|43.293 3.957 5
58.623 13.348 8| 61.531 20.279 4| 47.101 3.713 5|44.491 4.305 5
59.294 15.121 8| 61.908 19.732 4| 45.828 4.254 5|43.002 4.682 5
54.301 14.967 8| 62.090 21.160 4| 50.540 5.479 5|41.978 3.166 5
31.879 9.786 8| 54.484 24.864 4| 53.338 6.981 5|44.416 3.987 5
20.830 4.973 8| 51.483 24.476 4| 46.103 13.116 5|44.563 2.959 5
23.271 6.492 8| 52.624 25.794 4| 43.049 12.750 5|47.077 2.662 5
23.140 7.595 7 42.143 10.828 5[43.278 3.236 5
22.528 6.805 8| 54.540 27.247 4| 41.915 11.805 5/40.929 3.417 5
Aceton
0.000 0.000 8| 0.000 0.000 4/ 0.000 0.000 5| 0.000 0.000 5
0.996 1.069 8| 0.000 0.000 4/ 0.000 0.000 5| 0.000 0.000 5
4.506 2483 8| 2240 3.670 4 0.000 0.000 5| 0.000 0.000 5
38.840 8.524 8| 18.550 18.155 4| 1.342 1.838 5| 1.803 1.768 5
116.776 27.131 8| 52.951 35.328 4| 12.427 13.965 5| 6.553 6.513 5
172.053 36.913 8| 74.288 36.661 4| 53.039 58.277 5|13.767 7.739 5
187.432 29.909 8| 73.648 26.612 4| 144.212 43.460 5|32.308 9.175 5
193.655 28.180 7 157.130 46.647 5|40.576 10.542 5
186.311 31.070 8| 83.707 30.767 4|179.056 47.390 5|66.518 18.323 5
Butanol
0.000 0.000 8| 0.000 0.000 4 0.000 0.000 5| 0.000 0.000 5
0.000 0.000 8| 0.000 0.000 4 0.000 0.000 5| 0.000 0.000 5
1.793 1.955 8| 1.723 3.446 4| 0.000 0.000 5[ 0.000 0.000 5
44.029 5.380 8| 21.239 19.699 4| 0.000 0.000 5| 0.000 0.000 5
150.127 9.018 8| 81.012 34.521 4| 9.377 12.900 5| 2.568 3.524 5
244.291 26.919 8|116.936 29.150 4| 50.449 58.083 5| 8.165 6.331 5
271.627 24.131 8|121.138 23.400 4| 154.795 45.429 5|28.028 14.245 5
270.156 22.391 7 169.546 48.968 5|36.323 12.672 5
269.537 27.147 8|130.477 20.567 4| 193.861 49.683 5|62.868 16.929 5
Butyrat
0.000 0.000 8| 0.641 1.432 5[ 1.602 3.582 5| 0.000 0.000 5
7.511 4.865 8| 4.178 6.384 5[ 2.410 2437 5| 2.102 1.968 5
17.950 3.172 8| 11.722 5.421 5| 3.742 3.552 5| 2.754 2.607 5
16.756 1.912 8| 17.034 4.851 5| 12.951 2.697 5| 4.025 3.826 5
0.000 0.000 8| 12.369 7.128 5[ 19.813 5.593 5| 12.824 3.795 5
0.000 0.000 8| 12.399 6.968 5| 15.666 14.388 5|17.181 3.309 5
5.918 4.985 8| 13.579 7.672 5| 6.189 6.094 5/17.391 1.933 5
6.674 4.605 7 6.269 5.992 5| 15461 2.163 5
5.474 4.624 8| 15.395 8.768 5| 7.852 7.224 5/10.610 6.622 5
Ethanol
0.554 0.358 8| 0.879 0.707 4| 0.479 0.184 5| 0.412 0.391 5
0.563 3.034 8| 1.348 0.756 4| 1.313 3.105 5| -0.445 0.928 5
3.406 1.612 8| 2170 0.254 4| -0.364 4.874 5| 0.424 2.040 5
9.914 1.899 8| 5739 2.259 4| 1.637 3.105 5| -0.262 1.440 5
43.681 3.647 8| 16.634 7.318 4| 5.261 6.412 5| 2.250 2.079 5
79.546 16.868 8| 23.451 7.579 4| 12.860 15.398 5| 2.810 2.969 5
86.658 15.522 8| 24.030 6.335 4| 42.604 17.978 5| 7.351 3.384 5
82.295 6.707 7 47.566 19.776 5[ 7.509 3.182 5
85.533 17.408 8| 26.353 5.994 4| 53.989 18.509 5| 12.687 3.895 5

Abbildung 7.6 - Statistik des Wachstums und der Fermentationprodukte der Mutanten.
Dargestellt sind Mittelwerte (MW), Standardabweichung (SD) und Anzahl der Replikate (n) der durchgefiihrten

Experimente.
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Hindill
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FRT
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pMTLO007C-E2
8926 bp
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Abbildung 7.7 - Plasmidkarte von pMTL007C-E2 (Heap et al. 2010).

Das modulare Plasmid der zweiten ClosTron®Generation beinhaltet unter Kontrolle des konstitutiven fdx
Promotors von C. sporogenes ein mobiles Gruppe-II Intron, deren Insertion in das Zielgen durch das LtrA Protein
(L. lactis) vermittelt wird. Flippase-Erkennungsstellen (FRT) dienen, wenn notwendig, der Entfernung des
retrotranspositionsaktivierten Selektionsmarker (RAM). Dargestellt ist der Replikationsursprung fir Gram-
positive Bakterien (repH) und fiir E. coli (ColE1l). Eine 350-Bp-Region des Gruppe-II Introns wird mittels SOE-
PCR an das Zielgen angepasst und nach Hydrolyse mit HindlIll und BrsGI in den Vektor kloniert. Dabei kommt
es zum in frame Austausch des LacZa ORFs durch das 350-Bp-Insert und zum Funktionsverlust der f-
Galaktosidase.

ColE1

pTc::hydA
6714 bp

catP

Strep-tag Il
Cfr9l

MCS |

Pstl
PthiA

hydA

Abbildung 7.8 - Schematische Darstellung des pTe::hydA-Vektors (Girbal et al. 2005; Schulz 2013).

Dieser Shuttlevektor wurde fiir die Expression C-terminaler Strep-tag Il Fusionproteine unter Kontrolle des
konstitutiven Thiolase-Promotors (P#4/A) konstruiert und beinhaltet das Gen hydA4 von C. acetobutylicum, welches
mittels Verdau durch die Restriktionsendonukleasen BamHI und Cfi91 (Xmal) in frame durch das gewiinschte
Zielgen ausgetauscht werden kann. Dargestellt ist der Replikationsursprung fiir Gram-positive Bakterien (repL)
und fiir E. coli (ColEl). Das Chloramphenicol/Thiamphenicol-Resistenzgen (catP) ermoglicht die
Komplementation von ClosTron®-Insertionsmutanten (Heap et al 2007, Heap et al. 2010). Die
Ampicillinresistenz (ampR) wird fiir die Expression von Proteinen in E. coli verwendet.
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GAATGGGATCCTTGAAGGTATCAAGACATACAAAAATTTTAGAAATTATAAATTTAAAGGATATTGAA
ACTCAAGAGGAGCTGGCTGAGGAATTAAGAAGAAGTGGTATGGAAGTTACTCAAGCCACTGTATCA
AGAGATATAAAGGAGCTTAAACTTATAAAAGTTCTCTCATCAAAAGGAAGATATAAATATGCAACTAT
TTCTCCTACGGAGAGTTTTTTGTCAAATAAGCTCGTTACAATTTTTGCCCAAACTGTATTAAATGTTGA
CAGGGTAAATAATATGGTAGTGGTAAAAACCATATCGGGTTCAGCTAATGCAGCAGCGGAAGCTATA
GACTCTTTGAATTTAGATGGAATAGCAGGTTCAATAGCAGGCGATAACACTATTTTTATACTTTCTAGA
AGTGAAGAAACAGCATTCAATATTGTTCAAAAGCTGAAAAAGATGATTAATGAACCCGGGTGGTCAC
ATCCTCAATTTGAAAAATAAGGCGCC

Abbildung 7.9 - Sequenzierung der Nukleotidsequenz von pTe::argR.

Unterstrichene Sequenzen signalisieren die Restriktionsschnittstellen. Fett formatierte Nukleotide zeigen den
Beginn und das Ende des Gens. Die Nukleotidsequenz des Strep-tag 11 ist kursiv hervorgehoben.

A)
TTCAGACACTTTCCTCTATCGAACTTCAATCGAAATTAGAAACTTGCGTTCAGTAAACACAACTTATA
CCTTATATCTGATTAACATTGCGACTCAGTCGTACCCGATTGTCTTTAGGTAACTCATCGCTTTCCAAC
CGTGCTCTGTTCCCGTATCAGCTTTCGCTTTTCGGTTAGGTTGGCTGTTTTCTGTGTTATCTTACAGAG
TAGTACCTTAAACTACTTGACTTAACACCCTATCTGGGCGCACTGGTATGGAAGTTAAGGATAATTATA
AGCTTAAAAATTACACAACTTTATACGATTTATATTTTACCATGTT

B)
GTAGTTTAAGGTACTACTCTGTAAGATAACACAGAAAACAGCCAACCTAACCGAAAAGCGAAAGCT
GATACGGGAACAGAGCACGGTTGGAAAGCGATGAGTTACCTAAAGACAATCGGGTACGACTGAGTC
GCAATGTTAATCAGATATAAGGTATAAGTTGTGTTTACTGAACGCAAGTTTCTAATTTCGATTGAAGTT
CGATAGAGGAAAGTGTCTGAAACCTCTAGTACAAAGAAAGGTAAGTTAAGTGGTATGACTTATCTGT
TATCACCACATTTGTACAATCTGTAGGAGAACCTATGGGAACGA

Abbildung 7.10 - Sequenzierung der Nukleotidsequenz von pMTLO007C::argR.

(A) Sequenzierung mit Ebsld. (B) Sequenzierung mit Ibs. Die Nukleotide der Intron targeting region sind
unterstrichen.

Results of target site identification algorithm

Y
Sequence Exoni-->< - - Exon Pos
AGCTTATTTGACAAMAAAL TCTCCGTAGGAGAAMTAGTTGCATAT 1541552
GATACAGTGGLTTGAGTAACTTCCATACCACTTCTTCTTAATTEL %2[53a
ATAGCTTCCGL TG TGCATTAGI TGAAL COGATATEETTTTTALL 56| 2572
TTAMMTGTTGACAGGETAMTAATATGGTAGTGGTAAMMALCATA 279 | 268s
ATGGANGTTACTCAMGOCACTGTATCAAGAGATATAMMGEAGITT  126|127s
TTTAATACAGTTTGGGECAMMBMATTGTAACGAGC TTATTTGACARMA 224 |225a
CATCAMAAGGAAGATATARATATGCAM TATTTCTCCTACGGAGA 15| 151s
GAGGAGL TG TGAGGAATTAAGANGAAGTGGTATGGANGTTALT 53 |54s
GACAGGETAMTAATATGGTAGT GETAMBACCATATOGEGTTCA 268 | 289
TEGECTGAGGAAT TAMGAAGANGTGETATGRAAGTTACTCAAGICA 188 181s
TOGEETTCAGC TANTGCAGCAGOGEAMGI TATAGACTCTTTGAAT 324 325s
CAGTGGECTTGAGTAM TTCCATACCACTTCTTCTTAATTCOTCAG BB |B5e
CTOGTTACAATTTTTGOCCAMAL TGTATTARATGTTGACAGGGTA  252|253s
ATATCTCTTGATACAGTGGCTTGAGTAACTTCCATACCACTTOTT 181 182a
GATATTGAAACTCAMGAGGAGI TG TGAGGANTTAAGAAGANGT 7B |79s
CTTTTATAAGTTTAMGCTCCTTTATATCTCTTGATACAGTGEITT 1241252
ATAALTTTAANGGATATTGAMA. TCAAGAGEAGI TEGEI TGAGGAN 66 |67s
TG TEITGLATTAGC TGAAL COGATATGGTTT TTACCACTACL 25| 251a
GLTGAACCOGATATGETTTTTACCACTACCATATTATTTACCCTG 275 | 2762
AATGCAGCAGOGGANGCTATAGACTCTTTGAATTTAGATGGANTA  336|337s
CAATAGCAGGOGATAMCACTATTTTTATACTTTC TAGAAGTGANG  IEE| 18%s
GALTCTTTGAATTTAGATGGAATAGCAGGTTCAATAGCAGGOGAT 357 | 35Es
TTCTTAATTOCTCAGCCAGCTCCTCTTGAGT TTCAATATOCTTTA 5B |5%a
TATAMMGGAGCTTAMCTTATAAMMGTTCTCTCATCAMAMGEANG 158 | 155s
GAATAGCAGGTTCAATAGCAGGIGATAACACTATTTTTATACTTT  376|377s

T e W W A TR O T T TR =T
L
&
o

(Fortsetzung nachste Seite)
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Mame (position): 92-53a

Bequence ! GATACAGTGEITTGAGTAALTTCCATALCACTTCTTOTTAATTLC

Primers for conventional S0E PR intron re-targeting

ArgR-52-%3a -TES primer: AAAAAAGCTTATAATTATCCTTAACTTCCATACCAGTGIGOCCAGATAGGETG
ArgR-52-93a -EES1d primer: CAGATTGTACAAATGTGGTGATAACAGATANGTCATACCACTTAACTTACCTTTCTTTGT
ArgR-52-%3a -EBS2 primer: TGAACGIAAGTTTCTAATTTCGATTGAAGT TOGATAGAGGAMAGTGTLT

EES wniversal primer: CGAAATTAGAMACTTGOGTTCAGTAMAL

TTAT T TAA T T CATAC CACT L G O AGATAGGETET TAAGTCAACTAGT TTARGETACTAL
TCTETAAGATAALACAGAANAL AT ARCCTAAL COAMAAGT CAMAG TEATACGOGEANC AGAGT
ACGETTEEAAAGIGATGAGT TACCTAAAGA AAT L GOETACGAL TGAGTOGCAATGT TAATCAGA
TATARGETATAACTTETET TTACTGAAL GLANGT TTC TAATT TCGAT TRAAGT TOGATAGAGGAR
AGTETCTCAAA LT TAGT AL AAACAAA ST AAGTTAACTGETATSALT

Abbildung 7.11 - Intron targeting design Ergebnis fiir das Gen cac2074 (argR).

Die gewihlte Insertionsstelle wies einen moglichst hohen Score zur effizienten Insertion und eine Lage nah am
5’-Ende des Gens auf, um den nativen Genbereich vor der Insertionsstelle zu minimieren
(http://clostron.com/clostron2.php, Perutka ef al. 2004).

Tabelle 11 - Gruppierung und Einteilung der COG-Klassen

Informationsspeicherung und -verarbeitung

Zelluléire Prozesse und Signalisierung

Zellzykluskontrolle, Zellteilung,

J Ubersetzung, ribosomale Struktur und Biogenese D .
Chromosomenaufteilung

A RNA-Prozessierung und -modifizierung Y  Nukleare Struktur

K  Transkription V  Abwehrmechanismen

L Replikation, Rekombination und Reparatur T Mechanismen der Signaltransduktion

B Struktur und Dynamik des Chromatins M  Zellwand/Membran/Hiillen-Biogenese

N Zellmotilitat

Stoffwechsel Z  Zytoskelett

C Energieerzeugung und -umwandlung W Extrazellulare Strukturen

G Kohlenhydrattransport und -metabolismus U Intrg zel}ularer Transport, Sekretion und
vesikulédrer Transport

E  Aminosiuretransport und -metabolismus o Posttranslationale Modifikation, Proteinumsatz,
Chaperone

F  Nukleotidtransport und -stoffwechsel

H Coenzymtransport und -metabolismus Schlecht charakterisiert

I Lipidtransport und -stoffwechsel R Nur allgemeine Funktionsvorhersage

P Anorganischer lonentransport und -stoffwechsel S Funktion unbekannt

Q Biosynthese, Transport und Katabolismus von X Mobilome: prophages, transposons

Sekundéirmetaboliten
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Zellwand/Membran/Hillen-Biogenese (COG-Klasse M)

logzFC-5 ING_— 5

Lokus Name Heatmap A B o D Lokus Name Heatmap A B (o D
cac0667 | cac0667 -0,66 | -0,86 | -4,23 | -4,44 cac3049 | cac3049 3,02 | 0,33 |-0,50 | -3,19
cac0702 | cac0702 -2,25 1 -1,26 | -0,56 | 0,43 cac3050 | cac3050 3,75 | 0449 | -0,27 | -3,54
cac0794 | cac0794 -0,64 | -0,34 | -6,34 | -6,04 cac3051 | cac3051 4,27 | 0,60 | -0,18 | -3,84
cacl017 | cacl017 -4,31 | 1,00 | -6,15 | -0,84 cac3052 | cac3052 506 | 0,46 | 0,65 | -3,95
cacl252 | cacl252 -2,51 | 0,35 | -4,25 | -1,40 cac3058 | cac3058 589 | 0,55 | 0,92 | -4,42
cacl315 | cac1315 -2,18 | -0,92 | -0,70 | 0,56 cac3059 | cac3059 579 | 1,00 | 0,19 | -4,59
cacl335 | cac1335 -1,41 | -1,78 | 4,83 | -5,21 cac3081 | cac3081 -1,10 | 0,26 | -5,47 | -4,11
cacl876 | cacl876 4,80 | -1,67 | 2,81 | -3,66 cac3310 | cac3310 -0,38 | 0,06 | -8,88 | -8,43
cac2185 | cac2185 0,04 | -1,07 | 2,87 | 1,76 cac3676 | cac3676 -1,56 | 4,85 | -7,69 | -1,28
cac2350 | cac2350 -0,45 | -0,20 | -4,53 | -4,29 cap0058 | cap0058 -1,77 | 3,43 | -5,49 | -0,29
cac2383 | cac2383 -3,25 | 1,29 | -7,19 | -2,66 cap0118 | cap0118 3,75 |1 091 | 0,31 | -2,53
cac2615 | cac2615 -0,25 | -2,32 | -5,66 | -7,73 cap0119 | cap0119 3,98 | 0,79 | 0,64 |-2,55
cac2621 | cac2621 -1,51 | 0,15 | -5,94 | -4,28 cac0194 | cac0194 -1,71 ] 0,62 | -2,11 | 0,22
cac2695 | cac2695 -292 | -1,02 | -0,24 | 1,67 cac1009 | cac1009 0,12 | 1,70 | -2,92 | -1,33
cac2861 | spollD -2,47 | 0,03 | -3,77 | -1,27 cacl1359 | cac1359 -0,96 | -0,05 | -2,89 | -1,97
cac2907 | cac2907 -0,10 | 0,16 | -3,32 | -3,06 cacl474 | cacl474 -1,07 | 1,04 | -2,97 | -0,85
cac2911 | cac2911 -0,80 | -0,63 | -5,16 | -4,99 cacl688 | cacl688 -1,90 | 0,71 | -4,14 | -1,52
cac2944 | cac2944 -2,73 | 1,55 | -2,87 | 1,42 cac2180 gmd -1,16 | 0,53 | -3,54 | -1,85
cac2960 galE 2,17 | 0,05 | 2,43 | 0,32 cac2344 | cac2344 -1,16 | 0,26 | -2,98 | -1,55
cac2968 | cac2968 -0,19 | 0,25 | -5,70 | -5,26 cac2663 | cac2663 -1,94 | 1,80 | -2,95 | 0,78
cac3047 murl 1,99 | 0,47 | -0,53 | -2,06 cac3501 | cac3501 2,70 | 0,94 | 1,10 | -0,66

Flagellenaufbau und Chemotaxis (COG-Klasse N) logoFC-5 I 5

Lokus Name Heatmap A B C D Lokus Name Heatmap A B [o D
cac0304 motA 0,47 | -0,65 | 2,70 | 1,57 cac2161 flic 0,79 | 0,01 | 0,28 | -0,49
cac0305 motB 0,44 |-054| 262 | 1,64 cac2163 fliE 0,76 | -0,05 | 0,51 | -0,30
cac1555 | fliC/hag -1,13 |1 -0,72 | 3,75 | 4,15 cac2164 flgC 0,62 | -0,06 | 0,51 | -0,18
cac1634 | fliC/hag 0,04 | -0,20 | 4,28 | 4,04 cac2165 flgB 0,62 | -0,20 | 0,59 | -0,23
cacl845 motB 0,76 | 0,05 | 0,53 | -0,18 cac2167 | fliC/hag 0,39 |-0,15| 1,12 | 0,58
cacl846 motA 0,83 | 0,00 | 0,55 | -0,27 cac2203 hag -0,19 | -0,66 | 3,29 | 2,82
cac2139 flgG 059 | 045 | 0,28 | 0,13 cac2205 fliD -0,07 | -0,03 | 1,15 | 1,19
cac2140 flgG 0,53 | 0,36 | 0,38 | 0,21 cac2206 flis 0,04 | -0,09 | 1,27 | 1,14
cac2147 flhA 0,28 | 0,06 | -0,14 | -0,36 cac2211 flgL -0,09 | -0,21 | 1,47 1,35
cac2148 flhB 0,20 | 0,01 |-0,23 | -0,42 cac2212 flgk -0,08 | -0,23 | 1,51 1,36
cac2149 fliQ -0,02 | -0,15 | -0,36 | -0,50 cac2216 flim -0,07 | -0,01 | 0,48 | 0,53
cac2150 fliP -0,03 | -0,09 | -0,30 | -0,36 cac0120 mcp 0,81 | -0,16 | -0,15 | -1,11
cac2151 fliz -0,08 | -0,11 | -0,16 | -0,19 cac0121 cheR 0,19 | -0,32 | -0,50 | -1,01
cac2154 flge -0,40 | 0,12 | -0,91 | -0,39 cac0586 cheX 0,50 | 0,02 | 0,24 | -0,25
cac2156 flgD -0,59 | -0,02 | -0,87 | -0,29 cac0805 mcp -0,79 | 0,21 | -1,11 | -0,11
cac2157 fliKk -0,37 | -0,07 | -0,53 | -0,23 cac2223 cheD -0,351-0,15| 0,45 | 0,65
cac2158 fli 0,48 | -0,04 | 0,13 | -0,40 cac2821 mcp -0,52 | 1,06 | -0,81 | 0,76
cac2159 flil 0,76 | -0,01 | 0,22 | -0,55 cac3476 mcp 1,02 | 0,94 | 0,21 | 0,13

(Fortsetzung nachste Seite)
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Arginin-/Histidin-/Tryptophan-Biosynthese (COG-Klasse E)

logz2FC-5 NG_— 5

Lokus Name Heatmap A B C D Lokus Name Heatmap A B C D
cac2389 argB -2,89 | 0,04 | 0,73 | 3,66 cac0943 his_2 0,79 | -0,09 | 0,94 | 0,06
cac2390 argC -1,90 | 0,51 | 0,41 | 2,82 cac0940 hisA 0,68 | 0,16 | 0,59 | 0,07
cac2388 argD -2,64 | -0,04 | 0,79 | 3,39 cac0938 hisB 0,82 | 0,23 | 0,40 | -0,19
cac0316 | argF/I -2,40 | 0,14 | 0,63 | 3,18 cac3031 hisC 0,06 | -0,18 | -0,09 | -0,33
cac0973 argG -2,12 | 0,25 | 0,32 | 2,69 cac0937 hisD 0,67 | 0,27 | 0,39 | -0,01
cac0974 argH -2,13 1 0,30 | 0,25 | 2,67 cac0941 hisF 0,56 | 0,07 | 0,67 | 0,18
cac2391 arg) -1,88 | 0,48 | 0,41 | 2,77 cac0936 hisG 0,70 | 0,31 | 0,68 | 0,28
cac3020 arg)2 -2,04 | 0,16 | 0,51 | 2,71 cac0939 hisH 0,63 | 0,24 | 0,50 | 0,11
cac2074 argR 0,68 | 0,92 | 0,05 | 0,30 cac0942 hisl_1 0,64 | -003 | 091 | 0,24
cac2645 carA -1,38 | 0,27 | 0,74 | 2,40 cac2727 hisk 0,61 | 0,51 | 0,10 | 0,00
cac2644 carB -1,53 1 0,24 | 0,53 | 2,30 cac0935 hisZ 085 | 0,25 | 0,78 | 0,18
cac2378 | dapAl 0,69 | 0,28 | 0,68 | 0,27 cac3157 trpA 3,50 | 1,08 | 4,34 | 1,92
cac2379 dapB 0,73 | 0,26 | 0,67 | 0,20 cac3158 trpB 3,08 | 1,09 | 4,03 | 2,03
cac2381 dapD 0,78 | -0,59 | 0,95 | -0,42 cac3160 trpC 3,71 | 1,23 | 4,76 | 2,29
cac2624 dapF 0,18 | 0,15 | 0,14 | 0,11 cac3161 troD 3,47 | 1,36 | 465 | 2,53
cac3600 | dapA2 0,02 | -0,59 | 0,62 | 0,02 cac3159 troF 3,64 | 1,20 | 4,87 | 2,43

Verzweigtkettige u. a. Aminosauren ABC transporter (COG-Klasse M)

(COG-Klasse E) log,FC-5 I 5
Lokus Name Heatmap A B C D Lokus Name Heatmap A B C D
cac0091 ilvC -1,33 | -1,08 | -0,38 | -0,13 cac0066 | cac0066 0,08 | 0,18 | 0,32 | 0,42
cacl479 ilvE 0,25 | -0,52 | 0,76 | -0,01 cac0164 | cac0164 0,08 | -0,99 | 2,04 | 0,97
cac2226 ilvE -0,50 | -0,21 | 0,25 | 0,54 cac0226 | cac0226 0,33 | 0,57 | -0,09 | 0,15
cac3170 ilvD -1,50 | -0,86 | -0,82 | -0,17 cac0245 | cac0245 0,51 | -0,01 | -0,21 | -0,72
cac3604 ilvD 0,27 | -0,22 | 0,11 | -0,39 cac0319 | cac0319 -1,21 | -0,06 | 0,16 | 1,31
cac3169 ilvB -1,70 | -0,96 | -0,73 | 0,01 cac0373 | cac0373 -0,17 | 0,23 | -0,27 | 0,14
cac3176 ilvN -0,97 | -0,36 | -0,63 | -0,02 cac0453 | cac0453 0,30 | 0,27 | 0,20 | 0,17
cac3652 alsS 0,11 | -0,25 | 0,06 | -0,30 cac0526 | cac0526 1,72 | 1,20 | 0,45 | -0,07
cac3171 leuB -1,49 | -0,85 | -0,86 | -0,21 cac0822 | cac0822 0,06 | 0,79 | -0,54 | 0,18
cac3172 leuD -1,60 | -0,81 | -0,90 | -0,11 cacl518 | cacl518 0,65 | 0,86 | 0,36 | 0,56
cac3173 leuC -1,56 | -0,70 | -0,91 | -0,06 cac1535 | cacl535 0,60 | 1,04 | -0,54 | -0,10
cac0273 leuA -0,54 | -1,46 | 0,47 | -0,45 cacl1998 | cacl998 -2,06 | -0,68 | 1,12 | 2,51
cac3174 leuA -1,56 | -0,31 | -1,18 | 0,07 cac2256 | cac2256 0,03 |-0,01 | 0,29 | 0,14
cac2083 folD 0,21 | -0,20 | 0,26 | -0,15 cac2328 | cac2328 0,52 | 0,24 | 0,22 | -0,05
cac2264 glyA 0,16 | 0,20 | 0,46 | 0,50 cac2732 | cac2732 1,15 | 1,21 | 0,49 | 0,55
cacl825 metA 0,58 | 0,06 | 0,57 | 0,04 cac3560 | cac3560 -0,23 | -0,16 | -0,16 | -0,08
cac2916 panD -0,31 | -0,27 | -0,26 | -0,22 cac3585 | cac3585 -0,67 | -1,28 | -0,26 | -0,87
cacl235 thrB 0,01 | -0,14 | 0,01 | -0,15 cac3616 | cac3616 -3,00 | -0,52 | -1,25 | 1,23
cac3253 proB 0,68 | 0,40 | 0,28 | 0,01
cac3254 proA 0,59 | 0,50 | 0,27 | 0,17
cac3331 alr2 -0,11 | -0,40 | -0,62 | -0,91

(Fortsetzung nachste Seite)
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Sporulation logzFC-5 I 5
Lokus Name Heatmap A B C D Lokus Name Heatmap A B o D
cac0016 | cac0016 -293|-395| 1,19 | 0,17 cac2857 | cac2857 -2,05| 0,74 | -7,17 | -4,38
cac0469 SpmA -2,65| 0,00 | -598 | -3,32 cac2861 spollD -2,47 | 0,03 | -3,77 | -1,27
cac0470 spmB -3,07 | -0,28 | -4,43 | -1,63 cac2906 | cac2906 -3,23 | -0,70 | -7,76 | -5,23
cac0581 | spoVR 2,49 | 0,24 | -5,65 | -2,92 cac3244 | cac3244 -2,33|-0,30 | -5,43 | -3,39
cacl017 | cacl017 -4,31 | 1,00 | -6,15 | -0,84 cac3649 spoVT 3,71 | 0,08 | -0,87 | -4,50
cacl276 spollP -2,12 |1 -0,01 | -3,36 | -1,24 cac0310 spoVT -0,80 | 0,28 | -0,48 | 0,61
cacl1298 | cac1298 -2,49 | -0,03 | -5,37 | -2,91 cac2071 spo0A -0,70 | 0,38 | -0,89 | 0,18
cac1402 | cacl402 -2,82|1 0,81 | -5,16 | -1,53 cac3152 sigH 0,16 | 0,64 | -0,41 | 0,07
cacl1941 | cac1941 2,01 | 0,25 | -0,25 | -2,01 cac3319 | cac3319 0,64 | 0,68 | 0,76 | 0,80
cac2086 | cac2086 -393 | 0,17 | -5,84 | -1,75 cac0903 | cac0903 -0,61| 1,35 | -2,58 | -0,62
cac2087 | cac2087 -4,04 | 0,19 | -5,95 | -1,73 cac0329 | cac0329 0,38 | 0,01 | 0,28 | -0,09
cac2088 | cac2088 -3,88 | 0,23 | -5,57 | -1,46 cac0437 | cac0437 -0,94 | -0,04 | -0,68 | 0,22
cac2089 | cac2089 -3,61 | -0,10 | -5,12 | -1,61 cac0323 | cac0323 -0,44 | -0,61| 0,35 | 0,18
cac2090 | cac2090 -3,18 | 0,08 | -5,48 | -2,22 cac3647 | cac3647 0,77 | 0,18 | -0,45 | -1,04
cac2091 | cac2091 -4,11 | 0,11 | -5,69 | -1,48 cacl689 sigk -0,71 | -0,30 | -5,16 | -4,75
cac2092 | cac2092 -3,34 | 0,25 | -6,06 | -2,47 cacl253 | cac1253 -1,47 | 0,30 | -2,50 | -0,73
cac2093 | cac2093 -3,13 | -0,04 | -6,13 | -3,04 cacl696 sigG -0,92 | 2,45 | -4,60 | -1,23

Entgiftungsenzyme (COG-Klasse C + P) Cobalamin-Biosynthese (COG-Klasse H)
logoFC-5 NING_—_— S
Lokus Name Heatmap A B C D Lokus Name Heatmap A B C D

cacl027 fprAl -0,35 | 0,02 | -0,55 | -0,17 cac0582 cobD -0,13 | 0,16 | -0,07 | 0,23
cac2448 nroR 0,14 | 0,25 | -0,97 | -0,85 cacl372 cobT -3,08 | -0,89 | -0,37 | 1,82
cac2449 fprA2 0,62 | 0,33 | -0,46 | -0,75 cacl374 chiP -2,86 | -0,99 | -0,36 | 1,51
cac2450 dfx 0,81 | 0,63 | -0,35 | -0,52 cacl375 cobB -2,81|-0,86 | -0,49 | 1,45
cac2575 ruby -1,71 | 1,30 | -3,93 | -0,92 cacl377 cbiD -2,531-0,78 | -0,45 | 1,30
cac2634 perR 0,28 | -0,08 | -0,67 | -1,03 cacl384 cobS -2,30 |1 -0,71 | -0,64 | 0,96
cac2778 rd -0,03 | -0,13 | -1,24 | -1,34 cacl1391 purC -0,16 | -0,16 | 0,29 | 0,29
cac2800 | cac2800 -1,81 | -2,32 | -5,52 | -6,03 cac1993 moaA -2,311-0,82 | 0,84 | 2,33
cac3018 rbr2 0,77 | 0,22 | 0,40 | -0,14 cac1992 moaC -2,131-0,71 | 0,84 | 2,26
cac3229 namA -0,91 | 1,01 |-2,25|-0,34

cac3306 tpx -0,08 | -0,17 | -1,55 | -1,64

cac3597 rpr2 -0,42 | -1,67 | -0,87 | -2,13

cac3598 rprl -0,95 | -1,51 | -1,01 | -1,57

Abbildung 7.12 - Transkriptomdaten ausgewihlter Gene von C. acetobutylicum.

Gene (Lokus, Name) und dazugehorige Verdnderungen der Transkriptmengen als log,FC. Dargestellt ist die
Transktiptmengenverdnderung von (A) Wildtyp und (B) Insertionsmutante argR92a::CT unter 300 mM NaCl-
sowie die Transktiptmengenverdnderung von der
Insertionsmutante im Vergleich zum Wildtyp (C) ohne Stresseinwirkung und (D) unter 300 mM NaCl-Stress. Die
Erstellung der Heatmaps erfolgte durch http://www.heatmapper.ca/ (Babicki et al. 2016), wobei Gene mit hdheren
Transkriptmengen rot und solche mit verringerten Transkriptmengen griin dargestellt sind.

Stress

im Vergleich zur ungestressten Kontrolle,
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