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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Exoelektrogene Mikroorganismen sind in der Lage, Elektronen auf Akzeptoren zu transferieren, die
sich auBerhalb der Zelle befinden. Eine Lebensweise, bei der ein solcher extrazellularer
Elektronentransfermechanismus entscheidend ist, stellt die dissimilatorische Eisenreduktion dar.
Diese ist ein anaerober, respiratorischer Prozess in Mikroorganismen, bei dem Eisen(lll) als
terminaler Elektronenakzeptor der Atmungskette genutzt und zu Eisen(ll) reduziert wird. Da viele
Eisenverbindungen bei neutralem pH-Wert unléslich sind, haben Mikroorgansimen unterschiedliche
Strategien etabliert, den periplasmatischen Raum und die duRere Membran zu Uberbriicken und
einen Elektronentransfer auf den extrazelluldren Akzeptor zu ermoglichen. Dartiber hinaus sind
solche exoelektrogene Organismen zumeist in der Lage, statt Eisenmineralen auch Anoden als
extrazelluldaren Elektronenakzeptor zu nutzen und kdénnen daher in mikrobiellen Brennstoffzellen
(microbial fuel cells; MFCs) zur Anwendung kommen.

Das y-Proteobakterium Shewanella oneidensis ist einer der Modellorganismen zum Studium der
dissimilatorischen Eisenreduktion. S. oneidensis besitzt eine verlangerte Elektronentransportkette
bestehend aus c-Typ-Cytochromen und ist dadurch in der Lage, Eisen- und Manganminerale sowie
eine Anode zu reduzieren. Das Genom des Organismus tragt die genetische Information fiir 41 c-Typ-
Cytochrome, welche redundante Aktivitdten zeigen und deren Expression kaum reguliert ist, weshalb
die Identifikation von Komponenten der Atmungskette eine grofle Herausforderung darstellt. Ein
Ansatz zum besseren Verstandnis der dissimilatorischen Eisenreduktion ist die Nachbildung der
putativen Elektronentransportkette aus S. oneidensis in Escherichia coli. E. coli kann per se kein Eisen
reduzieren, besitzt nur 7 endogene c-Typ Cytochrome und ist somit gut zur Charakterisierung
einzelner heterologer Cytochrome oder Enzym-Kombinationen aus S. oneidensis geeignet. Erganzend
dazu konnte ein neuer, synthetisch-exoelektrogener E. coli-Stamm auf Grund seiner metabolischen

Diversitat fur vielfaltige Anwendungen in einer MFC genutzt werden.

Ziel dieser Arbeit war die Etablierung einer Anoden-Interaktion von E. coli so wie die Intensivierung

des Kontaktes zwischen S. oneidensis und einer Elektrode zur Steigerung der Leistung in einer MFC.

Hierzu wurde zunachst mit Hilfe eines massenspektrometrischen Ansatzes die Expression von 12 c-
Typ Cytochromen ermittelt, welche unter Eisen-reduzierenden Bedingungen im Periplasma von S.
oneidensis hochreguliert sind. Aufbauend auf einem E. coli-Stamm, welcher bereits die Cytochrome
CymA und MtrA aus S. oneidensis heterolog exprimierte, wurde der Einfluss einer zusatzlichen
Expression der detektierten Cytochrome untersucht. Dazu wurde ein neuer Assay entwickelt um die
Kinetik des periplasmatischen Elektronentransfers vergleichen zu kénnen. Der Assay basiert auf der

Reduktion des membrangangigen Redoxmediators Methylenblau, welcher im Periplasma durch die

1



Zusammenfassung

Cytochrome reduziert werden kann. Die zusatzliche Expression des kleinen Tetrahdam-Cytochroms
STC resultierte in der mit Abstand hochsten Methylenblau-Reduktionsrate und die Reduktionsrate
des Wildtyps konnte um 183% gesteigert werden. Daraufhin wurde der Transfer respiratorischer
Elektronen von CymA auf STC charakterisiert und ein neuer Stamm entwickelt, welcher ein
Cytochrom-Modul aus CymA, MtrA und STC genomisch exprimiert. Dieser Stamm wurde bezlglich
seiner metabolischen und elektrochemischen Aktivitat in MFCs charakterisiert, das Endprodukt-
Spektrum der Glycerin-Oxidation in Co-Kultur mit dem methanogenen Archaeum Methanobacterium
formicicum untersucht und die vollstandige Umsetzung von Glycerin zu Ethanol, Acetat und Methan
ermittelt. Es wurde eine Anoden-und Methylenblau-unterstiitzte respiratorische Glycerin-Oxidation

erreicht und eine Leistung der MFC von 196,3 £ 0,18 mW/m? erzielt.

Um eine Mediator-freie Interaktion von E. coli mit einer Anode zu ermdoglichen, wurde das Typ-II-
Sekretionssystem (T2SS) aus S. oneidensis in das Genom von E. coli integriert. Das T2SS ist
entscheidend fir eine korrekte Orientierung der terminalen Reduktasen in der dulleren Membran
und somit essentiell fir den direkten exoelektrogenen Elektronentransfer. Eine Funktionalitat des
heterologen T2SS konnte in E. coli nicht erreicht werden, da nicht alle Gene transkribiert wurden. Die
Griinde hierfir liegen moglicherweise in einer noch unbekannten Regulation der Transkription des

T2SS.

Die Interaktion von S. oneidensis mit einer Anode wurde durch Zugabe des Biofilm-induzierenden
Peptids TisB intensiviert. Mit Hilfe optischer Methoden wurde der Einfluss unterschiedlicher TisB-
Konzentrationen auf die Aggregat-Bildung von S. oneidensis analysiert und anschlieBend der Effekt
des Peptids auf die Stromproduktion in einer MFC untersucht. Unter Zugabe von TisB konnte eine
Steigerung der Leistung um den Faktor 2,2 erreicht werden. Die Analyse des Trankriptoms ergab eine

TisB-abhangige Regulierung zahlreicher Gene, die bei der Biofilm-Bildung eine Rolle spielen.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Mikrobielle Brennstoffzellen

1.1.1 Geschichte und Grundlagen

Die Beobachtung, dass Mikroorganismen Elektrizitdt erzeugen geht zurtick in die Anfange des letzten
Jahrhunderts. M. C. Potter, ein Botanik-Professor aus England berichtete 1911 von einer
,elektronenmotorischen Kraft”, welche von E. coli und S. cerevisiae Kulturen ausging, wenn sie auf
einer Platin-Elektrode wuchsen (Potter, 1911). 20 Jahre spéater konnte B. Cohen diese Beobachtungen
ausweiten und zeigen, dass Bacillus subtilis und Proteus vulgaris in einer mikrobiellen Halbzelle Strom
erzeugen konnten. Durch die Serienschaltung mehrerer mikrobieller Brennstoffzellen (microbial fuel
cell; MFC) schaffte es Cohen, eine Spannung von 35 V zu erzeugen. Die Stromstarke betrug aber nur 2
mA (Cohen, 1931). Die Erkenntnisse von Potter und Cohen gerieten aufgrund mangelnder
Anwendungsmoglichkeiten in Vergessenheit und erst mit dem Beginn des 21. Jahrhunderts und dem
aufkommenden Bewusstsein fiir die Endlichkeit der Energie- und Rohstoffvorkommen riickte das
System der mikrobiellen Brennstoffzelle zuriick ins Interesse der Forschung. Seither ist die Zahl der
Publikationen auf diesem Gebiet rasant angestiegen (Abbildung 1). Dieser Anstieg ist zum einen
zurickzufihren auf die Notwendigkeit, umweltfreundliche und regenerative Energiequellen
erschlielen zu missen; ein weiterer Grund findet sich in der Entdeckung des ersten exoelektrogenen
Organismus Shewanella putrefaciens (spater oneidensis) und somit des extrazellularen
Elektronentransfers und der darauf aufbauenden Entwicklung der ersten mediatorlosen MFC durch

Kim et al. (Kim et al., 2002).
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Einleitung

Eine Brennstoffzelle ist ein galvanisches Element, in welchem chemische in elektrische Energie
umgewandelt wird. In einer MFC dienen Mikroorganismen als Katalysatoren und oxidieren
organische Substrate zu CO,, Protonen und Elektronen. Der oxidative und der reduktive Prozess
finden in zwei getrennten Kompartimenten statt, welche (iber eine Protonen-permeable Membran
miteinander verbunden sind. In der Anodenkammer wird der Kohlenstoff oxidiert und die
entstehenden Elektronen auf die Anode Ubertragen. Diese flieBen (ber eine externe Last
(Widerstand) zur Kathode, in welcher normalerweise Sauerstoff als Akzeptor dient und reduziert
wird. Die treibende Kraft fiir den Elektronenfluss ist dabei der Potentialunterschied zwischen

Oxidation und Reduktion (Logan et al., 2006; Abbildung 2).

externer Widerstand

Anodenkammer e Kathodenkammer
(anoxisch) (oxisch)
e . ‘
exoelektrogenes ¢ o .
Bakterium H,0 .
Substrat > * .*
H4 H+
B . 5
L ] b ...
Produkt .
L ]
Anode Kathode ': °

PEM

Begasung mit
Druckluft

Abb. 2: Schematische Darstellung einer mikrobiellen Brennstoffzelle. Im Anodenkompartiment herrschen anoxische Bedingungen; die
Kathodenseite wird mit Druckluft begast und dadurch Sauerstoff im Medium angereichert. In der Anodenkammer befinden sich
Mikroorganismen, welche ein Substrat zu einem oder mehreren Produkten oxidieren und die dabei entstehenden Elektronen auf die
Anode als terminalen Akzeptor (ibertragen. Die Elektronen wandern auf Grund eines Potentialunterschiedes zwischen Anode und Kathode
Uber einen externen Widerstand in die Kathodenammer, wo sie auf Sauerstoff Gbertragen werden und Wasser entsteht. Protonen konnen

aus dem Anodenkompartiment Gber eine Protonen-Austausch-Membran (proton exchange membrane, PEM) zur Kathode wandern.
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In mikrobiellen Brennstoffzellen nutzen Mikroorganismen Anoden als Elektronenakzeptor. Aufgrund
seiner inerten Struktur kann dieser Akzeptor theoretisch nicht verbraucht werden und es sammeln
sich keine (moglicherweise inhibierend wirkenden oder toxischen) Reduktionsendprodukte an. Dies
ist aus biotechnologischer Sicht ein vielversprechender Aspekt; jedoch stellt ein unldslicher und somit
nicht-membrangangiger Elektronenakzeptor eine groRe Herausforderung an den Organismus dar,
der diesen Akzeptor reduziert. Zwar kommen in der Natur keine Elektroden und Anoden-
reduzierende Mikroorganismen vor, jedoch existieren Uberall unldsliche Elektronenakzeptoren in
Form von Eisen-oder Manganoxiden, welche bakteriell reduziert werden kénnen und viele Arbeiten
haben gezeigt, dass metall-reduzierende Organismen meist auch in der Lage sind, Elektronen auf
eine Anode zu lbertragen (Logan and Regan, 2006a, Logan and Regan, 2006b, Rabaey et al., 2007,
Logan, 2009, Richter et al., 2012).

1.1.2 Formen von MFCs

Im Wesentlichen kdénnen drei Arten von MFCs unterschieden werden. In einer indirekten MFC
produzieren Mikroorganismen elektrochemisch aktive Substanzen durch Fermentation von
komplexen Substraten. Zum Zweck der Energiegewinnung werden diese Reaktionsprodukte dann in
einem getrennten Kompartiment an einer Anode oxidiert; der mikrobielle Bioreaktor bleibt also
rdumlich von der Brennstoffzelle getrennt und es findet kein direkter Elektronentransfer auf die
Elektrode statt. Schon 1977 koppelten Karube et al. in einer indirekten MFC die Fermentation von
Glukose zu Wasserstoff durch Clostridium butyricum mit einer anschlieBenden Oxidation des
entstandenen Wasserstoffs an einer Platinanode. Mit diesem Aufbau wurde wahrend 15 Tagen 15
uA/cm2 Strom produziert (Karube et al., 1977). Ebenso kann die Fermentation von Glukose auch
direkt im Anodenkompartiment stattfinden. Hierbei besteht jedoch das Problem der Entstehung
weiterer Fermentationsprodukte neben Wasserstoff, welche sich durch Anlagerung an die Anode
negativ auf die Leistung der Brennstoffzelle auswirken konnen. Durch die alternative Verwendung
von Wolfram-Carbid-Elektroden statt der klassischen Platin-Elektroden kann erreicht werden, dass
neben Wasserstoff auch Formiat an der Anode umgesetzt werden kann. Somit kann die
Energiegewinnung durch Oxidation zusatzlicher Fermentationsprodukte gesteigert werden
(Rosenbaum et al., 2006). Ein genereller Nachteil der indirekten MFCs bleibt jedoch, dass im Regelfall
Elektroden aus teuren Materialien als Katalysatoren eingesetzt werden miissen, um den bakteriell

produzierten Wasserstoff oxidieren zu kénnen.
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In der zweiten Form der Mediator-basierten MFC vermitteln Redox-Mediatoren den

Elektronentransfer zwischen Mikroorgansimen und Elektrode. Diese Elektroneniibertrager
(,Shuttle”) sind typischerweise kleine Redox-aktive Molekiile wie Thionin, Viologen oder
Methylenblau. Sie ermdglichen den Elektronentransfer auf Elektroden durch Mikroorgansimen, die
per se dazu nicht in der Lage sind, mit einer Anode zu interagieren (Park and Zeikus, 1999). Dabei
werden die Shuttle von den Mikroorgansimen intrazellular reduziert, wandern zur Anode, wo sie
wieder re-oxidiert werden und pendeln zuriick zu den Mikroorganismen. Fir einen Einsatz als
Elektronenshuttle muss der Redox-Mediator Membran-permeabel und nicht-toxisch sein, ein
Redoxpotential besitzen, welches Gber dem der reduktiven Metabolite liegt und sich leicht an der
Anode re-oxidieren lassen. Uber die Wahl des Mediators ldsst sich demzufolge die Leistung einer
MFC stark beeinflussen. Vergleicht man Neutral-Rot und Thionin, so kann die Stromproduktion von E.
coli in einer MFC durch Neutral-Rot um den Faktor 8,8 gesteigert werden (verglichen mit Thionin)
(Park and Zeikus, 2000). Ein Vorteil der Mediator-vermittelten Anodenoxidation ist die virtuelle
VergroRerung der Anodenflache; Nachteile sind der zusatzliche Kostenfaktor durch den Einsatz von

Mediatoren und deren mangelnde Stabilitdt in Langzeitexperimenten oder Durchflusssystemen.

Die dritte und am haufigsten eingesetzte Form der MFC ist die Mediator-freie MFC. Hier Gibertragen

exoelektrogene Mikroorgansimen (iber Oberflachen-lokalisierte terminale Reduktasen Elektronen
auf die Anode. Die erste Mediator-freie MFC wurde 2002 von Kim et al. veréffentlicht (Kim et al.,
2002). Hier diente Shewanella oneidensis als katalysierendes Bakterium. Seither haben zahlreiche
weitere exoelektrogene Organismen Anwendung in MFCs gefunden. Dazu gehoren unter Anderem
Arten wie Aeromonas hydrophila, Geobacter sulfurreducens, Rhodoferax ferrireducens oder
Clostridium butyricum (Chang et al., 2006; siehe auch Teil 1.2 (Exoelektrogene Mikroorganismen)).
Die unterschiedlichen Formen der Interaktionen zwischen Organismus und Anode werden im

folgenden Kapitel beschrieben.

Ein wichtiger Faktor fiir die Effizienz und Leistungsfiahigkeit von MFCs ist neben den
Mikroorgansimen die Wahl des Elektrodenmaterials. Anodenmaterialien missen eine gute
elektrische Leitfahigkeit aufweisen, sie missen biokompatibel und chemisch inert sein und einen
effizienten Elektronenaustausch gewahrleisten. In frilhen Arbeiten mit indirekten oder Mediator-
basierten MFCs wurde haufig Platin verwendet, da es eine gute Leitfahigkeit und elektrische Aktivitat
gegeniber der Oxidation von Metaboliten wie Wasserstoff besitzt. Heute werden meist Kohlenstoff-
basierte Materialien wie Graphit-Vlies oder Kohlenstoff-Granulate genutzt (Wei et al., 2011). Die
Hauptvorteile von Kohlenstoff-basierten Elektroden-Materialien liegen in einem deutlich niedrigeren
Preis und der Eigenschaft des Materials, sich zu verschiedenen Strukturen und Formen verarbeiten zu

lassen, wodurch grolRe, dreidimensionale Oberflachen geschaffen werden kénnen, an welche sich die
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Bakterien anlagern konnen. Dies fiuhrt zu einem sehr guten Preis/Effizienz-Verhaltnis von
Kohlenstoff-Materialen gegeniliber Platin-Elektroden. Neu und vielversprechend sind textile Carbon-
Fasern oder dreidimensional gewebte Materialien mit extrem groRer Oberflache (Chen et al., 2011,

Xie et al., 2011).

1.1.3 Interaktion zwischen Mikroorganismus und Anode
In Mediator-freien MFCs konnen Mikroorganismen Elektronen auf verschiedene Arten auf die Anode
Ubertragen (Abbildung 3). Ein Mechanismus schliet jedoch nicht das gleichzeitige Vorkommen eines

anderen im selben Stamm aus.

A B C

Anode Anode Anode

Abb. 3: Mechanismen des Elektronentransfers in exoelektrogenen Mikroorgansimen auf eine Anode. Dargestellt sind drei
unterschiedliche Strategien, Elektronen auf eine Anode zu Ubertragen. Diese ist als braunes Rechteck und ein Bakterium als oranges Oval
skizziert. A Direkte Ubertragung der Elektronen auf den Akzeptor iiber Cytochrome (rote Ovale) auf der Zelloberfliche. B Elektronen
werden von den Cytochromen auf eine |6sliche Shuttle-Komponente transferiert (reduzierte Form; dunkelgriin). Von dort auf die Anode
Ubertragen und das Shuttle liegt wieder in der oxidierten Form vor (hellgriin). Das Shuttle kann sowohl endogenen als auch exogenen
Ursprungs sein. C Konduktive Pili und I8sliche Cytochrome durchziehen einen Biofilm aus mehreren Zellschichten mit einem leitfahigen

Netzwerk bis zur Anodenoberflache.

Beim direkten Kontakt der Zelle mit dem Anodenmaterial flieBen die Elektronen zumeist Uber
Cytochrome als terminale Reduktasen auf der Zelloberflache auf den Akzeptor (Abbildung 3A). In den
Cytochrom-Proteinen dienen Ham-Cofaktoren als Elektronen-ibertragende katalytische Zentren. Der
direkte Transfer erfordert einen Abstand von weniger als 15 A zwischen der Hiamgruppe des
Cytochroms und dem unléslichen Akzeptor (Kerisit et al., 2007). Fiir MtrF, ein Cytochrom auf der
Zelloberflache von S. oneidensis wurde der direkte Kontakt von zwei endstandigen Hamgruppen des
Cytochroms mit einer Eisenmineral-Oberflache nachgewiesen. Beide Hamgruppen besitzen jeweils
eine Fliche von 250 bzw. 300 A%, die tiber die duBere Membran hinaus ragt, wodurch ein Kontakt mit

einer festen Oberflache moglich ist (Clarke et al., 2011).
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Eine andere Moglichkeit der Interaktion von Mikroorgansimen mit einer Anode oder
Metalloberflache ist der ,,Umweg” Uber ,Shuttle“-Molekile (Abbildung 3B). Shuttle sind l6sliche,
Redox-aktive Molekile, welche an der Zelloberfliche reduziert werden und in die Umgebung
diffundieren, wo sie extrazelluldre Substrate reduzieren. Die Mediatoren kdnnen dabei viele Zyklen
von Reduktion und Oxidation durchlaufen. Vorteil einer Shuttle-basierten Form der Interaktion mit
unloslichen Akzeptoren ist es, auch weiter entfernte Substrate reduzieren zu kénnen, zu denen die
Zelle keinen direkten Kontakt hat (Gralnick and Newman, 2007, Marsili et al., 2008, Velasquez-Orta
et al., 2010). Innerhalb der Mediator-vermittelten Interaktion mit einer Anode kann zwischen der
Sekretion von endogenen, zelleigenen Mediatoren wie Riboflavin oder FMN oder dem
Elektronentransfer lber exogene Shuttle wie Huminstoffe unterschieden werden. Exogene Shuttle
sind in der Umgebung des Bakteriums vorhanden und es muss somit keine oder kaum Energie
investieren, um dariber Elektronen transferieren zu konnen. Der energetische Aufwand der
Produktion eines endogenen Shuttles scheint in einigen Fallen durch den Nutzen einer schnellen und
effizienten Reduktion des Akzeptors aufgewogen zu werden (Brutinel and Gralnick, 2012). Neben
reinen Redox-Mediatoren werden auch Metall-Chelatoren sekretiert, welche schwer 16sliche Metalle
solubilisieren kdnnen. Hierbei kann der chelatierte und nun geldste Akzeptor zur Zelloberflache hin

diffundieren und dort reduziert werden (Kouzuma et al., 2012).

Konduktive Biofilme und Pili sind eine dritte Moglichkeit des Elektronentransports auf eine Anode

(Abbildung 3C) und werden in Teil 1.5 (Biofilme in mikrobiellen Brennstoffzellen) genauer erlautert.

1.1.4 Aufbau eines MFC-Reaktors
Beim Design von mikrobiellen Brennstoffzellen gibt es eine Vielzahl an Moglichkeiten fiir den Aufbau
der Reaktoren. Hier soll nur auf zwei Systeme eingegangen werden, die auch in dieser Arbeit

verwendet wurden.

Beim 3-Kammer-Aufbau sind die Arbeitselektrode (Anode) und die Gegenelektrode (Kathode) zwei
gleich grolle, getrennte Kompartimente, welche lber eine lonenbriicke, z. B. eine semi-permeable
Membran verbunden sind. In einer dritten (meist kleineren) Kammer befindet sich eine Referenz-
Elektrode, Gber welche die elektrochemischen Bedingungen in der MFC definiert werden kdnnen
(Abbildung 4). Diese Art von 3-Kammer-MFC-Aufbau ist relativ einfach zu konstruieren und
handhaben, jedoch liegen Arbeits- und Gegenelektrode weit auseinander, was zu hohen
Widerstanden auf Grund von ohmschen Verlusten fiihren kann. Der Widerstand kann dadurch
verringert werden, dass die Elektroden in enge raumliche Nahe gebracht werden. Eine Halbierung

des Abstandes zwischen Anode und Kathode von 4 auf 2 cm fiihrt beinahe zu einer Verdopplung der
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Leistung von 720 auf 1210 mW/m? (Liu et al., 2005). Ein verringerter Abstand zwischen beiden
Elektroden lasst sich in der Praxis gut durch flach aufeinander liegende, Kassetten-formige Aufbauten
umsetzen (Min and Logan, 2004). Generell ist das System der 3-Kammer-MFC gut geeignet, um
individuelle Elektrodenreaktionen zu betrachten und die elektrochemische Leistung bei
verschiedenen Bedingungen oder zwischen unterschiedlichen Stammen vergleichen zu kénnen

(Logan et al., 2006).

Referenzelektrode in

eigenem Kompartiment
g & Begasung

Anodenkammer

Kathodenkammer

Abb: 4: Bild eines 3-Kammer-Reaktors. In der Anodenkammer (links) befinden sich Medium mit Elektronendonor und Bakterien; um
anoxische Bedingungen zu erreichen wird hier mit N, begast. In der Kathodenkammer wird Medium ohne Elektronendonor mit Druckluft
begast. Protonen konnen zwischen den Kammern (ber eine Protonen-Austausch-Membran (nicht zu sehen) diffundieren. Die
Referenzelektrode befindet sich in einer separaten Kammer, welche ebenfalls durch eine Protonen-Austausch-Membran vom

Anodenkompartiment separiert ist.

Eine zweite Moglichkeit, eine MFC zu betreiben ist der in dieser Arbeit ebenfalls verwendete 1-
Kammer-Aufbau (Abbildung 5). Bei dieser Art von Reaktor ist die Gegenelektrode meist kleiner als die
Arbeitselektrode und befindet sich innerhalb der Anodenkammer. Um direkten Kontakt zwischen
den Zellen und der Kathode zu verhindern liegt sie zumeist in einem abgeschlossenen GefaR, z. B.
einer Glasfritte, welches nur den Transfer von kleinen Molekiilen und insbesondere Protonen
erlaubt. Da die Kathode im 1-Kammer-Aufbau deutlich kleiner ist als die Anode, besteht sie meist aus

einem anderen, reaktiveren Material, um Leistungsdifferenzen durch den GréRenunterschied

10



Einleitung

auszugleichen. Ebenso wie in 3-Kammer-Systemen fiihrt ein groRer Abstand zwischen Anode und

Kathode zu Ohmschen Verlusten.

Kathode in Glasfritte

Referenzelektrode

Begasung

Anode

Abb. 5: Foto und AutoCAD-Zeichnung eines 1-Kammer-Reaktors. Im Reaktor befindet sich Medium mit Elektronendonor, welches mit
Bakterien beimpft werden kann und eine Anode aus Graphit-Vlies. Die Kathode besteht aus einer Platinnetz und liegt innerhalb einer
Glasfritte im Anodenkompartiment. Eine Referenzelektrode, ein Gasanschluss und Module zur Probenentnahme kdnnen flexibel Gber

Gewinde im Deckel angeschlossen werden.

1.1.5 Anwendungen mikrobieller Brennstoffzellen
Neben der reinen Gewinnung von elektrischer Energie eignen sich MFCs auch fir weiterfiihrende

Anwendungen. Drei sollen hier genauer vorgestellt werden.

Abwasserreinigung mit MFCs

MFCs konnen zur Abwasserreinigung eingesetzt werden. Kommunales Abwasser enthalt eine Vielzahl
von abbaubaren Kohlenstoffen, welche von Mikroorgansimen in elektrische Energie umgewandelt
werden kdnnen. Da dieser Abbau unter anoxische Bedingungen stattfindet, kann als Kostenersparnis

auf die aufwandige Beliiftung der Klarbecken verzichtet werden (Du et al., 2007). Auch Abwasser aus
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Lebensmittel-verarbeitenden Industrien und der Landwirtschaft sind reich an organischem
Kohlenstoff und kénnen in MFCs genutzt werden (Liu et al., 2004, Min et al., 2005, Oh and Logan,
2005). Meistens kommen dabei auf der Anode Mischkulturen zum Einsatz wie sie im Abwasser
natlirlicherweise vorkommen. Die Zusammensetzung der Kulturen ist dabei abhangig von der Art des
eingesetzten Abwassers. Kiely et al. zeigten, dass in MFCs, die mit Abwasser einer Kartoffel-
verarbeitenden Industrie betrieben wurden, die Familie der Geobacteraceae dominierten (37% der
Gemeinschaft), wohingegen in Abwasser aus Kuhdung weniger Geobacater-Arten (7%) und mehr
Clostridien und Thauera (je 17%) auf der Anode vorhanden waren (Kiely et al., 2011). Vorteile von
gemischten Biofilmen aus dem Abwasser sind, dass die Mikroorgansimen an die Bedingungen im
Wasser adaptiert sind und somit mit Umgebungstemperatur und den gegebenen
Salzkonzentrationen und pH-Werten optimal zu Recht kommen. Ein Nachteil ist, dass auch Nicht-

exoelektrogene Stamme die Anoden besiedeln und so die Leistung der MFCs verringern.

MFCs als Biosensor

Eine andere Art der Anwendung von MFCs kann deren Einsatz als Biosensor sein. Ein Biosensor ist ein
technische Applikation, welche biologische Molekiile erkennt und Giber einen physikalischen Wandler
guantitativ oder semi-quantitativ in messbare Daten umwandelt (Lagarde and Jaffrezic-Renault,
2011). Es kénnen beispielsweise optische oder elektrische Signale gemessen werden. Meist dienen
aufgereinigte Enzyme aufgrund ihrer hohen Spezifitit und Sensitivitdt als biologische
Erkennungssequenzen. Jedoch ist die Produktion von Enzymen teuer und zeitintensiv und die
Aktivitat und Halbwertszeit vieler Enzyme ist in vitro begrenzt (Byfield and Abuknesha, 1994).
Mikrobielle Biosensoren mit ganzen Zellen sind eine elegante Losung dieser Probleme, da die Zellen
die bendtigten Enzyme kontinuierlich und in grolRer Zahl selbst herstellen. Meist sind die
eingesetzten Mikroorganismen genetisch verandert und besitzen spezifische Promoter-Regionen, die
auf den Analyten reagieren. Der Promoter induziert die Expression eines Reportergens und das
entsprechende Protein kann direkt oder indirekt in messbare Signale umgewandelt werden (Belkin,
2003, Pasco et al.,, 2011). Bei der elektrochemischen Signalumwandlung wird ein Potential
vorgegeben und der Strom gemessen. Dieser ist abhdngig von der Oxidation oder Reduktion einer
elektroaktiven Substanz im Medium. So kann z. B. der biologische Sauerstoffbedarf (BSB) eines
Systems bestimmt werden (Pasco et al.,, 2011). Auf Basis von MFCs kodnnen vielfiltige
Biosensorsysteme entwickelt werden. Ein Beispiel hierfiir ist ein S. oneidensis-Stamm, bei dem die
verlangerte Elektronentransferkette unter Kontrolle eines induzierbaren Promoters gestellt wurde.

Dieser Stamm produziert nun in einer MFC Strom in Abhéangigkeit der Induktionsstirke des
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Promoters (Golitsch et al., 2013). Durch Wahl geeigneter Promotoren kénnen somit unterschiedliche

Umweltparameter gemessen werden.

Nicht-stochiometrische Fermentation

Der Prozess der Fermentation bezeichnet den mikrobiellen Abbau organischer Stoffe zur
Energiegewinnung ohne Einbeziehung externer Elektronenakzeptoren wie Sauerstoff oder Nitrat.
Fermentationen finden in der Biotechnologie eine breite Anwendung, da durch den Verzicht auf
einen Elektronenakzeptor der kostspielige Eintrag von Sauerstoff oder eines alternativen Akzeptors
sowie die Anhaufung unerwiinschter Reduktionsprodukte entfallen. Zudem ist eine hohe Umsatzrate
bei geringer Zunahme der Zellmasse fir biotechnologischer Anwendungen von Vorteil. Zellulare
Stoffwechselreaktionen bestehen aus einer engen Verknlipfung von Oxidations- und
Reduktionsprozessen und die Elektronenbilanz zwischen Substrat und Produkt(gemisch) muss stets
ausgeglichen sein. Mikroorganismen bilden bei der Fermentation daher haufig Produktgemische aus
organischen Sauren, Gasen und Alkoholen, was in der biotechnologischen Anwendung zur
Anreicherung unerwinschter Nebenprodukte fiihrt und die Produktion reiner Substanzen, die
oxidierter sind als das Ausgangssubstrat, verhindert. Anoden in MFCs kénnen eine ,Elektronen-
Senke” darstellen und somit nicht-stéchiometrische Fermentationen (unbalanced fermentations)
ermoglichen. Ein S. oneidensis-Stamm, welcher die Gene zur Glycerin-Oxidation und Ethanol-
Produktion heterolog exprimiert, oxidiert Glycerin zu Ethanol und CO, ohne die Entstehung von
Nebenprodukten, wenn die (iberzdhligen Elektronen auf eine Anode abflieBen kdnnen (Flynn et al.,
2010) und zeigt, dass MFCs die Bilanzierung unglinstiger Fermentationsreaktionen ermoéglichen
kénnen. Weitere Anwendungsmaoglichkeiten bietet die biotechnologische Produktion von oxidierten
Substanzen wie Butandiol, Itaconsdure oder Terpenen. Diese Wertstoffe konnten durch wenige

Veradnderungen des Zentralmetabolismus hergestellt werden (Abbildung 6).
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Glycolyse

'
'
y

Pyruvat —» Acetolactat —» Acetoin —» Butandiol

Mevalonat <— <= <— Acetoacetyl-CoA <— Acetyl-CoA

v
f c';x.--=|.-~u-r-z.-‘ﬁ‘_'\‘ Citrat
/ pa

lerpene Malat cis-Aconitat —p |taconat
Fumarat Isocitrat

Succinat Oxalsuccinat

Succinyl-CoA 2-Oxoglutarat

ﬂ._,_‘____________/

Abb. 6: Produktion von Wertstoffen mittels nicht-stochiometrischer Fermentation. Dargestellt sind potentielle Ansatzpunkte am
Zentralmetabolismus zur Produktion von Terpenen, Butandiol oder Itaconat. Die Anzahl der Pfeile zwischen den einzelnen Metaboliten

entspricht nicht notwendigerweise der Zahl der Syntheseschritte.

1.2 Exoelektrogene Mikroorganismen

Exoelektrogene Mikroorganismen sind in der Lage, Elektronen auf die Zelloberflache zu transferieren
und somit extrazelluldre Akzeptoren wie Metalle, Minerale oder eine Anode zu reduzieren. Je langer
der Prozess der mikrobiellen Metall-Reduktion erforscht wird, desto mehr wird Gber seine Diversitat
bekannt. Es gibt Modellorganismen wie Shewanella oneidensis oder Geobacter sulfurreducens
anhand derer die Biochemie mikrobieller Metallreduktion untersucht wird, jedoch sind diese
Organismen nur die Spitze des Eisbergs in Bezug auf die phylogenetische (und vermutlich
biochemische) Diversitat. Die folgende Aufzdhlung verschiedener exoelektrogener Bakterien in
unterschiedlichen phylogenetischen Gruppen erhebt daher bei weitem nicht den Anspruch auf
Vollstandigkeit und soll stattdessen die Vielfalt und weite Verbreitung der Metallreduzierer
veranschaulichen. Zusatzlich sei erwahnt, dass Metallreduktion auch unter acido- und alkaliphilen
Bakterien und unter den Archaea bekannt ist, auch wenn hier nicht genauer auf ihre Vertreter

eingegangen wird.
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Phylogenetische Verteilung exoelektrogener Bakterien

Proteobakterien stellen die groflte Gruppe neutrophiler Metall-Reduzierer dar. Exoelektrogene
Bakterien kommen den vier Phyla der a-, B-, y- und &-Proteobakterien vor, wobei sie innerhalb der y-
und &6-Gruppen am hdaufigsten vertreten sind. Neben Shewanella-Species finden sich bei den y-
Proteobakterien Metall-Reduzierer innerhalb der Genera Ferrimonas, Pantothea und Aeromonas
(Nolan et al., 2010), (Francis et al., 2000), (Pham et al., 2003). Die &6-Proteobakterien stellen die
grofSte Zahl von isolierten und charakterisierten exoelektrogenen Bakterien. Am bekanntesten sind
hier die Vertreter Geobacter sulfurreducens und G. metallireducens, aber auch unter den
Desulfuromonas- Pelobacter, Anaeromyxobater- und Desulfovibiro-Arten wurden zahlreiche Metall-
reduzierende Bakterien charakterisiert (Coleman et al., 1993, Lovley et al., 1993, Caccavo et al., 1994,

Coates et al., 1995, Lovley et al., 1995, He and Sanford, 2003).

Neben der groBen Zahl an exoelektrogenen Organsimen innerhalb der Proteobakterien gibt es
weitere, phylogenetisch weit verbreitete Arten die ebenfalls Metalle reduzieren kénnen. Geothrix
fermentans, ein Acidobakterium reduziert Eisen, Mangan oder eine Anode mit Hilfe einer noch nicht
naher identifizierten Shuttle-Komponente (Coates et al., 1999, Bond and Lovley, 2005). Geovibrio
ferrireducens gehort zu der phylogenetisch distinkten Gruppe der Deferricateriaceae und kann
Eisenspezies mit Prolin als Kohlenstoffquelle reduzieren (Caccavo et al., 1996). Auch unter den Gram-
positiven Organismen sind Metall-Reduzierer bekannt, wenn auch in geringerer Zahl als bei den
Gram-negativen. Thermincola potens reduziert eine Anode Uber direkten Kontakt; vermutlich mittels
Cytochromen auf der Zelloberflache (Wrighton et al., 2011). Der Bacillus-Stamm B. infernus koppelt
die Oxidation von Lactat oder Formiat an die Reduktion von Mangan- oder Eisenspezies und zeigte in
einem vergleichenden Wachstumsexperiment dieselbe Magnetit-Reduktionsrate wie G.

metallireducens (Boone et al., 1995, Crespo et al., 2007).

Cytochrome als Elektronen-iibertragende Proteine

Neutrophile dissimilatorische Metallreduzierer der Genera Shewanella und Geobacter haben eine
erstaunlich hohe Zahl an Genen fiir putative c-Typ Cytochrome in ihrem Genom und ihre
Elektronentransportketten aus dem Cytoplasma auf die Oberflache der Zelle bestehen zumeist aus
Cytochromen. Auch in vielen anderen exoelektrogenen Organismen finden sich Hinweise fiir eine
Beteiligung von Cytochromen am extrazelluldren Elektronentransfer (Sturm et al., 2012). Dennoch ist
das Vorhandensein von Cytochromen kein ausschlieBliches Kriterium fir extrazelluldre Atmung und
es gibt ebenso Organsimen, welche Metalle reduzieren kénnen und dennoch keine oder wenige

Gene fir c-Typ Cytochrome besitzen.
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In den meisten exoelektrogenen Mikroorganismen geht die Fahigkeit, Eisen reduzieren zu kénnen
einher mit der Fahigkeit, Elektronen auf eine Anode (ibertragen zu kénnen. Dennoch bestatigen auch
hier Ausnahmen die Regel. So kann Pelobacter carbinolicus zwar Eisen reduzieren, produziert jedoch

keinen Strom in einer MFC (Richter et al., 2007).

1.3 Dissimilatorische Eisenreduktion in S. oneidensis

Shewanella oneidensis MR-1 ist einer der Modellorganismen fir exoelektrogene Bakterien, in
welchem Physiologie und Biochemie der extrazelluldaren Atmung genauer untersucht wurden und
werden. Es handelt sich um ein Gram-negatives y-Proteobakterium, welches 1988 als Mangan-
Reduzierer aus dem Sediment des Oneida-Sees in New York isoliert wurde (Myers and Nealson,
1988), (Venkateswaran et al., 1999). S. oneidensis ist ein obligat aerober Organismus und kann neben
Sauerstoff eine grofRe Zahl an weiteren Elektronenakzeptoren nutzen. Dazu zdhlen (iber 20
verschiedene Substanzen, unter anderem l6sliche Stoffe wie Nitrat, Nitrit, Fumarat, Schwefel,
Thiosulfat, DMSO und TMAO, aber auch unlésliche Minerale wie Eisen oder Mangan (Myers and
Nealson, 1988, Burnes et al., 1998, Schwalb et al., 2002, Schwalb et al., 2003, Gralnick and Hau, 2006,
Cruz-Garcia et al., 2007, Shirodkar et al., 2010). Als Elektronendonor bzw. Kohlenstoffquelle nutzt S.
oneidensis Garprodukte wie Lactat, Formiat und Wasserstoff, sowie das Chitin-Monomer N-

Acetylglukosamin.

Beim Elektronentransfer auf Eisen spielen c-Typ-Cytochrome eine entscheidende Rolle. Daher fiihrt
eine Deletion der ccm-Gene, welche fiir die c-Typ Cytochrom-Maturisierungsmaschinerie codieren, in
S. oneidensis zum Verlust der Fahigkeit mit unldslichen terminalen Akzeptoren wachsen zu kénnen
(Bouhenni et al., 2005, Carpentier et al., 2005, Sturm et al., 2012). Im Genom des Organismus gibt es
41 Gene fiur c-Typ Cytochrome (Meyer et al.,, 2004, Romine et al., 2008) und viele davon werden
unter Eisen-reduzierenden Bedingungen exprimiert, jedoch ist das minimale Set an Proteinen,
welches zur Eisenreduktion notwendig ist, bisher nicht bekannt. Ursache fiir dieses unvollstiandige
Bild ist die mangelnde Regulation der Expression von Cytochromen unter anoxischen Bedingungen
und die Verbindung der einzelnen Elektronen-Transfer-Wege untereinander ebenso wie die
redundante Aktivitat vieler dieser Proteine, welche eine Erforschung der Rolle einzelner Proteine in
der extrazellularen Atmung erschwert. Dennoch sind einige Proteine bekannt, die unverzichtbar fir
die Eisen- und Anodenreduktion in S. oneidensis sind (Abbildung 7; Myers and Myers, 2003a,
Bretschger et al., 2007, Gao et al., 2010).
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Abb. 7: Komponenten der dissimilatorischen Eisenreduktion in

S. oneidensis. Die Menaquinol-Oxidase CymA Ubertragt

jubere Elektronen ins Periplasma. Das Periplasma ist dicht besetzt mit
Membran
einer Mischung verschiedener Cytochrome. CymA kann
Elektronen auf einige dieser Cytochrome (u.a. MtrA, FccA und
STC; siehe Text und Ergebnisse) tibertragen. Es ist jedoch unklar,
i s ob dies anhand eines spezifischen Elektronentransferwegs
o e periplasmatischen
. v " Cytochrome passiert oder ob es sich einen zufalligen Prozess handelt. In der
Periplasma W
. ', . duBeren Membran gibt es einen Protein-Komplex aus MtrABC.
MtrB ist ein B-Fass Protein und bringt durch eine Pore in der
Membran das periplasmatische Cytochrom MtrA und die finale
Reduktase MtrC in rdumliche N3he, so dass die Elektronen auf
den extrazellularen Akzeptor Ubertragen werden kénnen.
Cytoplasma-
membran

red ox

CymA (Cytoplasmic membrane protein A) ist ein Tetraham c-Typ Cytochrom, welches zur NapC/NirT
Familie gehort und den Einstieg und die Verteilung der Elektronen aus dem Menachinol-Pool in der
Cytoplasmamembran auf verschiedene Reduktasen im Periplasma katalysiert. CymA-
Deletionsmutanten verlieren die Fahigkeit, eine Vielzahl an Elektronenakzeptoren zu reduzieren.
Darunter sind Fumarat, Nitrat und DMSO, aber auch unlésliche Spezies wie Eisen, Mangan oder eine
Anode (Myers and Myers, 1997, Myers et al., 2000, Schwalb et al., 2003). Die heterologe Expression
von cymA ist ausreichend, um E. coli in einen dissimilatorischen Eisenreduzierer zu verwandeln, wenn
das Membran-permeable Eisen-Chelat Fe-NTA (Nitrilotriacetat) als Elektronenakzeptor dient
(Gescher et al., 2008). Obwohl mit der heterologen Expression von cymA keine
Elektronentransportkette auf die Zelloberflache etabliert wurde, zeigt das Experiment dennoch, dass
die dissimilatorische Eisenreduktion in Gram-negativen Organismen hauptsachlich durch den
fehlenden Zugang zum Akzeptor limitiert und das zur Eisenreduktion nicht nowendigerweise eine

spezifische Eisenreduktase erforderlich ist.

Neben CymA ist MtrA das einzige periplasmatische Cytochrom, was fir die Reduktion von Fe(lll) oder
einer Anode unabdingbar ist (Bretschger et al., 2007; Hartshorne et al., 2007; Schickberger et al.,
2013). MtrA (Metal reducing protein A) ist ein Dekaham Cytochrom und liegt in S. oneidensis sowohl
in l6slicher Form im Periplasma als auch als Teil eines Komplexes in der duReren Membran vor. MtrA
kann in vitro von CymA reduziert werden und besitzt die Fahigkeit, chelatierte Eisenformen zu
reduzieren (Pitts et al., 2003, Schiitz et al., 2009). Die erganzende Expression von mtrA in einer E. coli

Mutante, welche bereits cymA exprimiert, flhrt zu einer Erhdhung der Reduktionsrate verglichen mit
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Zellen, welche nur cymA exprimieren (Schiitz et al., 2009). MtrA erfillt in der Eisenreduktion neben
seiner Funktion als periplasmatisches Shuttle eine zusatzliche Funktion und ist Teil eines Komplexes
in der duReren Membran. Dieser Komplex setzt sich aus MtrA, MtrB und MtrC zusammen. MtrB ist
ein B-Fass-Protein und bildet eine Pore in der duBeren Membran. Durch diese Pore kommt MtrA in
Kontakt mit der finalen Eisenreduktase MtrC, wodurch ein Elektronentransfer auf die Zelloberflache
ermoglicht wird. Es konnte gezeigt werden, dass dieser Komplex auch in vitro den Elektronentransfer
Giber eine Liposomen-Membran erlaubt (Hartshorne et al., 2009). Eine dritte Funktion von MtrA
scheint die eines Chaperons zu sein, indem es den Transport von MtrB durch das Periplasma
unterstitzt und damit vor Abbau durch die Protease DegP schiitzt (Schicklberger et al., 2011). In
AmtrA Mutanten kann MtrB daher nicht detektiert werden (Hartshorne et al., 2009, Schicklberger et
al., 2011). MtrB ist neben CymA und MtrA ein weiteres essentielles Protein fiir die dissimilatorische
Eisenreduktion. Eine Deletion von mtrB fihrt dazu, dass die Zellen die Fahigkeit verlieren, mit Eisen

oder Mangan als Elektronenakzeptor zu wachsen (Beliaev and Saffarini, 1998, Bretschger et al., 2007)

Das Lipoprotein MtrC ist ein Dekahdam c¢-Typ Cytochrom und eines der 5 &ulleren
Membrancytochrome (outer membrane cytochromes, OMCs) in S. oneidensis. Es ist liber einen Lipid-
Anker in der duReren Membran lokalisiert und spielt eine wichtige Rolle in der Reduktion von Eisen-
und Manganoxiden. MtrC dient als terminale Reduktase und katalysiert die terminale
Elektroneniibertragung auf den extrazellularen Akzeptor. Deletionsmutanten von MtrC wachsen
langsamer mit unloslichen Akzeptoren, verlieren die Fahigleit jedoch nicht vollstindig und kénnen
Eisencitrat, Mangan- sowie Eisenoxid noch mit einer Aktivitdt von 10-15% des Wildtyps reduzieren
(Myers and Myers, 2002). Dies liegt vermutlich an der Redundanz der OMCs. OmcA (Quter
membrane cytochrome A) ist ebenfalls ein Dekahdm c-Typ Cytochrom und spielt neben MtrC eine
Rolle in der Reduktion von extrazelluldren Akzeptoren, v. a. von Manganoxiden (Biicking et al., 2010,
Coursolle and Gralnick, 2012). In einer mtrC-Deletionsmutante Gbernimmt es teilweise die Funktion
als Eisenreduktase. Die drei weiteren OMCs MtrF, S02931 und S01659 werden bei der
extrazelluldren Atmung in S. oneidensis nicht exprimiert. Fir MtrF (ein Homolog zu MtrC) existiert
eine Kristallstruktur, welche zeigt, dass sich zwei Hamgruppen auf der extrazelluldaren Seite des
Molekils befinden und somit ein direkter Elektronentransfer auf unlosliche Akzeptoren moglich ist

(Clarke et al., 2011).

Neben den bereits erwahnten Proteinen wird besonders im Periplasma von S. oneidensis eine

Vielzahl von Cytochromen exprimiert. Genomanalysen ergaben 27 Gene fiir putative
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periplasmatische c-Typ Cytochrome und Periplasmafraktionen von Zellen, welche unter Eisen-
reduzierenden Bedingungen kultiviert wurden, weisen eine tief rote Farbe auf und zeigen in einer
Hamgruppenfarbungen die Anwesenheit zahlreicher Cytochrome (Biicking, 2010). Hier ist jedoch

Uber die Rolle einzelner Proteine bisher wenig bekannt.

Neben den genannten Cytochromen und MtrB gibt es zusatzliche Faktoren, welche eine essentielle
Funktion bei der Ausbildung der extrazelluldaren Elektronentransportkette in S. oneidensis
einnehmen. Mutanten in gspD und gspG verlieren die Fahigkeit, Eisen- oder Manganoxide reduzieren
zu koénnen und die OMCs sind falsch orientiert auf der periplasmatischen Seite der duleren
Membran oder falsch lokalisiert in der inneren Membran zu finden (Shi et al., 2008, Richter et al.,
2010). Die gsp-Gene (general secretory pathway) gehéren zum Typ-II-Sekretionssystem, welches fir
den Transport von Proteinen in und Uber die dulere Membran verantwortlich ist und worauf im

nachsten Kapitel genauer eingegangen wird.

1.4 Das Typ-lI-Sekretionssytem in Gram-negativen Bakterien

Bei der Sekretion von Proteinen in Gram-negativen Bakterien missen diese zwei Membranen
Uberwinden. Hierfiir stehen den Organismen 6 verschiedene Sekretionssysteme zu Verfligung (Typ |
bis Typ VI; Hayes et al., 2010). Das Typ-Il-Sekretionssystem (T2SS) dient dazu, Multiprotein-Komplexe
und Proteine mit Co-Faktoren aus dem Periplasma in die duBere Membran oder dariber hinaus ins
umgebende Medium zu sekretieren. Die Zahl der sekretierten Proteine reicht dabei von einem
Protein im Falle von Klebsiella oxytoca (Denfert et al., 1987) bis hin zu mehr als 10 verschiedenen
sekretierten Proteinen in Pseudomonas aeruginosa (Bleves et al., 2010) oder Vibrio cholerae (Sikora
et al.,, 2011). Die Funktion der Exoproteine ist dulerst divers. Unter anderem werden Toxine
(Sandkvist et al., 1997), Virulenzfaktoren (Zalewska-Piatek et al., 2008), Cytochrome (Shi et al., 2008)
und eine Vielzahl von Exoenzymen, welche Makromolekile extrazellular hydrolysieren kénnen
(Filloux, 2004) exportiert. Charakteristisch fiir eine Sekretion durch das T2SS ist dabei der Export
,komplexer” Proteine, was bedeutet dass eine Maturisierung der Proteine im Periplasma oder die
Assemblierung zu multimeren Komplexen dem Export vorangeht. Beispiele fir solche Proteine sind
die Lipoproteine MtrC und OmcA der duleren Membran von S. oneidensis, bei denen 10
Hamgruppen auf dem Weg durch das Periplasma eingefligt werden oder das hitze-labile Toxin LT aus
E. coli , welches aus mehreren Untereinheiten besteht (Horstman and Kuehn, 2000). Das T2SS setzt
sich aus einer komplexen Protein-Maschinerie zusammen, die aus 12 bis 15 verschiedenen Proteinen

besteht, welche haufig in einem einzigen Operon lokalisiert sind (Abbildung 8).
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Abb. 8: Schematische Darstellung der zwei gsp-Gencluster in S. oneidensis. Der Organismus besitzt zwei Operons an unterschiedlichen

Orten im Genom. Das kleinere Operon besteht aus den Genen gspA und gspB; das groRere Gencluster aus den Genen gspC bis gspN. Die

GroRe der Gene und ihr Abstand zueinander innerhalb der Cluster sind ndherungsweise maRstabsgetreu dargestellt.

Das T2SS ist der terminale Teil des allgemeinen Sekretionsweges in Gram-negativen Organismen und
die Gene sind daher mit ,gsp“ (general secretory pathway) benannt. Die T2SS-Maschinerie
durchspannt gleichzeitig die innere und duBere Membran und ermdglich so das Ausschleusen von
Proteinen. Sie setzt sich (von Innen nach AuBen betrachtet) aus vier Untereinheiten zusammen: einer
ATPase-Einheit (GspE) auf der cytoplasmatischen Seite der inneren Membran, einer Plattform in der
inneren Membran, welche sich aus den Proteinen GspC, GspF, GspL und GspM zusammensetzt, einer
Art ,Stempel”, der aus der trimeren Spitze des Pseudopilus (GspKl)) und dem filamentdsen
Pseudopilus (GspG) besteht sowie dem multimeren Kanal-Proteinkomplex aus GspD-Untereinheiten,
welche eine Pore in der dulReren Membran bilden. Der Pseudopilus schiebt das Exoprotein durch die

Pore in der auReren Membran (Abbildung 9).

Neben den beschriebenen Komponenten des T2SS gibt es in E. coli, S. oneidensis und einigen
anderen Organismen zusatzlich noch ein weiteres, kleineres Operon aus den Genen gspA und gspB,
dessen Rolle bisher jedoch unbekannt ist. Flir E. coli wird eine regulatorische Funktion vermutet
(Francetic et al., 2000). Die Stéchiometrie vieler Proteinkomponenten der T2SS ist noch unklar oder
unbekannt und auch Uber den genauen Mechanismus des Exports und die Erkennung von zu

sekretierenden Proteinen durch das T2SS ist bisher wenig bekannt.

1.4.1 Die Rolle des T2SS bei der extrazellularen Atmung

Die Analyse verschiedener Deletionsmutanten der gsp-Gene hat gezeigt, dass das T2SS essentiell fr
die richtige Lokalisierung und Orientierung der OMCs ist und somit entscheidend zu einer
funktionierenden extrazelluldre Atmung beitrégt (Shi et al., 2008, Richter et al., 2010). Uber den
genauen Mechanismus der Sekretion der OMCs ist jedoch nur wenig bekannt. Die Translokation der
Exoproteine OmcA und MtrC erfolgt wahrscheinlich in zwei Schritten. Die Proteine werden im
Cytoplasma transkribiert, translatiert und ({ber den Sec-Transportweg durch die
Cytoplasmamembran ins Periplasma sekretiert, wo sie durch Einfligen der Himgruppen zum fertigen

Protein reifen. Nach dieser Maturisierung sorgen T2SS-Komponenten dafiir dass die Lipoproteine in
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die duRere Membran gelangen. Auf den generellen Mechanismus der Sekretion wird im Folgenden

genauer eingegangen.

dubere

Membran
Plattform der Cytoplasma-
membran aus GspC, GspF,
GspL und GspM

Cytoplasma-

membran

MtrC

ATP ADP+P.

-

Abb. 9: Sekretion von MtrC in die duere Membran. MtrC wird im Cytoplasma transkribiert, translatiert und ungefaltet Gber den Sec-
Transportweg durch die Cytoplasmamembran ins Periplasma sekretiert. Dort findet die Maturisierung zum fertigen Protein statt. Das T2SS
erkennt an der Plattform in der Cytoplasmamembran (bestehend aus GspC, GspF, GspL und GspM, dargestellt in griin) das Exoprotein und
beginnt vermittelt Gber die ATPase GspE (braun) mit der Assemblierung des Pseudopilus aus GspG-Untereinheiten (grau). Die trimere
Spitze des Pseudopilus aus den Untereinheiten GspK, Gspl und Gsp)J ist zur besseren Anschaulichkeit nicht dargestellt. Der Pilus schiebt
MtrC schrittweise durch die Pore in der duReren Membran (bestehend aus GspD-Untereinheiten; dargestellt in blau). AnschlieRend erfolgt

die Einlagerung in die duRere Membran. Fir diesen letzten Schritt ist der Mechanismus unbekannt.
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Ein moglicher Mechanismus fiir die Sekretion von Proteinen in die dullerer Membran (oder dariber
hinaus) wird von Korotkov et al. (2012) vorgeschlagen (Korotkov et al., 2012). Hierbei erkennt GspC,
eine Komponente der Plattform in der inneren Membran das Exoprotein, welches zuvor vom Sec-
oder Tat-System ins Periplasma transloziert wurde und leitet ein Signal an die ATPase weiter
(Voulhoux et al.,, 2001, Du Plessis et al., 2011). Die Hydrolyse von ATP fihrt zu einer
Konformationsanderung und zum Beginn der Assemblierung des Pseudopilus (GspG). Nach und nach
fihrt die Anlagerung von immer mehr GspG-Untereinheiten zur Ausbildung einer filamentésen
Struktur, welche das Exoprotein durch die Pore in der dulReren Membran schiebt (Possot and
Pugsley, 1994, Abendroth et al., 2004, Francetic et al., 2007, Korotkov and Hol, 2008, Korotkov et al.,
2011).

Wie bereits in Kapitel 1.3 (Dissimilatorische Eisenreduktion in S. oneidensis) angedeutet spielt das
T2SS eine essentielle Rolle in der extrazelluldaren Atmung von S. oneidensis. Fehlen
Schlisselkomponenten des T2SS (GspD, GspE oder GspG), so ist die Fahigkeit, Fe(lll) zu reduzieren
deutlich verringert und die terminalen Reduktasen konnen nicht in der duBeren Membran
nachgewiesen werden (Shi et al., 2008). Auch in E. coli ist eine korrekte Orientierung heterolog
exprimierter OMCs aus S. oneidensis von einem funktionalen T2SS abhangig. Wird OmcA in dem E.
coli Stamm BL21 synthetisiert, welcher Gber ein funktionales T2SS verfiigt, so befindet sich das
reaktive Zentrum des Cytochroms auf der Zelloberfliche und kann Elektronen auf einen
extrazellularen Akzeptor (bertragen. In einem anderen E. coli-Stamm (K-12) sind unter
Laborbedingungen die gsp-Gene durch das DNA-bindende H-NS Protein transkriptionell inaktiviert
(Francetic et al., 1996, Francetic et al., 2000) und OmcA nicht auf der Zelloberfliche zu finden
(Donald 2008, Richter 2009). Interessanterweise ist eine Aktivierung des T2SS in E. coli K-12 jedoch
nicht ausreichend fir eine funktionale Sekretion von MtrC in die dulere Membran (Richter 2009).
Grinde hierfir liegen moglicherweise in der hohen Spezifitdt des T2SS, welche eine Erkennung des
Cytochroms verhindert (Douzi et al., 2012). Diese Spezifitdt wurde unter anderem fiir das Pul-System
von Klebsiella oxytoca gezeigt, welches nicht in der Lage ist Proteine aus den nahe verwandten y-
Proteobakerien Pseudomonas aeruginosa oder Erwinia chrysanthemi zu sekretieren (Degroot et al.,

1991, Lindeberg et al., 1996).

1.5 Biofilme in mikrobiellen Brennstoffzellen

Die Ausbildung von Biofilmen auf einer Anode ist eine von mehreren Moglichkeiten eine
Elektronenibertragung zu gewahrleisten (Abbildung 3); der genaue Mechanismus des

Elektronentransfers durch den Biofilm ist jedoch noch nicht vollstindig verstanden. Auf Anoden,
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welche als Elektronenakzeptor dienen, bildet Shewanella spp. dinne Biofilme, in denen jede Zelle
direkten Kontakt zur Anode besitzt (McLean et al., 2010). Im Gegensatz dazu formt Geobacter spp.
dickere Aggregate, bei denen der Elektronentransfer auch mehrere Zellldingen von der Anode
entfernt stattfindet (Reguera et al., 2006). Die Mechanismen des Elektronentransports in Biofilmen
mit exoelektrogenen Organismen sind ein intensiv erforschtes und debattiertes Gebiet und aus
Arbeiten mit G. sulfurreducens sind filamentose Strukturen (,,nanowires”) bekannt, die als leitfahige
oder strukturgebende Elemente des Biofilms diskutiert werden (Reguera et al., 2007, Malvankar et
al., 2011, Schrott et al., 2011, Strycharz-Glaven et al., 2011). Zuséatzlich scheint das &dulere
Membrancytochrom OmcZ eine Rolle zu spielen (Nevin et al., 2009). Es werden zwei unterschiedliche
Modelle der Elektroneniibertragung in Biofilmen von G. sulfurreducens kontrovers diskutiert
(Bonanni et al., 2012). Beim Modell des metallischen Leiters werden die nanowires als leitfahige
Ausstllpungen der duReren Membran betrachtet, welche die Elektronen zum entfernten Akzeptor
leiten. Extrazelluldare Cytochrome wie OmcZ haben in diesem Model lediglich eine unterstiitzende
Funktion (Reguera et al., 2005, Reguera et al., 2006). Pili wurden im Zelliberstand von Geobacter-
Kulturen gefunden und Wissenschaftler postulierten eine Leitfahigkeit vergleichbar derer von
synthetischen metallischen Nanostrukturen, welche aber immer noch kontrovers diskutiert wird
(Malvankar et al., 2011). Das ,electron-hopping“-Model geht von einer hauptsachlich Struktur-
gebenden Funktion der Pili aus (Reguera et al., 2007) und nimmt an, dass die Elektronen sequentiell
Uber l6sliche Cytochrome transportiert werden. Diese Cytochrome bilden entlang der Pili ein
leitendes Netzwerk bis zum Akzeptor aus (Strycharz-Glaven et al., 2011). Neben OmcZ wurden jedoch

bisher keine weiteren extrazellularen Cytochrome in G. sulfurreducens gefunden.

Auch in anderen exoelektrogenen Organismen hat die Bildung von Biofilmen einen Einfluss auf die
Leistungsfahigkeit in einer MFC. Induziert man bei Desulfovibrio desulfuricans die Biofilmbildung auf
einer Anode durch Modifikationen auf der Elektrodenoberfldche, so lasst sich die Stromproduktion
um 41% steigern (Kang et al., 2014). Neben der Identifizierung neuer Stamme, der Optimierung von
Reaktoren und der Nutzung der synthetischen Biologie bietet somit die Verbesserung der Interaktion
zwischen Mikroorganismen und Anoden durch verstarkte Biofilmbildung eine weitere Moglichkeit,
die Effizienz einer MFC zu steigern. AbschlieRend soll nun das Phdnomen der Persistenz und ein

daraus resultierender neuer Ansatz zur Induktion der Biofilmbildung genauer erldutert werden.

1.5.1 Persistenz und der Einfluss auf die Bildung von Biofilmen
In vielen Mikroorganismen gibt es den Schutzmechanismus der so genannten Persistenz. Sind

beispielsweise E. coli-Zellen starkem Stress, etwa durch UV-Strahlung oder Antibiotika ausgesetzt, so
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sterben nicht zwingend alle Bakterien ab. Einzelne Zellen kénnen in ein Uberdauerungsstadium
(,,Persister”) tbergehen und sich bei glinstigeren Umweltbedingungen wieder vermehren und in
robuste Biofilme umwandeln. Persister-Zellen sind keine Mutationen innerhalb einer Art, sondern
sind isogenetisch zu den normal-wachsenden, sensitiven Zellen und haben einen reduzierten
Stoffwechsel und eine verstirkte Widerstandsfahigkeit gegen duRere Einfliisse. Der Ubergang in das
Persistenzstadium erfolgt mit geringer Rate und nach dem Zufallsprinzip. Diese stochastische
Heterogenitat wird als ,Bet-Hedging” bezeichnet (,auf alles gefasst sein und das Risiko verteilen®)
und dieses Prinzip der Risikostreuung sorgt dafiir, dass Organsimen mit gleicher genetischer
Ausstattung unterschiedlich gut an wechselnde Bedingungen adaptiert sind und somit das Uberleben
der ganzen Art sichern koénnen. Anders als bei zufilligen Mutationen ist das Bet-Hedging
Charakteristikum einer Bakterienkultur und eine Reaktion auf Umweltveranderungen kann
unmittelbar erfolgen (Balaban et al., 2004, Beaumont et al., 2009, Rotem et al., 2010, Wagner and
Unoson, 2012).

Ein Mechanismus der Bildung von persistenten Zellstadien ist aus E. coli bekannt. Unter Stress
synthetisiert der Organismus das Peptid TisB, welches sich in die Zellmembran einlagert. TisB ist ein
kurzes Peptid aus 29 Aminosduren und spielt eine entscheidende Rolle beim Ubergang der

vegetativen Zellen zu Persister-Zellen (Abbildung 10).
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Abb. 10: Sequenz von TisB und Orientierung in der Membran. A Aminosaduresequenz von TisB, sowie die vermuteten intermolekularen
Salzbindungen im antiparallelen TisB-Dimer (Pfeile). Die beiden Glutaminsauren sind in rot dargestellt. B Bei einer Interaktion von TisB mit
der Lipiddoppelschicht bildet sich ein antiparalleles Dimer, welches durch vier Salzbriicken und eine Wasserstoffbriicke zwischen den

beiden Glutaminsdure-Resten (mit ,H” gekennzeichnet) stabilisiert wird (nach Steinbrecher et al., 2012).

Zwei TisB-Molekile kénnen sich in der Cytoplasmamembran (iber geladene Seitenketten aneinander

lagern und durchspannen die unpolare Lipidmembran so mit einer Art polarer ,Strickleiter”. Auf den
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,Sprossen” kdnnen dann geladene Wasserstoff- und Hydroxid-lonen Uber die Membran wandern,
wodurch das Membranpotenzial sinkt, simtliche Stoffwechselprozesse verlangsamt werden und die
Zelle in den Persister-Zustand verféllt. Ist der Stress-auslosende Umweltreiz voriiber, regenerieren
sich einige der lberlebenden Persister und breiten sich als Biofilme aus (Gurnev et al.,, 2012,

Steinbrecher et al., 2012).

1.6 Ziele der Arbeit

Ziel der Arbeit war die Etablierung einer Mikroben-Elektroden-Interaktionen in E. coli und eine

Intensivierung der Interaktion von S. oneidensis mit einer Anode.

Hierzu sollte zunachst untersucht werden, welche periplasmatischen Cytochrome unter Eisen-
reduzierenden Bedingungen in S. oneidensis exprimiert werden und wie sich eine heterologe
Expression dieser Proteine auf das Reduktionsverhalten von verschiedenen E. coli Stdmmen auswirkt.
Zur schnellen und parallelen Analyse vieler Stamme sollte eine neue Testmethode etabliert werden,
die auf der Reduktion einer membrangadngigen Shuttle-Komponente und einer photometrischen
Bestimmung der Reduktionsrate dieses Shuttles beruht. Ein anhand dieser Analysen optimierter E.
coli Stamm sollte einen verbesserten Elektronentransport ins Periplasma aufweisen. Mit Hilfe einer
Shuttle-basierten Anoden-Interaktion sollte der neue, synthetische Stamm in einer mikrobiellen
Brennstoffzelle charakterisiert und ein Einfluss der heterologen Cytochrom-Expression auf seinen
Metabolismus untersucht werden. AnschlieRend sollte die Elektronentransportkette auf die
Zelloberflache von E. coli durch die korrekte Orientierung einer terminalen Eisen-Reduktase

vervollstandigt werden.

Zur Intensivierung der Interaktion des natiirlich-exoelektrogenen Bakteriums S. oneidensis mit einer
Anode sollte der Einfluss des Biofilm-induzierenden Peptids TisB auf die Aggregat-Bildung der Zellen
mit verschiedenen optischen Analyse-Methoden untersucht und die Auswirkungen des Peptids auf

das elektrochemische Verhalten von S. oneidensis charakterisiert werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Verwendete Mikroorganismen und Chemikalien

2.1.1 Bakterienstamme

Alle in dieser Arbeit verwendeten Bakterienstimme sind in Tabelle 1 aufgefihrt.

Tab. 1: Liste der Stamme. Diese Mikroorgansimen wurden in der Arbeit verwendet.

Species/Stamm relevanter Genotyp Referenz oder Quelle

S. oneidensis MR-1 (JG7) Wildtyp Stamm (Venkateswaran et al., 1999)

aci g, PN25-tetR, SpR, deoR, supE44, A(lacZYA-
E. coli DH50aZI (JG22) (Lutz and Bujard, 1997)
argfFVv169), Phi80 lacZDM15

M. formicicum Wildtyp Stamm (Ferry and Wolfe, 1976)
DH5aZl A(napC-F) A(frdA-D) 4380508::(Py: cymA)

JG11 (Gescher et al., 2008)
pEC86

DH5aZl A(napC-F) (frdA-D) 4380508::(Pre; cymA-
JG146 (Schitz et al., 2009)
mtrA) pEC86

JG155 JG146 AgalK diese Arbeit

1G287 JG155 A(gspC-gspO) diese Arbeit

JG380 1G287 gspH-gspN (aus S. oneidensis) diese Arbeit

1G443 S. oneidensis MR-1 AgspD Schickberger

JG519 JG380 galk diese Arbeit

JG520 JG519 P,,(gspC-gspN) (aus S. oneidensis) diese Arbeit

G788 JG520 pEC86 diese Arbeit

1G622 JG146 1195240::(P,,, stc) pEC86 diese Arbeit

1G642 S. oneidensis MR-1 pBAD_mtrFsgich (Thormann et al., 2004)
JG700 DH5aZl A(napC—F) 1195240::(P,,, stc) pEC86 (Gescher et al., 2008)
G714 S. oneidensis MR-1 Tn7::egfp (Thormann et al., 2004)
1G7672 DH5aZl pEC86 diese Arbeit

G737 S. oneidensis MR-1 pBAD_stcp;s diese Arbeit

G786 S. oneidensis MR-1 AgspBA diese Arbeit

2.1.2 Chemikalien

Falls nicht anders vermerkt, wurden alle Chemikalien von den Firmen AppliChem (Darmstadt), Fluka
(Neu-Ulm), Merck (Darmstadt), Roche Diagnostics (Mannheim), Carl Roth (Karlsruhe), Serva
(Heidelberg), Sigma (Deisenhofen) und Difco (Augsburg) bezogen.

2.2 Bakterienziichtung und Stammkulturhaltung

Alle Medien wurden mit deionisiertem Wasser hergestellt. Kulturmedien und Puffer wurden

autoklaviert, hitzelabile Losungen durch Filtration mit Sterilfiltern (0,2 um) sterilisiert.
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2.2.1 Anzucht von E. coli

LB-Medium (,,Lysogeny Broth”, Tabelle 2) diente als Medium fiir fliissige Vorkulturen von E. coli. Die
Zellen wurden in Giber Nacht in Reagenzglasern oder Erlenmeyerkolben angezogen und bei 37°C bzw.
30°C im Schittler (180 rpm) inkubiert. Antibiotika dienten als Selektionsmarker und wurden im
Bedarfsfall in folgenden Konzentrationen eingesetzt: Ampicillin 100 pg/ml, Kanamycin 50 pg/ml oder

Chloramphenicol 30 pg/ml.

Tab. 2: Zusammensetzung des LB-Mediums. Dieses Medium diente zur aeroben Kultivierung von E. coli und S. oneidensis.

Komponente | Menge [g/1]
Trypton 10
Hefeextrakt | 5

NaCl 5

Die Anzucht von Zellen auf LB-Agar-Platten (Tabelle 3; 2% Agar) erfolgte je nach Stamm und Plasmid

unter Zugabe des entsprechenden Antibiotikums und bei 30°C oder 37°C in Brutschranken.

Tab. 3: Zusammensetzung des LB-Agars. Dieser diente zur Kultivierung von E. coli und S. oneidensis auf Platten.

Komponente | Menge [g/]]
Trypton 10
Hefeextrakt | 5

NaCl 5

Agar 20

Fir die Herstellung von Mutanten (iber das galK-System (2.3.5 Klonierungsmethoden) wurden

Agarplatten aus M63 Medium (Tabelle 4) hergestellt.
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Tab. 4: Zusammensetzung des M63 Mediums. Dieses Minimalmedium diente der galK-Selektion (2.3.5 Klonierungsmethoden). Der Agar

wurde getrennt autoklaviert und danach dem Medium zugegeben (2%).

Komponente Menge [g/1]
(NH4),SO4 2

KH,PO, 13,6

FeSO, x 7H,0 0,5mg

pH mit 5 M KOH auf 7

nach dem Autoklavieren erfolgte Kom

plementation mit:

MgS0O, (1 M) 1ml
Thiamin (0,5%) 100 pl
Galaktose 2

oder Glycerin und 2-Desoxy- | 5 bzw. 2
Galaktose

Flr die anaerobe Kultivierung von E. coli wurden M4 Medium (Tabelle 5), M9 Medium (Tabelle 6)
oder Carbonat-gepuffertes Medium (Tabelle 7) verwendet. Die Medien wurden komplementiert mit

Spurenelementen (Tabelle 8), 0,1% Hefe-Extrakt und 14,8 uM Thiamin Hydrochlorid.

Tab. 5: Zusammensetzung des M4 Mediums. Dieses Medium diente der anaeroben Kultivierung von E. coli und S. oneidensis.

Komponente Menge [g/I]
K,HPO, 0,22
KH,PO, 0,09
HEPES 1,41
NaHCO; 0,17
(NH,4),S04 1,19
NaCl 8,77
Spurenelemente 100x | 10 ml
(siehe Tab. 8)

MgSO, (1M) 1ml
CaCl, (0,1 M) 1ml
Hefeextrakt 1

Sofern nicht anders erwahnt, dienten 40 mM Glycerin oder 20 mM Glukose als Elektronendonor und

50 mM DMSO als Elektronenakzeptor. Der pH wurde auf 7,4 eingestellt. Zur anaeroben Kultivierung
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dienten Glasflaschen, die mit einem Gummistopfen gasdicht verschlossen wurden. In M4 und M9
Medien sorgten die abwechselnde Begasung mit Stickstoff und das Anlegen von Vakuum fir 15
Zyklen fir eine schrittweise Anaerobisierung des Mediums, wohingegen das Carbonat-gepufferte
Medium zunachst fir 10 Minuten aufgekocht wurde, um geldsten Sauerstoff auszutreiben.
Anschliefend sorgte die Begasung mit einer Gasmischung aus N, und CO, (80:20) fir eine
Anreicherung von CO, in Medium und Gasphase. Beide Medien wurden autoklaviert, bei dem
Carbonat-gepufferten Medium steril der pH auf 7,4 eingestellt und die Medien nach Bedarf mit
Induktoren und Antibiotika komplementiert und mit E. coli beimpft. Anaerobe Kulturen wurden bei
30° C inkubiert, um durch das langsamere Wachstum eine gute heterologe Proteinexpressionsrate zu

gewadbhrleisten.

Tab. 6: Zusammensetzung des M9 Mediums. Dieses Minimalmedium diente der anaeroben Kultivierung von E. coli.

Komponente Menge [g/I]
Na,HPO,4 x 7 H,0 12,8
K;HPO, 3

NaCl 0,5

NH,4CI 1
Spurenelemente 100x | 10
Casaminosauren 0,375

pH auf 7,4 einstellen

2.2.2 Anzucht von S. oneidensis

Fiir die aerobe Anzucht konnte S. oneidensis in LB Medium bei einer Inkubationstemperatur von 30°C
kultiviert werden. Dem Medium wurde bei Bedarf 50 pg/ml Kanamycin zugefiigt. Fir die anaerobe
Anzucht wurde M4 Medium (Tabelle 5) mit 50 mM Lactat als Elektronendonor und 50 mM Fumarat
oder Eisencitrat als Elektronenakzeptor verwendet. Der pH wurde auf 7,4 eingestellt. Ebenso wie bei
E. coli konnte die Anzucht von S. oneidensis auf LB-Agar-Platten (Tabelle 3) je nach Stamm und

Plasmid unter Zugabe des entsprechenden Antibiotikums und bei 30°C erfolgen.
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Tab. 7: Zusammensetzung des Carbonat-gepufferten Mediums. Dieses Medium diente der anaeroben Kultivierung von E. coli, S.

oneidensis und M. formicicum.

Komponente Menge [g/I]
KH,PO, 0,42
K,HPO, 0,22
NH,CI 0,2

KCl 0,38

NaCl 0,36
MgCl, x 6 H,0 0,21
NaHCO; 1,8
Na,COs 0,5

CaCl, x 6H20 0,04
Hefeextrakt 1
Spurenelemente 100 x, siehe | 10 ml
(Tab. 8)

Selenit-Wolframat 1,0 ml
aufkochen und mit N,/CO, (80:20) begasen

2.2.3 Anzucht von M. formicicum

M. formicicum ist ein strikt anaerobes Archaeum und konnte daher ausschlieRlich unter komplett

anoxischen und reduzierenden Bedingungen kultiviert werden. Carbonat-gepuffertes Medium

(Tabelle 7) wurde mit 3 g/l Natrium-Formiat versetzt, aufgekocht, mit N,/CO, begast und nach dem

Autoklavieren mit 1 mM Cystein, 0,2 mM Natriumascorbat und 2,1 mM Na,S versetzt. Der pH wurde

auf 7,2 eingestellt. Zusatzlich wurde das Medium mit Vitaminen komplementiert (Tabelle 9). Die

Flaschen wurden unter Schitteln bei 37°C inkubiert. Eine Kultivierung auf Agar-Platten war bei

diesem Organismus nicht moglich.
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Tab. 8: 100 x Konzentrat der Spurenelemente. Diese wurden den Minimalmedien in verdiinnter Form zugesetzt und dienten der

Versorgung der Zellen mit Mikronahrstoffen.

Komponente Menge [mg/I]
Na,EDTA 2500
MnSO, x 1 H,O 21,3
NaCl 58,4
FeCl,x 4 H,0 107,4
CoCl, 119
ZnSO,4 x 7 H,0 30
CuSO4 x5 H,0 5
HsBO; 351
Na,MoO, x 2 H,0 93,6
NiCl, x 6 H,0 119
Na,SeO, 28,3

Co-Kultivierung von E. coli und M. formicicum

Zur Co-Kultivierung von E. coli mit dem methanogenen Archaeum M. formicicum diente ebenfalls
Carbonat-gepuffertes Medium (Tabelle 7). M. formicicum wurde zunichst in Medium mit 3 g/l
Natrium-Formiat kultiviert, bis eine Proteinkonzentration von 0,1 mg/ml erreicht war. E. coli
Kulturen, welche in Carbonat-gepuffertem Medium mit 0,5% Glycerin und 50 mM DMSO bis zu einer
OD von 0,4 gewachsen waren, wurden geerntet (6.000 g, 5 min, RT), das Zellpellet in Carbonat-
gepuffertem Medium ohne Elektronenakzeptor und -donor resuspendiert und 2x unter anoxischen
Bedingungen gewaschen (6.000 g, 5 min, RT). AnschlieBend wurden die E. coli Zellen mit einer finalen

OD von 0,1 zu der Methanogenen-Kultur gegeben.
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Tab. 9: 100 x Vitamin-Konzentrat. Dieses Konzentrat wurde zu Medien hinzugefugt, in welchen M. formicicum kultiviert wurde.

Komponente Menge [mg/I]
Biotin 2
Folsdure 2
Pyridoxin-HCI 10
Thiamin-HCl 5
Riboflavin 5
Nicotinsdure 5
DL-CaPantothenat 5
Vitamin B4, 0,1
P-Aminobenzoesaure | 5
Liponsaure 5

2.2.1 Stammkulturhaltung

Zur Konservierung von Bakterienklonen wurden Gefrierkulturen angelegt. Dazu wurde eine 3 ml
Ubernachtkultur eines Klons mit 5 % (v/v) sterilem DMSO versetzt und in Kryoréhrchen in fliissigem
Stickstoff eingefroren und bei -80°C gelagert. Um die Kulturen wieder zu reaktivieren, wurde mit
einer sterilen Pipettenspitze etwas gefrorene Zellsuspension von der Oberflache abgekratzt und auf
einer Agarplatte (ggf. mit Antibiotikum) ausgestrichen. Die Platten wurden dann bei 30 oder 37°C
Uber Nacht inkubiert. Von M. formicicum wurden ebenfalls wie oben beschrieben Gefrierkulturen
angelegt. Jedoch wurde hier zur Reaktivierung der Zellen der Inhalt eines ganzen Kryordhrchens

unter aneroben Bedingungen in Flissigmedium Uberfiihrt und anschlieBend bei 37°C inkubiert.

2.3 Molekularbiologische Methoden

2.3.1 PCR

Die Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction — PCR) ist eine Methode zur Amplifikation
spezifischer DNA-Fragmente. Hierbei kopieren hitzestabile DNA-Polymerasen aus thermophilen
Organismen spezifisch Nukleotidsequenzen und kdnnen so zur Vervielfaltigung von Genen und DNA-
Fragmenten fir die Erstellung von Mutanten sowie zur Kontrolle von Klonierungen verwendet
werden. Die Oligonukleotide, welche als Primer in dieser Arbeit verwendet wurden, sind in Tabelle
13 dargestellt. Die PCR-Reaktionen wurden in einem Thermocycler (S1000, Biorad, Miinchen)

durchgefihrt.
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In den PCR Reaktionen kamen zwei verschiedene DNA-Polymerasen zum Einsatz: die Tag-Polymerase
des MangoMix (Bioline, Luckenwalde) und die Phusion High Fidelity DNA Polymerase (Biozym,
Hessisch Oldendorf).

Die DNA-Amplifikation mit der Tag-Polymerase ist mit einer Fehlerrate von 1,1 x 10™ Fehlern/bp
verhaltnismaBig mutationsanfallig, denn das Enzym besitzt keine Korrekturlese-Funktion. In den
amplifizierten DNA-Fragmenten finden sich mit erhohter Wahrscheinlichkeit Mutationen, die durch
ungenaues Kopieren des Matrizenstranges entstehen. Daher kam diese Polymerase nur bei
analytischen Kontrollen von Klonierungen oder genomischen Modifikationen zum Einsatz. Zur
praparativen Amplifikation von Genen und DNA-Fragmenten wurde die Phusion-Polymerase
verwendet. Diese verfiigt mit 9,5 x 107 Fehlern/bp Uber eine deutlich niedrigere Fehlerrate als die
Tag-Polymerase, da sie eine 3‘-5° Exonukleasefunktion besitzt, die falsch-gepaarte Basen erkennt und
entfernt und somit die Genauigkeit der PCR-Reaktion erhoht.

Tab. 10: Komponenten einer Mango-Mix-PCR Reaktion. Dieser Mix diente fir analytische Kontroll-PCRs. In der Tabelle ist die

Zusammensetzung eines 16 pl-Ansatzes aufgefiihrt.

Komponente Volumen [pl]

MangoMix (2x) 7,5

Primer forward (2 pmo/ul) 3,75

Primer reverse (2 pmo/pl) 3,75

Template DNA (0,1-0,5 pg/ul) | 1

Ein Standard-Reaktionsansatz (16 pl) fir eine analytische PCR-Reaktion mit dem MangoMix setzte
sich wie in Tabelle 10 gezeigt zusammen. Ein typischer Reaktionsansatz fiir eine praparative PCR-
Reaktion mit Phusion Polymerase hatte ein Volumen von 50 pl. Tabelle 11 fasst die bendtigten

Komponenten zusammen.
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Tab. 11: Komponenten einer Phusion-PCR Reaktion. Dieser Ansatz wurde zur praparativen Amplifikation von Genen und DNA-Fragmenten

verwendet. In dieser Tabelle ist die Zusammensetzung eines 50 pl-Ansatzes aufgefiihrt.

Komponente Volumen [ul]
5 x Phusion GC Puffer 10
10 mM dNTPs (je 200 uM) 1

forward Primer (2 pmol/ul) 12,5

reverse Primer (2 pmol/pl) 12,5

DMSO 3

Phusion DNA Polymerase

Template DNA (0,1-0,5 pg/ul)

O R,r| R,

ddH,0

Das folgende Programm diente standardmaRig zur Amplifikation von DNA (Tabelle 12):

Tab. 12: PCR-Programm einer Standard-PCR-Reaktion. Die Schritt 2 — 4 wurden 30x wiederholt. Bei Mango-Mix-Reaktionen dienten 95°C

und bei Phusion-Reaktionen 98°C zur Denaturierung der DNA.

Temperatur | Dauer Funktion

95°C(98°C) | 5 min initiale Denaturierung

95°C (98°C) | 30sec Denaturierung

50°C-65°C 30 sec Anlagerung der Primer

72°C 30 sec/kb | Elongation
72°C 5 min finale Elongation
12°C unendlich | Ende
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Tab. 13: Liste der Oligonukleotide. Diese Primer wurden in der Arbeit verwendet.

Nummer | Name und Sequenz

1 galK_for: CATGTGGGAGTTTATTCTTG

2 galK_rev: CGAAACTCCCGCACTGGC

3 galK_up_rev: CAAGAATAAACTCCCACATG_GATGTATGTTCTAATAAAAT

4 Scel_up_for: TAGGGATAACAGGGTAAT_TGCGGCGGTGATTCAGGTGAG

5 galK_down _for: CGAAACTCCCGCACTGGC_CCGGGAGGGTTCTCCCTCCC

6 Scel_down_rev: ATTACCCTGTTATCCCTA_CTGTGCGCCAGTTTTCCCC

7 pT7_Scel_for: CTCTAATACGACTCACTATAGGGAAAGCTTGCATGCCTGCAGGTCGACT_TAGGGATAACAGGGTAAT
8 pT7_Scel_rev: ACGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTGAATTC_ATTACCCTGTTATCCCTA
9 gspH_for: CGTATTAAGCGGCCAATTTAT

10 gspN_rev: TTAAAGCCCCGGGATACGTC

11 gspH_up_rev: ATAAATTGGCCGCTTAATACG_GATGTATGTTCTAATAAAAT

12 gspN_down _for: GACGTATCCCGGGGCTTTAA_CCGGGAGGGTTCTCCCTCCC
13 tet_up_rev: AACAAAAATTAGGAATTAATG_GATGTATGTTCTAATAAAAT

14 galK_down2 _for: CGAAACTCCCGCACTGGC_CGTATTAAGCGGCCAATTTAT
15 Scel_down2_rev: ATTACCCTGTTATCCCTA

16 tet_gspC_rev: CATTAATTCCTAATTTTTGTTGACACTCTATCATTG_ATAGAGTTATTTTACCACTCCCTA
17 tet_gspC_for: TCAGTGATAGAGAAAAGTGAA_ATGGATTTATTAGATAAAGT

18 gspH_rev: GTTTCATCGAGCACTAACTC

19 gspH_down _for: GAGTTAGTGCTCGATGAAAC _ CCGGGAGGGTTCTCCCTCCC
20 gyrA_for: CAAAATTCCTAACCTGCTGG

21 gyrA_rev: GGCTAATGCTTCAAGGATATG

22 rpoA_for: CACCAAAGAAGGCGTTCAG

23 rpoA_rev: CACCAAAGAAGGCGTTCAG

24 negl_for: AACGAAGTGTTGCGCCAAC

25 neg2_rev: TGCCGTCAATAAGTTCTGTC

26 gspC_for: CGCAAAAGCTACAGGTATTC

27 gspC_rev: GGCTGGTGTAAACCAAACC

28 gspD_for: GAAGGCAACGCGGTTAAAC

29 gspD_rev: GAGACTCAGATGCGTAAAAC

30 gspE_for: CAAGTATCCCAAGTCGAGG

31 gspE_rev: CCACCAGTTGTTTCTCATAG

32 gspF_for: GCGTTTACTCAAGTCACCG

33 gspF_rev: GCCACTAATCAAATTGTTCAG

34 gspG_for: CAAATGAACAAAAAGCACAAAG

35 gspG_rev: GTTCCAGTTACCGATATCG

36 gspH_for: GCTTCACCTTAATGGAGGTG

37 gspH_rev: CACGACTAATACGTCGAGC

38 gspl_for: GCTAGGGGAATGACGTTAC

39 gspl_rev: GTTCGTTTTGAGGACATAAC
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40 gsp)_for: GTTTACCCTGCTCGAAATGC

41 gspJ_rev: CTTAGTTGCCTCGACCTTTC

42 gspK_for: CGATGAAGATACGGTTGCG

43 gspK_rev: GGGTGAGCACATCCATTTTG

44 gspL_for: GTTATAGTGAGATGCAATTAG

45 gspL_rev: GCGTAATTTTTAGCCGTGAC

46 gspM_for: GATAATTTGCGGGCTTGGTG

47 gspM_rev: CGCTAGTTGGATACGTCTC

48 gspN_for: GTGTACTGGTTTATATCGTG

49 gspN_rev: CAACTCGATATTACCCAGTG

50 pBAD_STC_for: TTTGGGCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACATACCC_ATG_AGCAAAAAACTATTAAGTG
pBAD_STC_his_rev:

>t CAGGCTGAAAATCTTCTCTCATCCGCCAAAACAGCCAAGCTGGAGACCGTTT_GGCGCCGTGATGGTGATG_AATAGATATAAAAAACGCC

52 pAH95_Para_for: TCCTGACGGATGGCCTTTTTGCGTGGCCAGTGCCAAGCTTGCATGCCTGCA_AAGAAACCAATTGTCCATATTG

53 STC_Para_rev: GCACACTTAATAGTTTTTTGCTCAT_GGTATGTATATCTCCTTCTTAA

54 STC_for: ATGAGCAAAAAACTATTAAGTGTGC

55 CP6_for: CATGTGGGAGTTTATTCTTG

56 CP6_rev: TTCTTACACTCCGGATTCGC

57 pAH95_STC_rev: TCACTGATCAGTGATAAGCTGTCAAACATGAGAATTCGAGCTCGGTACCC_AATAGATATAAAAAACGCC

58 pPMAL_S02727_for: CAGTCCGTTTAGGTGTTTTCACGAGCACTTCACCAACAAGGACCATAGCA_ATGAGCAAAAAACTATTAAGTG

59 pPMAL_S02727_rev: GACGTTGTAAAACGACGGCCAGTGCCAAGCTTGCCTGCAGGTCGACTCTAG_CAATAGATATAAAAAACGCCAG

60 pPMAL_SO0970_for: CAGTCCGTTTAGGTGTTTTCACGAGCACTTCACCAACAAGGACCATAGCA_ATGTTCACAAGAAAGATTCAAAA

61 pMAL_SO0970_rev: GACGTTGTAAAACGACGGCCAGTGCCAAGCTTGCCTGCAGGTCGACTCTAG_ATTCAAGCTTGGCTCTCATG

62 pMAL_SO3300_for: CAGTCCGTTTAGGTGTTTTCACGAGCACTTCACCAACAAGGACCATAGCA_ATGATAATGATGAAATATATATATA

63 pMAL_SO3300_rev: GACGTTGTAAAACGACGGCCAGTGCCAAGCTTGCCTGCAGGTCGACTCTAG_GCCTAGTTAGCTTTCGAATC

64 pMAL_S03420_for: CAGTCCGTTTAGGTGTTTTCACGAGCACTTCACCAACAAGGACCATAGCA_ATGAAAAAAATACTCCTAACTCT

65 pMAL_SO3420_rev: GACGTTGTAAAACGACGGCCAGTGCCAAGCTTGCCTGCAGGTCGACTCTAG_GAATAAAAAAGCCTGCAGTAAT

66 pMAL_SO4485_ for: CAGTCCGTTTAGGTGTTTTCACGAGCACTTCACCAACAAGGACCATAGCA_ATGACTAAACCAACCCACAC

67 pPMAL_S04485 rev: GACGTTGTAAAACGACGGCCAGTGCCAAGCTTGCCTGCAGGTCGACTCTAG_TTAATCATCCCAACGACCAAC

68 pPMAL_SO1421_for: CAGTCCGTTTAGGTGTTTTCACGAGCACTTCACCAACAAGGACCATAGCA_ATGTTGAATACCAAATTATTACC

69 pMAL_SO1421_ rev: GACGTTGTAAAACGACGGCCAGTGCCAAGCTTGCCTGCAGGTCGACTCTAG_ACTAATCTAACCTTCGAGAT

70 pMAL_S03980_ for: CAGTCCGTTTAGGTGTTTTCACGAGCACTTCACCAACAAGGACCATAGC_AATGATGAAGAAGATGACAGG

71 pPMAL_S03980_ rev: GACGTTGTAAAACGACGGCCAGTGCCAAGCTTGCCTGCAGGTCGACTCTAG_CTAAATTGCGGGGGCTTTG

72 pPMAL_SO4047_for: CAGTCCGTTTAGGTGTTTTCACGAGCACTTCACCAACAAGGACCATAGCA_ATGAAATCTTCTGCAATCTTATT

73 pMAL_SO4047_ rev: GACGTTGTAAAACGACGGCCAGTGCCAAGCTTGCCTGCAGGTCGACTCTAG_AATTCACTCGCTTCATTTCAC

74 pMAL_SO0970_for: CAGTCCGTTTAGGTGTTTTCACGAGCACTTCACCAACAAGGACCATAGCA_ATGTTCACAAGAAAGATTCAAAA

75 pPMAL_SO0970_ rev: GACGTTGTAAAACGACGGCCAGTGCCAAGCTTGCCTGCAGGTCGACTCTAG_TCGTGCTATGTGAGCTTAAGG

76 pPMAL_S00264_ for: CAGTCCGTTTAGGTGTTTTCACGAGCACTTCACCAACAAGGACCATAGCA_ATGAAAAAACTGTTAGCCATGA

77 pMAL_S00264_ rev: GACGTTGTAAAACGACGGCCAGTGCCAAGCTTGCCTGCAGGTCGACTCTAG_TTACTTAGCTTTAGACATAAACT

78 pMAL_S02178_for: CAGTCCGTTTAGGTGTTTTCACGAGCACTTCACCAACAAGGACCATAGCA_ATGACAAAACTCACCGCTAT

79 pPMAL_S02178_rev: GACGTTGTAAAACGACGGCCAGTGCCAAGCTTGCCTGCAGGTCGACTCTAG_GTTTATTCTCGGCCTTTGTTT
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80 pMAL_S04048 for: CAGTCCGTTTAGGTGTTTTCACGAGCACTTCACCAACAAGGACCATAGCA_ATGAATAATAAAATTAAAACATTAG
81 pMAL_S04048_ rev: GACGTTGTAAAACGACGGCCAGTGCCAAGCTTGCCTGCAGGTCGACTCTAG_TTATTTTATATTCGCAAAGTAATT
82 pPMAL_SO4666_for: CAGTCCGTTTAGGTGTTTTCACGAGCACTTCACCAACAAGGACCATAGCA_ATGAAAAAGTTAGCTCTTGCG

83 pPMAL_S04666_ rev: GACGTTGTAAAACGACGGCCAGTGCCAAGCTTGCCTGCAGGTCGACTCTAG_TAAACCATCAGCAATATGATAA
84 down_gspA_for: ACCACCAATCATCCTAAGC

85 down_gspA_rev: TGGCGTGCTTTTATATCTGC

86 up_gspB_for: TCTTGATCGGCCACACCAC

87 up_gspB_rev: GCTAGACCTGTTAACGAGAA

88 pMQ150_up_gspB_for: TGTAAAACGACGGCCAGTGCCAAGCTTGCATGCCTGCAGG_TCTTGATCGGCCACACCAC

89 pMQ150_down_gspA_rev: GACCATGATTACGAATTCGAGCTCGGTACCCGGGGATC_TGGCGTGCTTTTATATCTGC

90 ULup_down_for: TTCTCGTTAACAGGTCTAGC_ ACCACCAATCATCCTAAGC

Kolonie-PCR

Mittels der Kolonie-PCR kdnnen Bakterienklone schnell und einfach analysiert und anschliefend
weiter verwendet werden (Gussow and Clackson, 1989). Hierbei wurde eine Bakterienkolonie mit
einer sterilen Pipettenspitze gepickt, auf einer Agar-Platte ausgestrichen und die verbleibenden
Zellen anschliefend direkt im PCR-Reaktionsansatz resuspendiert. Die Masterplatte wurde bei 30°C
oder 37°C inkubiert und diente der Sicherung des Klons. Kolonien wurden im Normalfall mit dem
MangoMix getestet; bei besonders langen PCRs (lber 3,5 kb) kam die Phusion Polymerase zum

Einsatz.

Fusion von DNA-Fragmenten

Mit Hilfe von aufeinander aufbauenden PCR-Reaktionen kdnnen zwei (oder mehr) DNA-Fragmente
zusammengesetzt werden. In einer ersten Reaktion werden zunachst die Einzelfragmente mit
Primern amplifiziert, welche einen 20 bp langen Bereich besitzen, der homolog zu der zu
fusionierenden DNA ist. Nach der ersten PCR werden die Fragmente aufgereinigt und in einer
weiteren Reaktion zusammen als Matrize zum Reaktionsansatz gegeben. Uber die homologen
Bereiche binden die beiden Fragmente aneinander und werden von der Polymerase als ein langes
Fragment amplifiziert. Somit kénnen zwei oder mehrere DNA-Stiicke miteinander verbunden

werden.
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2.3.2 Reinigung und Isolation von DNA

Isolation von Plasmiden

Plasmide wurden mit Hilfe des Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega,
Mannheim) aufgereinigt. Dabei werden die Bakterienzellen alkalisch lysiert. AnschlieRend wird die
chromosomale DNA durch schnelle Neutralisierung des pH-Wertes gefdllt und abzentrifugiert,
wahrend die Plasmid-DNA stabil bleibt und anschliefend an eine Silicasaule gebunden werden kann.
Verunreinigungen werden durch Ethanol ausgewaschen und anschlieBend das Plasmid mit
destilliertem Wasser von der Saule eluiert. Die Plasmid Miniprep wurde nach Herstellerangaben

durchgefiihrt und die Plasmide bei -20 °C gelagert.

DNA-Reinigung

Zur Reinigung von DNA aus PCR-, Restriktions- oder Ligationsreaktionen diente das DNA-
Reinigungskit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System der Firma Promega (Mannheim). Wie bei
dem Miniprep-Kit wird auch hier die DNA an eine Silica-Saule gebunden und Verunreinigungen mit

Ethanol ausgewaschen.

Die DNA wurde entweder direkt auf die Saule gegeben und gereinigt oder zunachst auf einem
Agarosegel aufgetrennt. Im letzteren Fall wurden die betreffenden Banden aus den Gelen

ausgeschnitten und die DNA nach Herstellerangaben aus den Gelstlicken eluiert und aufgereinigt.

2.3.3 Reinigung und Isolation von RNA

RNA Extraktion und cDNA Synthese mittels Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction (RT-

PCR)

E. coli wurde anoxisch in M4 (Tabelle 5) mit Glycerin als Elektronendonor und DMSO als

Elektronenakzeptor kultiviert. Die Kulturen wurden 24 Stunden unter Induktion der gewlinschten
Gene bei 30°C inkubiert. Die Gesamt-RNA wurde mittels enzymatischer Zelllyse gemal dem Protokoll
des RNeasy Mini Kits (Qiagen, Hilden) isoliert. Hierzu wurden 1 ml Zellen der ODgg 1 mit 2 ml
RNAprotect Bacteria Reagent (Qiagen, Hilden) versetzt und fir 10 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert, um die RNA zu stabilisieren. Die Zellsuspension wurde abzentrifugiert (5 min, 6000 g), das
Pellet vorsichtig getrocknet und anschlieBend in 200 ul TE Puffer mit Proteinase K und Lysozym

(Tabelle 14) resuspendiert. Dann wurde die RNA gemaR dem Protokoll des Herstellers isoliert.
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Tab. 14: Losung zur Zelllyse. Alle Komponenten des Lyse-Puffers wurden in RNAse-freiem Wasser mit 0,1% DEPC angesetzt.

Komponente Menge [mg/ml]
Tris-HCl 3,63

EDTA 0,29

Lysozym 15

Proteinase K 1

Die isolierte Gesamt-RNA wurde mit 0,1 Volumen des 10x rDNase Puffers des DNA-free Kits (Life
Technologies, Darmstadt) versetzt und nach Zugabe von 1-2 pl rDNAse fir 2-3 Stunden bei 37°C
inkubiert, um Kontaminationen der Probe mit genomischer DNA zu eliminieren. Nach Zugabe von 0,1
Volumen des Inactivation Reagent, Inkubation flir 2 Minuten bei Raumtemperatur und
anschlieRender Zentrifugation (90 sec, 14.000 g) wurde die in der oberen Phase enthaltene Gesamt-

RNA in ein frisches GefaR Gberfihrt und bis zur weiteren Verwendung bei -80°C gelagert.

Um falsch-positive Ergebnisse durch Verunreinigungen mit genomischer DNA in der RT-PCR
ausschlieBen zu konnen, wurde die isolierte Gesamt-RNA als Matrize in einer Kontroll-PCR mit
Mango-Mix eingesetzt. Gegebenenfalls wurde der DNA-Verdau wiederholt, bis keine genomische
DNA mehr in den RNA Proben nachgewiesen werden konnte. Unter Verwendung der iScript Reverse
Transcriptase (Biorad, Minchen) wurde die RNA mit Random Hexamers gemif den
Herstellerangaben in cDNA umgeschrieben (Tabellen 15 und 16) und bis zur weiteren Verwendung

bei -80°C gelagert.

Tab. 15: Zusammensetzung einer RT-PCR-Reaktion. Eine Reaktion zur Synthese von cDNA hatte ein Volumen von 20 pl.

Komponente Volumen
5x iScript Reaktionspuffer 4 ul
iScript Reverse Transkriptase 1l
Nuclease-freies Wasser X pl
RNA Matrize (100 fg bis 1 ug Gesamt-RNA) XU
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Tab. 16: Reaktionsprotokoll einer RT-PCR.

Dauer Temperatur
5 min 25°C

30 min | 42°C

5 min 85°C

4°C unendlich

RNA-Sequenzierung

Die Gesamt-RNA wurde isoliert und verbleibende DNA abverdaut wie im Kapitel ,,RNA Extraktion und
cDNA Synthese mittels Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction (RT-PCR)“ beschrieben. Das
Ambion MICROBExpress bacterial mRNA enrichment Kit (Life Technologies, Darmstadt) diente der
Abreinigung von rRNA und der Aufreinigung von mRNA. Strangspezifische cDNA Bibliotheken wurden
von 50 ng mRNA gemall dem TruSeq RNA Protokoll (lllumina, ohne Aufreinigung) mit Modifikationen
in der Synthese des zweiten Stanges erstellt (Parkhomchuk et al., 2009). Die cDNA Bibliotheken
wurden mit Multiplex Primern erstellt, welche simultane Sequenzierung in einer einzelnen Line
ermoglichen. Die Sequenzierung wurden auf einem HiSeq1000 Sequenzer mit SBS v3 Kits (lllumina)
durchgefiihrt um paired-end reads von 2 x 50 Nukleotiden zu erhalten. Die Qualitidt der Reads wurde
mit CASAVA v1.8.1 (lllumina) beurteilt. Die Ausbeute der Sequenzierung lag zwischen 17,7 und 53,2
Millionen Read-Paaren fiir jede Bibliothek und durchschnittlich 96,6% der Basen hatten eine Qualitat

von Q30 oder besser.

Analyse der RNA-Sequenzdaten

Die RNA-Sequenzdaten wurden gegen die Genom-Sequenz von S. oneidensis MR-1 (NCBI accession
number NC_004347.2) und das Megaplasmid (NC_004349.1) mit Bowtie2 abgeglichen (Langmead
and Salzberg, 2012). Die Genexpression wurde in Reads pro Gen berechnet, indem die Zahl der Reads
die mit den annotierten Loci Gberlappt, bestimmt wurde (Do6tsch et al., 2012). Mit dem R Package
DESeq wurde die Genexpression normalisiert und statistische Tests mit Hilfe einer negativen

Binominalverteilung durchgefihrt (Anders and Huber, 2010).
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2.3.5 Klonierungsmethoden

Restriktion

Restriktionsendonukleasen sind Enzyme, die kurze DNA-Sequenzmotive erkennen und die DNA
spezifisch schneiden. Es wurden Restriktionsenzyme der Firma New England Biolabs (Frankfurt am
Main) verwendet. Fir DNA-Restriktionen wurden Enzymkonzentrationen und Pufferbedingungen
entsprechend den Angaben des Herstellers gewahlt. Die Inkubationszeit fir Restriktionen betrug in

der Regel zwei Stunden bei 37 °C.

isothermale in-vitro-Ligation

Bei der isotermalen in-vitro-Ligation nach Gibson (Gibson 2010) kénnen in einem einzigen
Reaktionsansatz Uberlappende DNA-Fragmente zusammengesetzt werden, beispielsweise zur
Klonierung von Genen in einen Vektor. Hierbei bendtigt man endstandig homologe Bereiche von ca.
40 Nukleotiden zwischen Insert und Vektor, welche durch Primer eingefiigt werden kénnen. Eine 5°
Exonuclease generiert kurze einzelstrangige Enden der zu ligierenden DNA-Fragmente. Die
komplementdren Enden koénnen sich aneinander lagern und Licken werden von einer DNA-
Polymerase und einer DNA-Ligase geschlossen. Mit Hilfe dieser Methode ist es moglich unabhangig

von Restriktionsschnittstellen DNA-Fragment in einen Vektor zu klonieren.

Der Ligationsmastermix (Tabelle 17) wurde in 15 pl-Aliquots bei -20°C gelagert und erst kurz vor
Gebrauch aufgetaut. Die DNA-Fragmente wurden in &quimolarer Konzentration in einem
Gesamtvolumen von 5 pl zum Reaktionsansatz gegeben und fiir 1,5 Stunden bei 50°C inkubiert.
AnschlieBend konnte der Ligationsansatz direkt zur Transformation in kompetente Zellen verwendet

werden.

41



Material und Methoden

Tab. 17: Zusammensetzung des Ligationsmastermix (250 pl). Dieser Puffer diente der isotermalen in vitro Ligation.

Komponente Volumen [ul]
Tris/HClpH=7.5(1 M) | 125

MgCl, (1 M) 12.5

dNTPs (0,01 M) 25

DTT (1 M) 12.5

NAD (0,1 M) 12.5
PEG-8000 62,5 mg
ddH,0 62,5

CRIM Plasmid Klonierung

Diese Methode dient der stabilen Integration von Genen ins Genom von E. coli und wurde von
Andreas Haldimann und Barry L. Wanner entwickelt (Haldimann and Wanner, 2001). Die Abkirzung
CRIM steht flr Conditional-Replication, Integration and Modular plasmid. Die Integration von Genen
erfolgt dabei (iber Sequenz-spezifische Rekombination an einer von fiinf verschiedenen
Phagenerkennungsstellen im Genom von E. coli. Die Rekombination wird durch eine Intergrase
vermittelt, die von einem Helferplasmid aus exprimiert wird. Die Synthese der Integrase wird durch
einen Temperaturanstieg (von 30°C auf 37°C) induziert; da die Replikation der Helferplasmide
temperatursensitiv ist, werden diese durch die Temperaturerh6hung gleichzeitig aus den Zellen
entfernt. Das CRIM-Plasmid pAH95 besitzt einen R6K-ori. Somit kann es in einem gewdhnlichen E.
coli-Stamm nicht stabil repliziert werden und das gesamte Plasmid wird ins Genom aufgenommen.

Auf eine erfolgreiche Integration wird Uiber die erworbene Antibiotikumsresistenz selektioniert.

Zunachst wurde das zu integrierende Gen in das pAH95 Plasmid kloniert. Dann wurden die Zellen, in
welche dieses Gen inseriert werden sollte, mit einem passenden Helferplasmid transformiert und auf
selektiven Platten bei 30° C inkubiert. In einem zweiten Schritt wurde das CRIM Plasmid co-
transformiert und bei 37° C auf Agar-Platten mit reduzierter Antibiotikakonzentration auf stabile

Integration ins Genom selektioniert.

galK-Selektion und ,gene gorging”

Die galK-Selektion ist eine Methode zur Integration von Genen ins Genom von E. coli, die ohne einen
Antibiotikaresistenz-basierten Selektionsmarker auskommt. Grundlage zur Verwendung der

Methode bildet ein E. coli Stamm, in welchem das galK Gen im Genom deletiert wurde (Warming et
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al., 2005). Zur Steigerung der Effizienz wurde die galK-Selektion zusatzlich mit der ,gene gorging”
Methode kombiniert. Diese ist eine Weiterentwicklung der klassischen Rekombinationsmethode in E.
coli nach Wanner (Herring et al., 2003). Hierbei werden die Gene der A-Rekombinase von einem
Helferplasmid (pACBSR) aus exprimiert, welche die homologe Rekombination unterstiitzen und
damit die Integration linearer DNA ins Genom von E. coli ermdéglichen. AuRerdem tragt das Plasmid
das Gen der Meganuklease i-Scel, welche eine spezifische, 20 Nukleotide lange DNA-Sequenz erkennt
und schneidet, die natirlicherweise nur in der Hefe Saccharomyces cerevisiae vorkommt. Wird ein
DNA-Konstrukt in einem Vektor von zwei i-Scel-Schnittstellen flankiert, kann in der Zelle die
Meganuclease induziert und somit die DNA in vivo linearisiert werden. Vorteil gegeniiber der
klassischen Wanner-Methode, bei der lineare DNA direkt transformiert wird, ist eine deutliche

hohere Konzentration linearer DNA in der Zelle und somit eine verbesserte Effizienz.

Fir die eigentliche galK-basierte Integration von Genen ins Genom von E. coli wurde zunachst ein
Basis-Vektor erstellt. Zwei 500 bp lange Fragmente, die den Bereich ober- und unterhalb der zu
verandernden Region flankieren (,upstream” bzw. ,downstream”) wurden (iber eine Phusion-PCR
amplifiziert und mittels PCR zum Konstrukt ,upstream-downstream” zusammengesetzt. Das
upstream-downstream-Fragment wurde auf beiden Seiten von i-Scel Restriktionsschnittstellen
flankiert und zwischen den beiden Fragmenten wurde eine Restriktionsschnittstelle eingefligt, die
weder im Vektor noch in den Fragmenten vorkam. Das Fragment wurde in einen Vektor kloniert.
Dieser Vektor konnte liber die eingebrachte Schnittstelle zwischen den homologen Bereichen mittels
der entsprechenden Endonuklease wieder getffnet werden. Das galK Gen bzw. die in das Genom zu
integrierende DNA-Sequenz (sequence-of-interest; SOI) wurden dann Uber isothermale in-vitro
Ligation eingefiigt (2.3.5 Klonierungsmethoden). Somit waren zwei neue Plasmide entstanden, die
sich nur in dem Gen zwischen den flankierenden Bereichen unterschieden. Die eigentliche galk

Selektion erfolgt dann in zwei Schritten:

Insertion von galK

Das Plasmid ,,i-Scel-upstream-galK-downstream-i-Scel“ wurde in kompetente Zellen eines E. coli
Stamms transformiert, welcher eine Deletion im galK Gen trug und das Helferplasmid pACBSR
enthielt. Eine Kolonie des transformierten Stammes wurde in 1 ml LB-Medium resuspendiert und 10
ul einer 20%-igen Arabinose-Losung zugegeben, um die Meganuklease zu induzieren. Der Ansatz
wurde bei 37°C und 150 rpm inkubiert. Nach einer Stunde wurde 1 pl Chloramphenicol-Losung (30
mg/ml) zugegeben, um das Helferplasmid stabil in den Zellen zu halten. Danach wurden die Zellen fur

weitere 7 Stunden inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen zwei Mal mit 500 pul sterilem M63
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Medium (Tabelle 4) gewaschen und dann auf M63 Minimalmedium-Platten mit 2% Galaktose
ausplattiert. Die Platten wurden fir 2-3 Tage bei 30° C inkubiert. Einzelne Kolonien wurden auf
MacConkey-Agar getestet (Tabelle 18). Eine Rotfarbung deutete dabei auf die Verwertung der
Galaktose und somit eine erfolgreiche Insertion des ga/k-Gens ins Genom hin. Rote Kolonien wurden
zusatzlich mittels PCR auf Integration des galK Gens an der gewiinschten Position hin getestet.

Tab. 18: Zusammensetzung des MacConkey-Agars. Dieses Medium diente dem Nachweis der Galaktose-Verwertung. Dabei zeigen sich

Galaktose-verwertende Bakterien als rote Kolonien. Die Kolonien zeigen einen triilben Hof, der durch Gallensauren verursacht wird, die

wegen der pH-Erniedrigung (Saurebildung aus Galaktose) ausfallen.

Komponente Menge [g/I]
Pepton aus Gelatine 17

Fleisch- und Caseinpepton 3

Galactose 20
Natriumchlorid 5

Gallesalze (Cholat) 1,5
Neutralrot 0,03
Kristallviolett 0,001

Agar 20

pH-Wert auf 7,1 einstellen

Austausch von galK

In einem weiteren Schritt wurde das Plasmid ,i-Scel-upstream-SOIl-downstream-i-Scel” in
kompetente Zellen des E. coli Stamms mit dem inserierten galKk Gen und pACBSR transformiert. Mit
den transformierten Zellen wurde ebenso wie im Kapitel ,Insertion von galk“ verfahren. Die
gewaschenen Zellen wurden auf M63 Minimalmedium-Platten mit 0,5% Glycerin und 2% 2-Deoxy-
Galaktose (Tabelle 4) fiir 2-3 Tage bei 30° C inkubiert. Klone wurden mit PCR auf den erfolgreichen

Austausch von galK hin getestet.

Klonierung eines Suizid-Vektors und markerlose Deletion von Genen in S. oneidensis

Mit Hilfe des Suizid-Vektors pMQ150 kénnen in S. oneidensis markerlose Gendeletionen eingefligt
werden. Das Plasmid wurde mittels der Restriktionsenzyme BamHI und Sall linearisiert und mit den
Primern 500 bp lange homologe Bereiche amplifiziert, welche das zu deletierende Gen flankieren.
Alle 3 Fragmente wurden mit der isothermalen Klonierungsmethode fusioniert (2.3.5

Klonierungsmethoden) und in den E. coli Stamm WM3064 transformiert. Dieser ist auxotroph fir
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DAP (2,6-Diaminopimelinsdure) und wachst nur unter Zugabe dieses Bausteins der Zellwandsynthese.
Das pMQ150 Plasmid tragt den R6K ori, welcher nur stabil in Zellen repliziert werden kann, die das t
Protein synthetisieren. Dieses Protein wird vom pir-Gen codiert. Der WM3064 Stamm tragt eine
Kopie des pir-Gens; S. oneidensis jedoch nicht. Zusatzlich enthalt das pMQ150 Plasmid das sacB Gen,
welches flir die Levansucrase codiert. Dieses Enzym katalysiert die (libermaRige) Synthese von

Zuckerpolymeren, was zum Zelltod fuhrt. Daher kann sacB zur Gegenselektion benutzt werden.

Fiir eine Konjugation des Suizid-Vektors in S. oneidensis wurden der WM3064 Stamm mit dem
pMQ150 Plasmid bei 37°C in LB Medium mit 50 pg/ml Kanamycin und 100 pg/pl DAP und S.
oneidensis in LB Medium bei 30°C kultiviert. Von beiden Kulturen wurde jeweils ca. 1 ml geerntet und
zweimal in LB Medium gewaschen (2 min, 16000 g). AnschlieRend wurden die Zellen
zusammengefihrt, nochmals zentrifugiert und in 500 ul LB resuspendiert. Zur Konjugation wurde ein
Tropfen der Zellsuspension auf eine LB Agar Platte mit 100 pg/ul DAP getropft und Gber Nacht bei
30°C inkubiert. Dann wurden die Zellen mit 1 ml LB wieder von der Platte gewaschen, im Verhaltnis
von 1:5, 1:25 und 1:125 verdiinnt und auf LB Platten mit 25 pg/ml Kanamycin ausplattiert. Da kein
DAP in den Platten zugegeben wurde, konnte der E. coli Stamm nicht wachsen. Nach 2 Tagen wurden
S. oneidensis Einzelkolonien mit einer Pipettenspitze erst auf LB Platten mit Kanamycin, dann auf LB
Platten mit 10% Saccharose und zum Schluss auf LB Platten ausgestrichen. Bei einer erfolgreichen
Integration des pMQ150 Plasmids (erstes crossover) wuchsen die Zellen auf Kanamycin, nicht aber
auf Saccharose. Die LB Platte diente dazu, sicherzustellen, dass sich genug Zellen an der

Pipettenspitze befunden hatten.

Um das zweite crossover Ereignis (Entfernen des integrierten Plasmids aus dem Genom und dabei
Deletion des Gens) zu ermoglichen, wurden die Kolonien, welche im ersten Versuchsteil das richtige
Wachstumsmuster aufwiesen, ohne Antibiotikum in LB mit 10% Saccharose kultiviert und
anschlieBend in Verdiinnungen von 1:10, 1:100 und 1:1000 auf LB Platten mit 10% Saccharose
ausplattiert. Kolonien wurden mit einer Pipettenspitze erst auf LB Platten mit 25 pg/ml Kanamycin
und dann auf LB Platten mit 10% Saccharose ausgestrichen. Zellen, welche nicht auf Kanamycin,
jedoch auf Saccharose wachsen konnten, hatten das integrierte Plasmid verloren und wurden per

PCR auf die gewiinschte Deletion untersucht. Das PCR-Produkt wurde zur Uberpriifung sequenziert.

2.3.6 Verwendete Plasmide

In Tabelle 19 sind alle in der Arbeit verwendeten Plasmide aufgefiihrt.
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Tab. 19: Liste der Plasmide. Diese Vektoren wurden in der Arbeit verwendet.

Name relevanter Genotyp Referenz oder Quelle

pEC86 ChI?, ccmABCDEFGH, Pyet (Thény-Meyer et al., 1995)
pKD46 Amp®, [tL3], oriR101, P, (Haldimann and Wanner, 2001)
pACBSR AmpR, P, I-Scel, Aeq (Herring et al., 2003)

pMQ150 Amp®, rék, ura3, sacB (Shanks et al., 2006)

pMAL-p2e Amp®, MBP, P, (Riggs, 2001)

pT7 AmpR, Pac Novagen, Darmstadt

pBAD Kan®, P, Invitrogen, Darmstadt

pAH121 Amp®, ori101, intP21 (Haldimann and Wanner, 2001)
pAH122 Amp*, ori101, intP21, ApR-xis | (Haldimann and Wanner, 2001)
pAH95 Kan®, oriR6K, attP21 (Haldimann and Wanner, 2001)
pMAQ150_gspBA | Amp", rék, ura3, sacB, gspBA | diese Arbeit

pT7_galkl Amp®, Pepg, galk diese Arbeit

pT7_gspH-N Amp"®, gspH-gspN diese Arbeit

pT7_galk2 Amp®, Pepg, galk diese Arbeit

pT7_gspC-H Amp®, Pt gspC-gspH diese Arbeit

pMAL_ccpA Amp®, ccpA, P diese Arbeit

pPMAL_stc Amp®, stc, Pioc diese Arbeit

pMAL_ifcA Amp", ifcA, Piac diese Arbeit

pMAL_soxA Amp®, soxA, P, diese Arbeit

pMAL_S04048 AmpR, 504048, P, diese Arbeit

pMAL_SO4666 AmpR, 04666, Py, diese Arbeit

pPMAL_fccA AmpR, fccA, Prac diese Arbeit

pMAL_S0O3300 Amp®, S03300, Py, diese Arbeit

PMAL_S03420 | Amp*, SO3420, Py, diese Arbeit

pPMAL_scyA AmpR, scyA, Pioc diese Arbeit

pMAL_nrfA Amp®, nrfA, P diese Arbeit

pMAL_S04485 Amp", 04485, P, diese Arbeit

pPBAD_stcy;s Kan®, P.ra, StChis diese Arbeit

PBAD_mtrFissiich

R
Kan ’ Para/ mtrFIéslich

(Golitsch and Gescher, 2014)

pAH95_stc

KanR, oriR6K, attP21, P,,, stc

diese Arbeit
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2.3.7 Transformationstechniken

Elektrokompetente Zellen

Zur Herstellung kompetenter Zellen fir die Elektroporation wurde ein Klon des betreffenden

Bakterienstamms Gber Nacht in einer 5 ml-Kultur salzarmen SOB-Mediums (Tabelle 20).

Tab. 20: Zusammensetzung des SOB-Mediums. Dieses Medium diente der Kultivierung von Zellen fiir die Elektroporation.

Komponente | Menge [g/I]

Trypton 20

Hefeextrakt 5

NaCl 0,58

KCl 0,19

Am nichsten Morgen wurde ein groReres Volumen SOB-Medium mit 1% der Ubernachtkultur
beimpft und bis zu einer ODgy von etwa 0,6 bebriitet. Weiteres Wachstum wurde durch eine 15- bis
30-mindtige Inkubation auf Eis gestoppt. AnschlieRend wurden die Zellen 5 Minuten bei 6000 g und
4°C abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet in sterilem, kaltem, doppelt-
destilliertem Wasser resuspendiert und erneut zentrifugiert. Diese Waschschritte wurden mehrmals
wiederholt, um maglichst viele Salze des Mediums zu entfernen. Die Zellen wurden dann in einem
kleinen Volumen Wasser aufgenommen und sofort zur Transformation verwendet. Um kompetente
Zellen dauerhaft lagern zu kénnen, wurde statt mit Wasser mit 10%iger Glycerinlosung gewaschen;
die Zellen wurden anschliefend aliquotiert, in fllssigem Stickstoff tiefgefroren und bei -80° C

gelagert.

Transformation: Elektroporation

Die Transformation dient dem Einbringen von fremder DNA in Bakterienzellen. Im Falle der
Elektroporation werden mit einem kurzen Stromimpuls Lécher in der Cytoplasmamembran erzeugt,
durch welche die gewiinschte DNA aufgenommen werden kann. Fir die Elektrotransformation
wurde DNA in Form von Plasmiden, PCR-Produkten oder Ligationsansadtzen verwendet. 2-10 pl der
DNA wurden zusammen mit 100 pl kompetenter Zellen in eine vorgekihlte Elektroporationskiivette
gegeben und mit Hilfe eines Elektroporationsgerates (E. coli-Pulser, Biorad, Miinchen) mit 1,8 kV flr
5 ms gepulst. Sofort danach wurden die Zellen in vorgewdrmtem SOC-Medium (Tabelle 21)
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aufgenommen und fir eine Stunde bei 30° C oder 37° C inkubiert. AnschlieRend wurde die
Zellsuspension auf LB-Agarplatten, die das entsprechende Antibiotikum enthielten, ausgestrichen.

Die Platten wurden flir 12-15 Stunden bei 37 °C oder 15-20 Stunden bei 30 °C inkubiert.

Tab. 21: Zusammensetzung des SOC-Mediums. Dieses Medium diente der Zell-Regeneration nach einer Transformation.

Komponente | Menge [ml/50 ml]

SOB 47,2

MgCh, (1M) |1

Glukose (10%) | 1,8

2.3.8 DNA-Sequenzierung

Sequenzierungsreaktion dienten dazu, die klonierten DNA-Abschnitte auf Korrektheit ihrer
Nukleotid-Sequenz zu priifen. Dazu wurde der entsprechende DNA-Abschnitt mittels PCR amplifiziert
oder das zu sequenzierende Plasmid isoliert und dann zur Firma GATC Biotech (Konstanz) geschickt.
Die erhaltenen Sequenzen wurden mit Hilfe der Sci-Ed Software (CloneManager, Cary, USA) mit der

Originalsequenz verglichen.

2.4 Elektrophoretische Methoden

Agarosegelelektrophorese

Bei der Agarosegelelektrophorese werden DNA-Fragmente anhand ihrer GroRe aufgetrennt. Die DNA
ist negativ geladen und wird daher iber das elektrische Feld zur Anode hin bewegt. Der Salzgehalt
des Puffers und die GroRe der Poren in der Gelmatrix kdnnen die Wanderungsgeschwindigkeit

beeinflussen.

Es wurden 1%ige Agarosegele verwendet. Hierzu wurde die entsprechende Menge Agarose
(Invitrogen, Darmstadt) in 1x-TAE Puffer (Tabelle 22) aufgekocht und nach einiger Abklhlzeit mit 0,6

ug/ml Midori Green (1:5 in TAE-Puffer verdiinnt) versetzt.
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Tab. 22: Zusammensetzung des TAE-Puffers. Dieser Puffer diente als Laufmittel bei der Agarose-Gelelektrophorese.

Komponente | Menge [g/I]

Tris 4,85

EDTA 0,37

pH mit Acetat auf 8 einstellen

Das noch flissige Gel wurde in eine Gelkammer gegossen und ein Gelkamm eingesetzt. Nach dem
Erkalten des Gels wurde der Kamm entfernt und das Gel in eine Elektrophoresekammer mit 1x-TAE-
Puffer gegeben. Dann wurde die zu analysierende DNA mit 6x Ladepuffer (Tabelle 23) versetzt und in
die Taschen des Gels geladen. Der GroRenstandard 1000 bp-Gene-Ladder (Fermentas, St. Leon-Rot)
diente zum Abschéatzen der FragmentgrofRe. Es wurde eine konstante Spannung von 120 V angelegt.
Nach Beendigung der Gelelektrophorese wurde die DNA mit Hilfe einer UV-Durchlicht-Lampe (IL

200M; Bachhofer, Reutlingen) bei einer Wellenlange von 312 nm detektiert.

Tab.23: Zusammensetzung des Ladepuffers. Dieser Puffer diente dem Farben und Beschweren der DNA vor dem Auftragen in ein

Agarosegel. Der Ansatz ist fur 5 ml Ladepuffer (6 x konzentriert) berechnet.

Komponente Menge [ml]
Glycerin 6g
50x TAE-Puffer 1,2

Bromphenolblau 0,25% | 1

dH,0 2,8

Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) ist eine Methode um
Proteine anhand ihres Molekulargewichts voneinander zu trennen. Proteine werden dazu mit einem
Ladepuffer versetzt und durch Hitze denaturiert. Eine vollstandige Denaturierung der Proteine wird
durch die ebenfalls im Ladepuffer enthaltenen Komponenten [(-Mercaptoethanol und
Natriumdodecylsulfat (SDS) erreicht. B-Mercaptoethanol reduziert Disulfidbriicken im Protein,
wahrend SDS nichtkovalente Wechselwirkungen aufbricht. Die negativ geladenen SDS-Molekiile
binden an die Proteine, Uberdecken deren Eigenladung weitestgehend und sorgen fir eine

stochastisch symmetrische Ladung von Proteinen verschiedener Lange.
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Im diskontinuierlichen Gel liberschichtet ein Sammelgel das Trenngel. Das Sammelgel hat einen pH-
Wert von 6,8 und eine Acrylamidkonzentration von 4%; im Trenngel betragt der pH-Wert 8,8 und die
Acrylamidkonzentration liegt je nach GrolRe des zu trennenden Proteingemisches zwischen 8 und
20%. Der niedrige pH-Wert und die groRe Porenweite im Sammelgel sorgen fiir eine Fokussierung
der Proteine, die dann als schmale Lauffront ins Trenngel eintreten und dort gemaR ihres

Molekulargewichts aufgetrennt werden.

In dieser Arbeit wurden SDS-Gele von Expedeon (RunBlue SDS Gel 12% 12 well, Harston, UK) nach
Angaben des Herstellers verwendet. Hierzu wurde Uber die Bradfordmethode die
Proteinkonzentration der Proben bestimmt und daraus das Probenvolumen berechnet. Aufgetragen
wurden bis zu 40 pg Protein in einem Volumen von bis zu 35 pl. Die Proben wurden mit 4x
Ladepuffer (Tabelle 24) versetzt und zum Denaturieren fir 3-7 Minuten auf 95°C erhitzt.

Tab. 24: Zusammensetzung des SDS-Ladepuffers. Dieser Puffer diente dem Denaturieren, Farben und Beschwerden der Proteine vor dem

Auftragen in ein SDS-Gel. Der Ansatz ist fuir 10 ml Ladepuffer (4 x konzentriert) berechnet.

Komponente Menge [g]
Glycerin 4
Triethanolamin 1,2

HCl (6 N) 0,93

SDS 0,4

Ficoll 400 0,4
Dinatrium EDTA 0,007
Brilliant Blue G250 0,0025
Phenolrot 0,0025

pH auf 7,7 einstellen

Das Gel wurde in die Elektrophoreseapparatur eingespannt und diese mit RunBlue SDS-Laufpuffer
(Tabelle 25) gefillt. Der Kamm wurde entfernt und die Proben in die Taschen geladen. Als
GroRenvergleich dienten 6 pl des PageRuler™ Prestained Protein Ladder der Firma Fermentas
(St.Leon-Rot). Es wurde eine konstante Stromstarke von 110 mA angelegt und die Elektrophorese fir

ca. 30 Minuten durchgefihrt.
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Tab. 25: Zusammensetzung des 20x RunBlue SDS-Laufpuffers. Dieser Puffer diente als Laufmittel fiir SDS-Gele von Expedeon und wurde

vor Gebrauch mit dH,0 verdiinnt.

Komponente Menge [g/I]
MOPS 126

Tris 145,2

SDS 20
Natriumhydrogensulfit | 13

pH auf 8,2 einstellen

2.5 Protein-biochemische Methoden

2.5.1 Proteinbestimmung nach Bradford

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurde die Methode nach Bradford (Bradford, 1976)

verwendet. Hierbei wird die Eigenschaft genutzt, dass sich das Absorptionsmaximum des Farbstoffs

Coomassie brilliant blue G-250 von 465 nm auf 595 nm verschiebt, wenn der Farbstoff an Proteine

gebunden ist. Bovines Serumalbumin (BSA) diente als Proteinstandard und wurde in Konzentrationen

von 0; 0,02; 0,04; 0,06; 0,08 und 0,1 ug/ml in destilliertem Wasser geldst. Von dem zu bestimmenden

Protein wurden verschiedene Verdiinnungen erstellt und in einer 96-well-Mikrotiterplatte NUNC

Typ-F (VWR, Darmstadt) jeweils 20 pl der Verdiinnungen sowie der BSA Verdiinnungen mit 180 pl

Bradfordlosung (Tabelle 26) versetzt und fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die

Mikrotiterplatte wurde in einem Mikrotiterplatten-Lesegerits (Infinite Pro M200, Tecan, Osterreich)

bei einer Wellenlange von 595 nm ausgelesen. Mit Hilfe der Eichgerade wurde aus den

doppeltbestimmten  Absorptionswerten  unter

Proteinkonzentration der Ausgangslosung bestimmt.

Berlicksichtigung

Tab. 26: Zusammensetzung der Bradford-Lésung. Diese diente der Proteinbestimmung.

der Verdinnung die

Komponente

Menge [ml/I]

Coomassie brilliant blue G250 | 0,1 g

Ethanol

50

konz. Phosphorsaure (85%)

100
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2.5.2 Praparation der Membranfraktion

Um die Zellmembranen von I6slichen Bestandteilen der Zelle zu separieren, wurden die Bakterien
zunachst in einer sog. , French-Press” aufgeschlossen. Dabei wird eine dichte Zellsuspension in einen
hohlen Stahlzylinder gefiillt und groRem Druck ausgesetzt. Durch langsames Offnen eines Ventils
flieBRen die Zellen durch eine Kanille und werden in einem Behéltnis gesammelt. Der plotzliche

Druckabfall beim Austritt aus der Kaniile bewirkt ein Platzen der Zellen.

Die Zellen wurden bei 6000 g fur 5 Minuten abzentrifugiert, in HEPES-Puffer (100 mM, pH 7)
aufgenommen und mit einer geringen Menge DNase | versetzt, um zu verhindern, dass
hochmolekulare DNA eine Weiterbehandlung erschwert. Die homogene Zellsuspension wurde
anschlieRend in einer kleinen French-Press-Zelle (American Instruments Company, Maryland, USA)
bei einem Druck von 8,7 MPa aufgeschlossen. Der so gewonnene Zellextrakt wurde anschlieRfend fir
5 Minuten bei 6000 g zentrifugiert, um nicht aufgeschlossene Zellen zu entfernen. Der Uberstand
wurde danach fiir 60 Minuten bei 208.000 g in einer Ultrazentrifuge L7 (Beckmann, Miinchen) mit
einem 70Ti-Festwinkelrotor bei 4 °C zentrifugiert. Das Membranpellet wurde vorsichtig auf Eis in

HEPES-Puffer (100 mM, pH 7) resuspendiert.

2.5.3 Periplasma-Praparation

Der Periplasma-Aufschluss erfolgte mit Polymyxin B, welches mit den Lipopolysacchariden der
dulleren Membran komplexiert. Die Komplexierung fuhrt zur Zerstérung der dulleren Membran
(Vaara et al., 1981) und das Periplasma kann von Membranen und Cytoplasma getrennt werden. Die
Zellen wurden geerntet und in HEPES-Puffer (100 mM, pH 7) im Verhiltnis 1:1,5 resuspendiert und
anschlieRend mit einer Polymyxin B-Lésung versetzt (Endkonzentration 1 mg/ml Polymyxin B). Die
Suspension wurde flir 90 Minuten bei 37°C inkubiert und anschlieBend fir 45 Minuten bei 20.000 g
und 4°C zentrifugiert. Das Periplasma befand sich im Uberstand und wurde mit 10% Glycerin (v/v)

versetzt und bei -20°C gelagert.

2.5.4 Farbung der Himgruppen

Cytochrome dienen in der Zelle als Elektronencarrier und Ubertragen die Elektronen Uber
Hamgruppen. Diese Cofaktoren kénnen nach einer Gelelektrophorese sichtbar gemacht werden.
Dabei wird die Peroxidaseaktivitat der Himgruppen quantitativ durch Tetramethylbenzidine (TMB)

nachgewiesen.
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Die Gele wurden zunachst fir 30 Minuten in ca. 10 ml 12,5%iger Trichloressigsdure (TCA)-Losung
fixiert und anschlieRend fiir weitere 30 Minuten in destilliertem Wasser gewaschen. Fiir die Farbung
wurden 10 mg 3,3,5,5-Tetramethylbenzdine (TMB) in 9 ml Wasser geldst und frisch zum Gel gegeben,
nachdem das Wasser entfernt wurde. Es wurden 1 ml Citratpuffer und 30 pl 30%ige H,0,-Losung

zugegeben und das Gel fiir kurze Zeit gefarbt (Tabelle 27).

Tab. 27: Bestandteile der Himgruppenfirbung. Mit dieser Methode kénnen Cytochrome quantitativim SDS-Gel nachgewiesen werden.

Komponente Zusammensetzung Menge pro Gel
TCA-LOsung 12,5% (w/v) TCA in Wasser ca. 10 ml
TMB-LOsung 10 mg TMB in 9 ml Aqua dest. 9ml

Citrat Puffer 0,5 M Citrat, titriert mit 20% NaOH bis pH 6,4 | 1 ml
Wasserstoffperoxid | 30% H,0, 30 ul

2.5.5 Sekretion und Konzentration von Proteinen

Zur Isolation und Anreicherung des sekretierten, |6slichen MtrF Proteins wurden die Zellen anoxisch
kultiviert und die Induktion des I6slichen MtrF Proteins mit 100 uM Arabinose induziert. Die Kulturen
wurden fir 24 Stunden bei 30°C inkubiert, anschliefend die Zellen zwei Mal abzentrifugiert (je 5

Minuten, 6000 g), das Pellet verworfen und der Uberstand gewonnen.

Im Zelliberstand wurden unter permanenter Kihlung durch Eis die darin vorhandenen, l6slichen
Proteine ankonzentriert. Dazu wurden Millipore-Zentrifugentubes mit einer Ausschlussgréfe von 3
kDa verwendet (Amicon Ultra-3K, Millipore, Darmstadt). Darin wurden 50 ml Zelllberstand in einer
Zentrifuge bei 4500 g und 4°C auf ca. 500 ul ankonzentriert. Der konzentrierte Zellliberstand mit den
darin enthaltenen l6slichen Proteinen wurde mit 10% (w/v) Glycerin versetzt und bis zur weiteren

Verwendung bei -20°C gelagert.

2.5.6 in vitro Membran-Assay

Dieser Test diente dazu, einen moglichen Elektronen-Transfer von CymA auf STC nachweisen zu
kénnen und beruht darauf, dass E. coli Membranen, welche CymA enthalten, in vitro mit Glycerin-3-
Phosphat als Elektronendonor reduziert werden kénnen (Gescher et al., 2008) und dass dieses
membrangebundene CymA Elektronen auf bestimmte gereinigte periplasmatische c-Typ Cytochrome
Ubertragen kann (Schitz et al., 2009). Fir den Assay wurde Stamm JG11, welcher das Gen fiir CymA
im Genom tragt, anaerob in M9 Medium kultiviert (Tabelle 6) und die cymA-Expression entweder mit

0,43 uM Anhydrotetracyclin induziert oder fiir Kontrollexperimente ohne CymA nicht induziert. Die
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Membranfraktion wurde unter anoxischen Bedingungen isoliert (2.5.2 Prdparation der
Membranfraktion) und in verschiedenen Konzentrationen zusammen mit HEPES-Puffer (100 mM, pH
7,5) und 10 mM Glycerin-3-Phosphat in eine anaerobe Kivette gegeben. Die Reaktion wurde durch
Zugabe von 1,5 nmol gereinigtem STC gestartet und die Reduktion des Cytochroms bei einer
Wellenldnge von 552 nm in einem Spektrophotometer gemessen (Cary 50, Agilent, Boblingen). Da
nur STC in einer messbaren Konzentration in die Kivette gegeben wurde und die Zugabe der
Membran in katalytischen Mengen erfolgte, wurde ausschlieBlich die Reduktion des
periplasmatischen Cytochroms detektiert, ohne Interferenz durch eine Absorption von CymA. Die
Integritat der Membranen wurde mit Hilfe eines NADH-Dehydrogenase-Aktivitatstest tiberprift und
sichergestellt (Osborne 1972). Hierzu wurden 0,15 mg Membranprotein zu 100 uM NADH in HEPES-
Puffer (100 mM, pH 7,5) gegeben und die Oxidation von NADH bei 365 nm im Cary 50

Spektrophotometer gemessen.

2.6 Analytik

2.6.1 Chromatographische Methoden

MudPIT Analyse

Tryptischer Verdau: 30 pg der periplasmatischen Fraktion wurden 1:2 mit 8 M Urea in 100 mM Tris-

HCl (pH 8,7) verdinnt, mit 5 mM DTT fir 20 Minuten bei 55°C reduziert und mit 25 mM
lodoacetamid fiir 30 Minuten bei 37°C im Dunkeln carboxyamidomethyliert. Anschliefend erfolgte
ein Verdau mit 0,5 pg Lysyl-Endopeptidase (Wako Chemicals, Neuss) fur 3 Stunden bei 37°C. Dann
wurde der Verdau mit 100 mM Tris-HCI, 1 mM CaCl, (pH 8,7) auf eine Urea-Konzentration von 1 M
verdinnt und mit 0,5 ug Trypsin (Wako Chemicals, Neuss) fiir 5 Stunden bei 37°C verdaut. Der pH der
entstandenen Peptid-Mischung wurde mit Ameisensdure auf ungefdhr pH 3 eingestellt und die
Peptide mit einer C18 Umkehrphase-Saule extrahiert. AnschlieBend wurden die Peptide lyophilisiert,
in 10 ul 5%igem Acetonitril aufgenommen, mit 0,5 pl Ameisensaure angesauert und auf eine MudPIT

Saule gegeben.

LC-MS/MS: Es erfolgte eine automatisierte, 34-stiindige MudPIT Analyse in 17 Schritten (Washburn
et al., 2001), (Wolters et al.,, 2001). Hierzu wurde eine quaterndre HPLC Pumpe an ein lineares
lonenfallen-Massenspektrometer (LTQ-FT-ICR, Thermo Scientific) mit einer Nanoelektrospray-Quelle

gekoppelt. Eine Silica-Kapillare mit einem Innendurchmesser von 100 um wurde mit 8 cm
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Umkehrphase-Saulenmaterial (5 um Zorbax Eclipse XDB-C18, Agilent Technologies, Waldbronn) und
8 cm Kationen-Austauschharz (5 um Partisphere (SCX), Phenomenex, Aschaffenburg) gepackt und die
Proben auf die Saulen appliziert. In der MS Analyse wurde ein Survey Scan (400-1800 m/z), gefolgt
von einem FT-SIM-Scan und einer CID Fragmentierung mit 35% normalisierter Kollisionsenergie
kontinuierlich wiederholt. Einfach geladene Vorlaufer-lonen wurden verworfen. Die Peak Liste wurde
mit extract_msn (BioWorks-Package, Thermo Scientific, Schwerte) erstellt und MS/MS Spektren mit
Hilfe von Open Mass Spectrometry Search Algorithm [OMSSA, version 2.1] gegen die S. oneidensis
MR-1 protein database (Juli 2007) durchsucht. Peptid Treffer wurden als signifikant angesehen, wenn
Vorlaufer- und Produkt-lonenmasse jeweils innerhalb von 5 ppm und 0,5 kDa und der E-Wert unter

0,01 lagen.

Affinitdtschromatographie zur Reinigung von Proteinen mit his-Tag

Die Affinitdtschromatographie ist ein chromatographisches Trennverfahren zur Isolation eines
Analyten aus einer Losung verschiedener Stoffe. Zur Reinigung eines Proteins aus einem Gemisch
kann eine kurze Aminosduresequenz an das Protein angefiigt werden, welche als ,Anker” zur
Aufreinigung dient und an eine Sdulenmatrix gebunden und wieder gelést werden kann. Ein Bespiel
eines solchen Affinitdatsankers ist der his-Tag. Dieser ist eine Folge von mindestens sechs Histidinen,
deren Gensequenz in die Gensequenz des zu analysierenden Proteins angehangt wird, wodurch man
ein rekombinantes Protein erhalt. Meist dient der his-Tag zur Reinigung von Proteinen Uber eine
Affinitatssaule; er kann jedoch auch zum Nachweis von Proteinen dienen, fiir die kein passender
Antikorper vorhanden ist. Die Saulenmatrix besteht im Falle des his-Tags aus einem

Metallionenchelat, wie zum Beispiel Ni**-NTA.

Zur Reinigung von Proteinen wurde eine his-trap-Affinitats-Saule (GE Healthcare, Solingen) an eine
FPLC angeschlossen und mit 10 Sdulenvolumen Waschpuffer equilibriert (Tabelle 28). Dabei wird der

Puffer, in dem die Saule gelagert wird, ausgewaschen und gegen den Waschpuffer ersetzt.

Tab. 28: Zusammensetzung des Waschpuffers. Dieser diente dem Equilibrieren der Sdule und dem Entfernen von unspezifisch gebundenen

Proteinen von der Saulenmatrix.
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Komponente Menge [g/I]
NasPO, 3,28

NaCl 29,22
Imidazol 1,36

pH auf 7,4 einstellen

Anschliefend wurde die Proteinfraktion auf die Saule geladen und die Sdule mit 20 Saulenvolumen
Waschpuffer gewaschen, um Proteine, die nicht oder unspezifisch gebunden haben, von der Saule zu
entfernen. Der Waschpuffer ist eine Phosphat-gepufferte Losung mit einem relativ hohen Salzgehalt
und einer geringen Konzentration Imidazol. Imidazol ahnelt dem Histidin strukturell und konkurriert
somit mit den Histidinen des Proteins um die divalenten Metallkationen. In geringen
Konzentrationen kénnen somit unspezifische Bindungen verhindert oder gelost werden. Im nachsten
Schritt wurde STCp; mit 10 Sdulenvolumen Elutionspuffer (Tabelle 29) von der Saule eluiert. Der
Elutionspuffer enthalt 500 mM Imidazol. Diese hohe Konzentration sorgt dafiir, dass auch his-getagte
Proteine abgewaschen werden. Die Fraktionen wurden gesammelt und nach Zugabe von 10% (w/v)
Glycerin bis zur weiteren Verwendung bei -20°C eingefroren. In einem letzten Schritt wurde die Saule

wieder mit Waschpuffer gespilt und anschlieBend mit 20% Ethanol gewaschen und gelagert.

Tab. 29: Zusammensetzung des Elutionspuffers. Dieser diente dazu stark gebundene Proteine von der Sdulenmatrix zu l6sen.

Komponente | Menge [g/I]

NazPO, 3,28
NaCl 29,22
Imidazol 34,1

pH auf 7,4 einstellen

HPLC (High Performance Liquid Chromatography)

Die HPLC ist eine Analytische Methode mit der man Substanzen trennen und Uber Standards
identifizieren und quantifizieren kann. Es handelt sich um ein chromatographisches Trennverfahren,
bei dem die zu untersuchende Substanz zusammen mit einem Laufmittel durch eine Trennsdule
gepumpt wird, welche eine stationdre Phase enthdlt. Verschiedene Molekiile in der zu
untersuchenden Substanz wechselwirken unterschiedlich stark mit der stationdren Phase und
erscheinen daher zu verschiedenen Zeiten (den Retentionszeiten) am Ende der Trennsdule, wo sie

dann mit einem geeigneten Detektor nachgewiesen werden kénnen.
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In dieser Arbeit wurde mit einem DAD (Diode-Array-Detektor) gearbeitet, der bei geeigneter
Saulenwahl eine Analyse organischer Sauren erlaubt. Als Saule diente eine 300 x 7,8 mm Aminex
HPX-87H S&ule (Bio-Rad, Minchen), welche mit der Hitachi LaCrom Elite HPLC Anlage betrieben
wurde. Als Flussmittel diente 5 mM H,SO, mit einer Flussrate von 0,6 ml/min. 100 pul der filtrierten
Proben wurden mit 10 ul 0,5 M H,SO, versetzt und davon 90 pl auf die Saule injiziert. Die Detektion
der organischen Sauren erfolgte bei 220 nm mit einem HITACHI Diode Array UV Detector L 2455; zur
Auswertung des Chromatogramms diente die EZChrom Elite Software. Als Standards wurden

verschiedene Konzentrationen (0-10 mM) von Succinat, Lactat und Acetat verwendet.

2.6.2 Enzymatische Analysemethoden

Ethanolbestimmung

Der Ethanolgehalt der Proben wurde mittels eines enzymatischen Tests bestimmt, der darauf beruht,
dass Ethanol in Gegenwart der Alkohol-Dehydrogenase und NAD* (Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid)
zu Acetaldehyd oxidiert wird und dabei stochiometrisch NADH gebildet wird. Da das Gleichgewicht
dieser Reaktion auf der Seite von Ethanol und NAD liegt, wird Acetaldehyd mit Hilfe der Acetaldehyd-
Dehydrogenase zu Acetat oxidiert und gleichzeitig der Aldehyd mit Semicarbazid abgefangen. Dabei
kann die Zunahme des NADH photometrisch bei einer Wellenldnge von 340 nm gemessen und

mittels einer Eichgeraden der Ethanolgehalt der Probe bestimmt werden.

In einer Mikrotiterplatte wurden 20 ul Probe (bzw. verschiedene Verdiinnungen derselben) mit 180
pl Reaktionsgemisch (Tabelle 30) versetzt und bei 37°C inkubiert. Parallel dazu wurden 20 ul
verschiedener Ethanolkonzentrationen (0-10 mM) als Eichreihe ebenfalls mit 180 ul Puffer inkubiert.
Nach 30 Minuten wurde die Absorption bei einer Wellenldnge von 340 nm in einem
Plattenlesegerite (Infinite Pro M200, Tecan, Osterreich) gemessen und mit Hilfe der Eichgeraden aus
den Absorptionswerten unter Beriicksichtigung der Verdiinnung die Ethanolkonzentration der

Ausgangslosung bestimmt.

Tab. 30: Bestandteile der Ethanolbestimmung. Dargestellt ist die Zusammensetzung des Puffers und des Reaktionsgemisches zur Messung

von 96 Proben in einer Mikrotiterplatte.
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Komponente Menge [g/I]
Puffer Natrium-Pyrophosphat 20
Semicarbazid 5,6
Glycin 3,3
pH auf 8,7
Reaktionsgemisch Komponente Menge [ml]
(Menge fiir 1 Mikrotiterplatte) | Puffer 20
NAD (15 mM) 2
Alkohol-Dehydrogenase (50 mg/ml) | 0,04
Aldehyd-Dehydrogenase (40 mg/ml) | 0,04

Formiatbestimmung

Die Bestimmung von Formiat erfolgt nach gleichem Prinzip wie die Ethanolbestimmung. Die Formiat-
Dehydrogenase oxidiert Formiat zu Hydrogencarbonat. Dabei wird NAD quantitativ zu NADH

reduziert, was photometrisch gemessen werden kann.

In einer Mikrotiterplatte wurden 20 pl Probe (bzw. verschiedene Verdiinnungen derselben) mit 180
ul Reaktionsgemisch (Tabelle 31) versetzt und fiir 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Zur Bestimmung der
Formiatkonzentration der Probe wurde eine Eichreihe von 0-2 mM angesetzt. Die Absorption der
Proben wurde bei einer Wellenldnge von 340 nm in einem Plattenlesegerate (Infinite Pro M200,
Tecan, Osterreich) bestimmt und mit Hilfe der Eichgeraden aus den Absorptionswerten unter

Berlicksichtigung der Verdiinnung die Formiatkonzentration der Ausgangslosung bestimmt.

Tab. 31: Bestandteile der Formiatbestimmung. Dargestellt ist die Zusammensetzung der Pufferkomponenten A und B und des

Reaktionsgemisches zur Messung von 96 Proben in einer Mikrotiterplatte.
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Komponente Menge [g/I]
Puffer A KH,PO, 20
Puffer B K;HPO, x 3H,0 34,2

14 ml Puffer A + 86 ml Puffer B; darin 20 mg

Pyrazol l6sen

Reaktionsgemisch Komponente Menge [ml]
Menge fiir 1 Mikrotiterplatte Puffer (zusammengesetzt aus A und B) 7,5
NAD (42 mM) 375
ddH,0 11,25
Formiat-Dehydrogenase (80 U/ml) 0,075

Glukosebestimmung

Die Bestimmung des Glukosegehalts der Proben erfolgte ebenfalls Gber eine Messung der NADPH -
Zunahme. Glukose wird von der Hexokinase zu Glukose-6-Phosphat phosphoryliert. Dieses wird mit
Hilfe der Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase unter Reduktion von NADP zu NADPH zu Gluconat-6-
Phosphat oxidiert.

20 ul Probe in verschiedenen Verdiinnungen und eine Eichreihe von 0-2 mM wurden in einer
Mikrotiterplatte mit 180 ul Puffer (Tabelle 32) versetzt und fiir 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Die
Proben wurden bei einer Wellenldnge von 340 nm gemessen und mit Hilfe der Eichgeraden aus den
Absorptionswerten unter Berlicksichtigung der Verdinnung die Glukosekonzentration der

Ausgangslosung bestimmt.

Tab. 32: Bestandteile der Glukosebestimmung. Dargestellt ist die Zusammensetzung des Puffers und des Reaktionsgemisches zur Messung

von 96 Proben in einer Mikrotiterplatte.
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Komponente Menge [g/50 ml]
Puffer Triethanolamin 7

MgS0O,4 x 7H,0 0,13

Glycin 3,3

NADP 0,05

ATP-NayH, 0,25
Reaktionsgemisch Komponente Menge [ml]
Menge fiir 1 Mikrotiterplatte Puffer 7,7

ddH,0 13,2

Enzymmix aus Hexokinase (1,8 kU/I 44

u. Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase (0,9

ku/l)

Glycerinbestimmung

Zur Messung des Glyceringehalts der Proben diente ein Kit zur quantitativen Messung von Glycerin in
wassrigen Proben (Free Glycerol Reagent, Sigma-Aldrich). Glycerin wird hierbei katalysiert durch die
Glycerin-Kinase und mittels ATP (Adenosin-5'-Triphosphat) phosphoryliert und es entstehen
Glycerin-1-Phosphat und ADP (Adenosin-5'-Diphosphat). Glycerin-1-Phosphat wird dann von der
Glycerin-Phosphat-Oxidase zu Dihydroxyacetonphosphat und Wasserstoffperoxid (H,0,) oxidiert.
Eine Peroxidase katalysiert die Kopplung von H,0, mit 4-Aminoantipyrin und Natrium-N-Ethyl-N-(3-
Sulfopropyl)-m-Anisidin zu einem Quinonimin-Farbstoff, welcher bei einer Wellenlange von 540 nm
ein Absorptionsmaximum hat. Die Zunahme der Absorption bei 540 nm ist direkt proportional zur

Glycerinkonzentration in der Probe.

20 pl der Probe wurden mit 180 pl der Assay-Losung flir 15 Minuten bei RT in einer Mikrotiterplatte
inkubiert und anschlieBend bei einer Wellenldange von 540 nm die Absorption gemessen. Mit Hilfe
einer parallel erstellten Eichreihe von 0-2 mM Glycerin wurde der Glyceringehalt der Proben

ermittelt.

2.6.3 Optische Analyse-Methoden
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Optische Kohdrenz-Tomografie (OCT)

Die optische Kohadrenztomografie ist ein bildgebendes Messverfahren aus der medizinischen
Diagnostik im Bereich der Augenheilkunde und ermdoglicht die Darstellung eines Tiefenmodels.
(Fujimoto et al., 1995) In dieser Arbeit diente das Gerat zur Quantifizierung der TisB-induzierten
Biofilmbildung in S. oneidensis. Das OCT-Gerat verwendet Licht mit niedrigerer Koharenzlange und
misst dariber die Entfernung zwischen Quelle und reflektierendem Objekt. Das von einer Lichtquelle
ausgehende Licht wird in zwei Strahlen geteilt. Ein Strahl trifft auf die Probe, der andere Strahl auf
einen Referenzspiegel. Das reflektierte Licht von Probe und Referenzspiegel trifft auf den Detektor,
welcher das Interferenzmuster detektiert. Das OCT-Gerat hat eine maximale Abbildungstiefe in Luft
von 2,853 mm und in Wasser von 2,14 mm. Einzelne Bakterien kann es daher nicht detektieren;
jedoch Zell-Aggregate ab einer PartikelgrofRe von ca. 0,1 mm. Das verwendete OCT-Gerat war ein

Spectral Domain OCT, Typ GANYMEDE von der Thorlabs GmbH (Dachau).

Flr die OCT-Messung wurde S. oneidensis MR-1 in LB-Luria Medium (Tabelle 33) kultiviert, geerntet

und die OD mit doppelt-konzentriertem LB-Luria-Medium auf 0,2 eingestellt.

Tab. 33: Zusammensetzung des LB-Luria-Mediums. Dieses salzreduzierte Medium diente der Anzucht von S. oneidensis fiir die OCT-

Messungen.

Komponente | Menge [g/I]

Trypton 10

Hefeextrakt 5

NaCl 0,5

100 ul der Zellen wurden in einer Mikrotiterplatte vorgelegt und TisB in verschiedenen
Konzentrationen zugegeben. TisB wurde in 50% Ethanol gel6st. Dabei erfolgt eine Verdiinnung um
den Faktor 2. Start-OD der Proben war somit 0,1 und TisB wurde in den finalen Konzentrationen von
2, 4, 8, 16, 32, 64, 128 und 256 pg/ml zugegeben. Die Ansatze erfolgten in Triplikaten und als
Kontrolle wurden dquivalente Mengen einer 50%igen Ethanol-Lésung ohne TisB zugegeben. Die
Platten wurden anaerob fiir 4 Stunden bei 30°C unter Schitteln inkubiert (150 rpm, Enzyscreen
,System Duetz”) und anschlieRend die Biofilmbildung direkt in der Mikrotiterplatte mit dem OCT-

Gerat gemessen.

Mit dem Programm Fiji wurden die Daten des OCT in bindre Datensatze umgewandelt und daraus die

prozentuale Bedeckung der Wells mit Biofilm berechnet.
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2.6.4 in vivo Methoden mit ganzen Zellen

Zellsuspensionsassay fiir die Elektronenshuttle-basierte Cytochrom-Charakterisierung

Dieser neue entwickelte Assay basiert auf der kontinuierlichen Messung der Reduktion einer Shuttle-
Komponente in einer Zellsuspension und wurde entwickelt, um periplasmatische
Elektronentransferreaktionen in E. coli messen und vergleichen zu kénnen. Die Zellen wurden dazu in
M4 Medium (Tabelle 5) mit Glycerin als Elektronendonor und DMSO als Elektronenakzeptor kultiviert
und bei einer ODggo von 0,3 geerntet (6.000 g, 5 min, RT). Das Zellpellet wurde in anoxischem M4
Medium ohne Elektronenakzeptor und -donor resuspendiert und 2x unter anoxischen Bedingungen
gewaschen (6.000 g, 5 min, RT). Die ODggo wurde auf 1 eingestellt und 100 pl dieser Zellsuspension in
eine Mikrotiterplatte pipettiert. Der Zellsuspensionsassay wurde in einem Plattenlesegerdt mit
Dispenser durchgefiihrt (Infinite Pro M200, Tecan, Osterreich). Mit Hilfe des Dispensers wurden 100
ul einer 100 mM Losung des Shuttles zu den Zellen gegeben und sofort nach Zugabe die Reduktion
fiir 10-15 Minuten gemessen. Die Reduktion der unterschiedlichen Shuttle-Komponenten wurde bei
verschiedenen Wellenlangen gemessen (Roller, 1984) und Tabelle 34). Mit Hilfe des millimolaren

Absorptionskoeffizienten wurde die Reduktionsrate bestimmt.

Abb. 34: Verschiedene Shuttle-Komponenten im Vergleich. Dargestellt sind die Redoxpotentiale der Farbstoffe und die Wellenlangen, bei

welchen der Assay durchgefiihrt wurde.

Komponente Redoxpotential [mV] | Apax [nm]
Benzylviologen -359 399
Safranin O -289 512
Resorufin -51 572
Neu-Methylenblau -21 590
Methylenblau 11 660

2.7 Elektrochemische Methoden
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2.7.1 Zyklische Voltametrie

Die zyklische Voltametrie ist ein analytisches Verfahren zur Bestimmung von Redox-Prozessen in
einer wassrigen LOosung. An die Arbeitselektrode in einer Losung werden im Wechsel ein
ansteigendes und ein abfallendes Potential angelegt und die Stromstarke wird in Abhangigkeit zur
Spannung aufgezeichnet. Wenn sich in der Losung ein elektroaktiver Stoff befindet, wird dieser bei

einem charakteristischen Potential reduziert oder oxidiert.

Zur Untersuchung von Methylenblau mit Hilfe der zyklischen Voltametrie wurde eine wassrige
Losung mit 100 mM Methylenblau versetzt und in einen Reaktor gegeben, der eine
Kohlenstoffelektrode sowie eine Referenzelektrode enthielt. Fir 10 Zyklen wurde eine
Potentialspanne zwischen -0,6 und +1,1 V mit einer Sweep Rate von 10 mV/sec abgefahren und

dabei der Strom gemessen.

2.7.2 Mikrobielle Brennstoffzellen (MFC)

In dieser Arbeit wurden zwei verschiedene MFC-Aufbauten verwenden; ein Dreikammeraufbau, bei
dem Referenz-, Arbeits- und Gegenelektrode durch semipermeable Membranen voneinander
getrennt sind und ein Einkammeraufbau, in welchem die Gegenelektrode durch eine pordse

Glasfritte vom umgebenden Medium getrennt ist.

In der Dreikammer-MFC diente jeweils ein 2,25 cm?® groRes Graphit-Weichfilz (SIGRATHERM; SGL

Group, Wiesbaden) mit einer Dicke von 1 mm als Arbeits- und Gegenelektrode. Das
Elektrodenmaterial wurde mit Isopropanol benetzt und direkt danach griindlich mit dH,0 gespiilt. So
konnte eine ausreichende Benetzung des Filz-Materials sichergestellt werden. AnschlieRend wurden
die Elektroden separat vom restlichen MFC-Aufbau in etwas dH,0 autoklaviert. Die Einzelteile der
MFC wurden vor dem Autoklavieren gereinigt und als Dreikammeraufbau bestehend aus
Anodenkammer (Arbeitselektrode), Kathodenkammer (Gegenelektrode) und Referenzelektroden-
Kammer zusammengebaut. Die einzelnen Kompartimente wurden mit Hilfe einer semipermeablen
Fumion F950 Membran (Quintech, Gottingen) voneinander separiert. Die fertig zusammengesetzte
MFC wurde in jeder Kammer mit je 5 ml dH,0 befiillt und daraufhin autoklaviert. Nach Autoklavieren
wurden die Elektroden mit einem leitfahigen Streckmetallgitter aus platiniertem Titan zwischen zwei
Silikondichtungen am Boden des Aufbaus so fixiert, dass die Kabel des Potentiostaten an den
herausstehenden Enden der Gitter befestigt werden konnten. Die Elektroden wurden (iber das
Titangitter mit dem Potentiostaten (WaveNow Portable USB Potentiostat, Pine Research

Instrumentation, USA) verbunden. Dieser kann ein konstantes Potential vorgeben und den
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geflossenen Strom messen. Eine Kalomel-Standard-Elektrode (Sensortechnik Meinsberg, Ziegra-

Knobelsdorf) diente als Referenzelektrode und wurde ebenfalls mit dem Potentiostaten verbunden.

Das Wasser wurde unter sterilen Bedingungen aus den Kammern entnommen. Die Anodenkammer
wurde mit 22,5 ml Carbonat-gepuffertem Medium (Tabelle 7) befillt, das zuvor mit einer
Kohlenstoffquelle und bei Bedarf mit 0,43 uM AHT, 14,8 uM Thiamin, 30 pg/ml Chloramphenicol, 1
mM Arabinose und 10 uM Methylenblau versetzt worden war. Als Kohlenstoffquelle dienten 20 mM
Glukose oder 40 mM Glycerin. In die Kathoden- und die Referenz-Elektrodenkammer wurden 25 ml
bzw. 4 ml Carbonat-gepuffertes Medium ohne Elektronendonor und -akzeptor gegeben.
Anschliefend wurde die MFC in einem Inkubator (Incudrive H, schuett-biotec GmbH, Go6ttingen) bei
30°C mit dem Potentiostaten verbunden. Um in der Anodenkammer anaerobe Bedingungen zu
erzeugen, wurde diese permanent mit einer Gasmischung aus N,/CO, (80:20) steril begast. Die
Kathodenkammer wurde in gleicher Weise mit Druckluft begast, um einen nicht-limitierenden
Elektronenabfluss zu gewdhrleisten. 30 Minuten nach Start der Begasung wurden die MFCs mit E.
coli-Zellen beimpft. So konnten konstante Startbedingungen fiir die verschiedenen Experimente

gewdhrleistet werden.

Die E. coli Zellen wurden in Carbonat-gepuffertem Medium (Tabelle 7) mit 20 mM Glukose oder 40
mM Glycerin und 50 mM MDSO vorkultiviert und bei einer OD von 0,4 geerntet (6.000 g, 5 min, RT).
Das Zellpellet wurde in Carbonat-gepuffertem Medium ohne Elektronenakzeptor und -donor
resuspendiert und 2x unter anoxischen Bedingungen gewaschen (6.000 g, 5 min, RT). Anschliefend
wurde die OD auf 4 eingestellt und 2,5 ml dieser Zellsuspension in die Brennstoffzellen gegeben.
Nach erfolgter Beimpfung wurde der Potentiostat mit dem zuvor programmierten Protokoll in
Betrieb genommen. Das Protokoll wurde mit der Aftermath Scientific Data Organiser Software (Pine
Instrument Company, USA) erstellt und gab ein konstantes Potential von -44 mV gegen die Kalomel-
Standard-Elektrode (SCE) vor. Dies entspricht einem Potential von +200 mV gegen eine Standard-
Wasserstoff-Elektrode (SHE). Zu verschiedenen Zeitpunkten wurden steril Proben aus der
Anodenkammer entnommen, abzentrifugiert, durch einen 0,2 um Filter gegeben und bis zur

weiteren Analyse bei -20°C aufbewahrt.

Die Einkammer-MFC diente der Co-Kultivierung von E. coli mit M. formicicum, da hier eine Detektion

von Methan und CO, moglich war. Die MFC bestand aus einem 2-Liter Reaktor aus Glas, welcher
gasdicht abgeschlossen werden konnte (Abbildung 5). Somit erlibrigte sich eine Begasung mit einer
Gasmischung aus N,/CO, um anoxische Bedingungen zu erreichen und entstehende Gase konnten

detektiert werden. Hierzu diente das in-situ-Detektionssystem der Firma BlueSens (Herten), welches
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die parallele Kontrolle von CH, und CO, erlaubt. Vor dem Autoklavieren wurde ein 16 cm? groRes
Graphitfilz als Anodenmaterial in den Reaktor eingebracht. Als Gegenelektrode diente ein Platinnetz,
welches in einer porésen Glasfritte in das Medium eingehangt wurde und somit spater in Kontakt mit
dem Elektrolyten, nicht aber mit den Zellen kommen konnte. Der Reaktor wurde vollstdndig mit

dH,0 gefillt und autoklaviert.

M. formicicum wurde in Carbonat-gepuffertem Medium (Tabelle 7) mit 3 g/l Natrium-Formiat
kultiviert bis eine Proteinkonzentration von 0,1 mg/ml erreicht war. Parallel wurden die E. coli Zellen
ebenfalls in Carbonat-gepuffertem Medium mit Glycerin und DMSO vorgezogen (Tabelle 7). Die E.
coli Zellen wurden bei einer ODgy von 0,4 geerntet (6.000 g, 5 min, RT). Das Zellpellet wurde in
Carbonat-gepuffertem Medium ohne Elektronenakzeptor und -donor resuspendiert, 2x unter
anoxischen Bedingungen gewaschen (6.000 g, 5 min, RT) und anschlieRend mit einer finalen ODgg
von 0,1 zu der Methanogenen-Kultur gegeben. Die Zellsuspension wurde mit 30 mM Glycerin, 0,43
UM AHT, 1 mM Arabinose und 10 pM Methylenblau komplementiert und unter anoxischen
Bedingungen zusammen mit einem sterilen Magnetrihrstab in den 2-Liter Reaktor tberfiihrt. Der
Reaktor wurde mit einer Kalomel-Referenzelektrode und dem Schlauch zur Gasdetektion
ausgestattet und im Inkubator (37°C) an den Potentiostaten angeschlossen. Wie auch in den
Dreikammer-MFC-Aufbauten wurde ein konstantes Potential von -44 mV gegen die Kalomel-
Referenzelektrode (entspricht +200 mV gegen eine Standard-Wasserstoff-Elektrode) angelegt. Zu
verschiedenen Zeitpunkten wurden steril Proben aus dem Reaktor entnommen und diese
abzentrifugiert, durch einen 0,2 um Filter gegeben und bis zur weiteren Analyse bei -20°C

aufbewahrt.

2.8 Wachstumskurven mit Eisencitrat und Bestimmung des Fe(ll)-Gehalts

S. oneidensis wurde anaerob in M4 Medium (Tabelle 5) mit 50 mM Lactat als Elektronendonor und
50 mM Eisencitrat als Elektronenakzeptor kultiviert. Zu verschiedenen Zeitpunkten wurden je 100 pul
Probe aus der Kultur entnommen und sofort 1:10 in 1 M HCl verdiinnt, um eine Oxidation des Fe(ll)
mit Luftsauerstoff zu verhindern. 20 ul der angesduerten Proben sowie verschiedene
Konzentrationen einer Ammonium-Fe(ll)-Sulfat-Lésung (0; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 und 1 mM; gel6st in 1 M
HCl) wurden in eine Mikrotiterplatte gegeben und mit 180 pl Ferrozine Lésung (1 mg/ml 3-(2-
Pyridyl)-5,6-Bis(4-Phenylsulfonsadure)-1,2,4-Triazine; gelést in 50% Ammoniumacetat) versetzt und
fir 30 Minuten im Dunkeln inkubiert. Die Absorption wurde bei 562 nm im Infinite M200pro
Plattenlesegerat bestimmt und unter Zuhilfenahme der Ammonium-Fe(ll)-Eichgeraden der Fe(ll)-

Gehalt der Proben ermittelt.
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3 Ergebnisse

Teil 1 A: Funktionelle Verldngerung/Verbreiterung der Elektronentransportkette ins Periplasma

von E. coli

Mikrobielle Brennstoffzellen sind eine vielversprechende Anwendung um nicht-stochiometrische
Fermentationen ermdoglichen zu kdénnen. Natiirlich vorkommende, exoelektrogene Mikroorgansimen
sind jedoch haufig auf Grund ihres begrenzten Substratspektrums ungeeignet fiir diese Technologie.
In einem Teil dieser Arbeit sollte daher eine effiziente Nutzung einer Anode als Elektronenakzeptor
durch E. coli etabliert werden. Dazu wurde zundchst untersucht, welche periplasmatischen Proteine
in dem Modelorganismus S. oneidensis in die Reduktion von extrazellularen Akzeptoren involviert
sind und wie sich eine Expression dieser Reduktasen auf den Elektronentransfer ins Periplasma von E.

coli auswirkt.

3.1. Periplasmatische c-Typ Cytochrome in Shewanella oneidensis unter Eisen-reduzierenden
Bedingungen

Zellen von S. oneidensis MR-1 wurden anaerob mit Eisencitrat als Elektronenakzeptor kultiviert und
die periplasmatische Fraktion isoliert. Diese wurde auf ein SDS-Gel geladen, die vorhandenen
Cytochrome mit einer Hamgruppenfarbung sichtbar gemacht und mehrere Banden zwischen 10 und
70 kDa wurden ausgeschnitten. Uber massenspektroskopische Untersuchungen der verschiedenen
Cytochrom-Banden sowie eine MudPIT Analyse der gesamten periplasmatischen Fraktion konnten in
Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Heinrich Heide in Freiburg 12 periplasmatische
Cytochrome identifiziert werden, die in S. oneidensis unter eisenreduzierenden Bedingungen

hochreguliert sind. Die identifizierten Proteine und ihre Scores sind in Abbildung 11 dargestellt.
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02 c-Typ
100 \ Cytochrom kDa Score
. 501421 IfcA 60,6 533
500970 FccA 59,8 755
» 503980 NrfA 49,7 21
40 S04047 SoxA 36,2 102
502178 CcpA 34,0 383
» > SO1777 MtrA 32,4 38
2 504666 19,9 17
504048 19,3 21
" 504485 16,5 30
503420 14,3 148
> 502727 STC 9,7 137
e 500264 ScyA 8,9 26

Abb. 11: Periplasmatische c-Typ Cytochrome in S. oneidensis. SDS-Gel mit einer Himgruppenfarbung des Periplasmas von Zellen, die unter
Eisen-reduzierenden Bedingungen kultiviert wurden. Es wurden 25 pg Protein geladen. Einzelne Banden wurden aus dem Gel eluiert und
direkt Uber massenspektrometrische Analysen identifiziert. Zusatzlich wurde die gesamte periplasmatische Fraktion zur MudPIT Analyse
verwendet. Alle identifizierten Cytochrome sind mit SO-Nummern und Proteinnamen sowie den dazugehoérigen Molekulargewichten und

Scores in der Tabelle aufgefihrt.

3.2 Etablierung einer Testmethode zum Vergleich des periplasmatischen Elektronentransfers in E.

coli

Die mit Hilfe der MS-Analyse identifizierten periplasmatischen Cytochrome aus S. oneidensis sollten
in E. coli exprimiert und ihr Einfluss auf die Reduktionskraft des Organismus untersucht werden. Da
die Untersuchung des Elektronentransfers ins Periplasmas von verschiedenen Stammen bisher vor
allem Uber zeitaufwendige Wachstumsexperimente mit (un)léslichen Eisenspezies erfolgte, sollte
zunachst eine geeignete Methode zum schnellen und parallelen Vergleich von
Elektronentransferreaktionen ins Periplasma verschiedener Stamme entwickelt werden. Grundlage
des neuen Tests bildet die Messung der Reduktion eines membrangangigen Redox-Farbstoffes. Wird
der Farbstoff von den Zellen reduziert, so kann diese Reduktion im Photometer verfolgt werden.
Zunachst wurde die E. coli-vermittelte Reduktion von 5 verschiedenen Farbstoffen mit
unterschiedlichen Redoxpotentialen verglichen. Untersucht wurde die Reduktion von Benzylviologen
(E°= -359 mV), Safranin O (E*'= -289 mV), Resorufin (E*'= -51 mV), Neu-Methylenblau (E*'= -21 mV)
und Methylenblau (E*= +11 mV). Als Testorganismus wurde ein E. coli Stamm gewihlt, der die
beiden Cytochrome CymA und MtrA aus S. oneidensis heterolog exprimiert und fiir den eine aus

dieser Expression resultierende Fahigkeit der Reduktion von l6slichem Eisen-NTA bereits gezeigt
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werden konnte (Gescher et al., 2008, Schiitz et al., 2009). Abbildung 12 zeigt die Reduktion der
verschiedenen Redoxmediatoren innerhalb eines Zeitraums von 13 Minuten. Eine Reduktion des
Farbstoffes durch E. coli war nur im Falle von Methylenblau zu erkennen; bei allen anderen
getesteten Mediatoren fand innerhalb dieses Zeitraums keine messbare Reduktion statt. In einer
Kontrolle ohne Zugabe von Zellen wurde Methylenblau nicht reduziert. Eine schematische Ubersicht

Uber die Elektronentransfer-Reaktionen im Periplasma ist in Abbildung 13A dargestellt.

Safranin O [-289 mV; 512 nm]
Resorufin [-51 mV; 572 nm)]

1585 Neu-Methylenblau [-21 mV; 660 nm]
. - - Benzylviologen [-359 mV; 399 nm]
1,4 —— Methylenblau [+ 11 mV; 660 nm]
_ Methylenblau ohne Zellen [+ 11 mV; 660 nm]
1,2 4
s - \
2 1,04
e
g ]
< 0,84
0,6 -
0,4 — \
012 I I I L I I I
2 4 6 8 10 12
Zeit [h]

Abb. 12: Reduktion verschiedener membrangangiger Shuttle-Komponenten durch JG146. In einem Zellsuspensionsassay wurden 100 pl
des jeweiligen Redox-Farbstoffes (100 uM) zu 100 pl Zellen (OD 1) gegeben und die Absorption bei der entsprechenden Wellenldnge fiir 13
Minuten in einem Plattenlesegerit (Infinite Pro M200, Tecan, Osterreich) gemessen. Bei der Messung ohne Zugabe von Zellen wurden statt
eines Shuttles 100 ul Medium zugegeben. In der Abbildung sind die Redoxpotentiale der Farbstoffe und die Wellenlangen angegeben, bei
denen der Test durchgefiihrt wurde. Nur im Falle von Methylenblau konnte einer Reduktion des Shuttles gemessen werden. Diese war

abhéangig von der Zugabe von Zellen.

Aufbauend auf diesem Ergebnis sollte eine Abhdngigkeit der Methylenblau-Reduktionsrate von der
Cytochromexpression im Periplasma untersucht werden. Dazu wurde die Methylenblau Reduktion
von drei verschiedenen E. coli Stammen vergleichen: JG672 (E. coli DH5aZI Wildtyp), welcher (iber
keine heterologen Cytochrome verfiigt; Stamm JG11, welcher das Gen fiir das membrangebundene
Tetraham-Cytochrom CymA im Genom tragt und der darauf aufbauende Stamm JG146, welcher ein
Operon aus cymA und dem periplasmatischen mtrA besitzt. Alle drei Stamme zeigten eine Reduktion

von Methylenblau, jedoch konnte im Vergleich mit dem Wildtyp eine um fast 40% gesteigerte Rate
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durch die Expression von cymA in JG11 gemessen werden. Die zusatzliche Expression von MtrA ergab

eine weitere Steigerung der Rate um 13%. Die Ergebnisse der Messung sind in Abbildung 13B

dargestellt.
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Abb. 13: Etablierung eines Assays zum Vergleich der Elektronentransfer-Raten ins Periplasma verschiedener E. coli-Stimme. A Ubersicht
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Uber potentielle Elektronentransfer-Reaktionen im Periplasma. Methylenblau ist Membran-permeabel und diffundiert in das Periplasma
der Zellen, wo es durch die heterolog exprimierten c-Typ Cytochrome reduziert werden kann. Die Abkirzung Cyts steht fir die Summe
verschiedener periplasmatischer c-Typ Cytochrome, deren Expression unter Eisen-reduzierenden Bedingungen im Verlauf der Arbeit noch
getestet werden sollte. B Methylenblau-Reduktionsraten verschiedener E. coli-Stamme. Dargestellt sind die Methylenblau-Reduktionsraten
in nmol pro Minute und mg Zellprotein. Die Balken reprasentieren die Mittelwerte und die Fehlerbalken die Standardabweichung der

Messungen in unabhangigen Triplikaten.

3.3 Klonierung der periplasmatischen Cytochrome

AnschlieBend an die Etablierung des Methylenblau-Assays wurde nach potentiellen Cytochromen zur
weiteren Steigerung des Elektronentransfers ins Periplasma gesucht. Als Expressionsstamm wurde
wieder der E. coli-Stamm gewahlt, der bereits die beiden Cytochrome CymA und MtrA aus S.
oneidensis heterolog exprimiert (JG146). Mit Ausnahme von MtrA wurden alle in Abbildung 11
aufgelisteten Cytochrome gemdaR der isothermalen Klonierungsmethode nach Gibson (2.3.5
Klonierungsmethoden) in ein Plasmid (pMAL) unter Kontrolle des induzierbaren lac-Promoters
kloniert (Primer 58 — 83). Zusatzlich wurde das Gen SO3300 kloniert (Primer 62 und 63), da dessen
Transkription unter Eisen-reduzierenden Bedingungen stark erhoht ist (Beliaev et al., 2005) und ein

Einfluss auf die Reduktion von Methylenblau untersucht werden sollte. Alle klonierten Plasmide
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wurden in JG146 transformiert. Dieser Stamm enthielt bereits das Plasmid pEC86. Es trdgt eine Kopie
der Cytochrom-c-Maturationsgene ccmABCDEFGH aus E. coli und sorgt so Uber eine erhdhte
Gendosis fir eine verbesserte Produktion von c¢-Typ-Cytochromen (Arslan et al., 1998). Die Zellen
wurden anaerob in M4 Medium (Tabelle 5) mit Glycerin und DMSO kultiviert. Die Expression aller
Cytochrome wurde mit 50 mM IPTG induziert und anschlieBend die periplasmatische Fraktion
isoliert. Diese wurde auf ein SDS-Gel aufgetragen und die Cytochrome mittels Hamgruppenfarbung
sichtbar gemacht (Abbildung 14). Wie zu erwarten wurden im Periplasma des Wildtyps und des
Stamms JG11 keine Cytochrome exprimiert (Spur 1 und 2). In JG146 (Spur 3) ist zwischen 35 und 40
kDa eine Cytochrombande zu sehen, welche MtrA zuzuordnen ist. In den Spuren 4 bis 15 wurde das
Periplasma der 12 Stamme mit zusatzlich exprimierten Genen geladen. Da alle Gene im Stamm JG146
exprimiert wurden, ist eine Cytochrombande fiir MtrA in allen Fallen sichtbar; jedoch schwankt die
Expressionsstarke sowohl von MtrA als auch von den zusatzlichen heterologen Proteinen in den
verschiedenen Stammen. Fiir CcpA (Spur 4) ist keine einzelne Bande auf dem Gel zu erkennen, es
l[duft auf derselben Hohe wie MtrA. Seine Expression konnte daher nicht zweifelsfrei nachgewiesen
werden. In Spur 5 lduft STC als relative breite Bande zwischen ca. 12 und 25 kDa. Das Tetraham
Flavo-Cytochrom IfcA hat ein Molekulargewicht von ca. 60 kDa, jedoch ist auf dieser Hohe keine
Bande zu sehen (Spur 6). SoxA liegt auf einer Hohe mit MtrA; auch hier sind daher keine distinkten
Banden zu unterscheiden (Spur 7). SO4048 (Spur 8) und S04666 (Spur 9) haben beide ein
Molekulargewicht von etwa 20 kDa und sind im Gel auf dieser Hohe als Banden zu erkennen. SO4048
wurde jedoch deutlich schwacher exprimiert. In diesem Stamm sieht man auch kleinere
Proteinfragmente auf einer Hohe unter 10 kDa. In dem SO4666-exprimierenden Stamm ist sehr weit
oben im Gel (ca. 90 kDa) ebenfalls eine leichte Himfarbung sichtbar. In Spur 10 ist FccA auf Hohe von
60 kDa als sehr schwache Bande zu erkennen. MtrA ist in diesem Stamm schwacher sichtbar als in
JG146 und zusatzlich ist eine leichte Bande bei 15 kDa zu erkennen. S03300 wird gut in E. coli
exprimiert und zeigt in Spur 11 eine deutliche Bande unterhalb von 15 kDa. Gleichzeitig ist MtrA
jedoch recht schwach zu erkennen. SO3420 hat eine erwartete GréRRe von 34 kDa und ist daher tber
das Gel nicht zweifelsfrei zu detektieren, da es auf einer Hohe mit MtrA lauft (Spur 12). In dieser Spur
ist zu eine zusatzlich Bande bei ca. 10 kDa zu sehen. ScyA, ein Monoham Cytochrom zeigt eine klare
Bande auf der Hohe von ca 10 kDa (Spur 13), wohingegen NrfA in Spur 14 nur sehr schwach bei 50
kDa zu erkennen ist. In diesem Stamm ist MtrA fast gar nicht exprimiert. SO4485 hat ein
Molekulargewicht von 16 kDa und auf dieser Héhe ist eine sehr schwache Bande im Gel zu erkennen

(Spur 15).
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Abb. 14: Expressionsgel der Expression heterolog exprimierten c-Typ Cytochrome in E. coli. Die Stamme wurden anoxisch in M4 mit 0,5%
Glycerin und 50 mM DMSO kultiviert und die Expression der heterologen Cytochrome induziert. Die periplasmatische Fraktion wurde
isoliert, 40 pg Protein auf ein Gel geladen und die Hamgruppen angefarbt. In Spur 1 wurde Periplasma von E. coli DH5aZl geladen. In JG11
(Spur 2) wurde die Expression von CymA; in JG146 (Spur 3) die von CymA und MtrA induziert. In Spur 4 bis 14 wurde Periplasma von JG146
mit verschiedenen zusatzlich induzierten Cytochromen geladen (siehe Beschriftung). Spur 16 zeigt die periplasmatischen Cytochrome in
einer napC-Deletionsmutante, in welcher STC vom Plasmid aus synthetisiert wurde. JG622 (Spur 17) tragt ein Cytochrom-Modul bestehend

aus den Genen fir CymA, MtrA und STC im Genom. Die Molekulargewichte der relevanten Cytochrome sind angegeben.

AnschlieRend an die Uberpriifung der Expression der periplasmatischen Cytochrome wurde eine
funktionelle Analyse im Hinblick auf die Methylenblau-Reduktion durchgefiihrt. Hierzu wurden alle
Cytochrome erneut anoxisch exprimiert und die Zellen nach dem Ernten und Waschen unter
anoxischen Bedingungen in einem Plattenlesegerat mit Methylenblau inkubiert und die
Reduktionsrate in unabhangigen Triplikaten photometrisch bestimmt. Die Raten der einzelnen
Stamme sind in Abbildung 15 dargestellt. Die Co-Expression der meisten Cytochrome in JG146 hatte
entweder nur einen schwach positiven Effekt auf die Methylenblau-Reduktion oder verminderte
sogar die Fahigkeit des Stammes, Elektronen auf das Shuttle zu lbertragen. Lediglich vier Cytochrome
erhohten die Reduktionsrate signifikant Gber die von JG146. Dabei handelt es sich um das kleine
Tetraham-Protein STC, das Monohdam S04666, das Flavo-Cytochrom FccA und die Nitratreduktase
NrfA. STC und S04666 sind Cytochrome, fiir die im Expressionsgel eine deutliche Bande und somit
eine gute Expression gezeigt werden konnte. Die Him-Banden der Cytochrome von FccA und NrfA
sind hingegen deutlich schwacher ausgepragt. Von allen heterolog exprimierten Cytochromen ist
besonders STC hervorzuheben, da eine Expression dieses Cytochroms in E. coli G146 die

Reduktionsrate von Methylenblau um lber 183% steigert.
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Abb. 15: Einfluss heterologer c-Typ Cytochrome auf die Reduktion von Methylenblau. Die Methylenblau-Reduktionsraten wurden in
nmol/min x mg Zellprotein fir unterschiedliche E. coli-Stimme gemessen. Analysiert wurden Stimme, welche die verschiedenen
periplasmatischen Cytochrome heterolog exprimieren. Die Raten der ersten drei Stimme sind bereits in Abbildung 13 dargestellt und nur
der Vollstandigkeit halber nochmals aufgefiihrt. Zusatzlich wurde die Methylenblau-Reduktionsrate des Stammes JG622 bestimmt (griner
Balken). Dieser tragt ein Cytochrom-Modul bestehend aus den Genen fiir CymA, MtrA und STC im Genom. Die Balken représentieren die

Mittelwerte und die Fehlerbalken die Standardabweichung der Messungen in unabhangigen Triplikaten.

3.4 CymA-abhangige in vivo und in vitro Reduktion von STC in E. coli

Da STC in den vorangegangen Experimenten eine gute Expression in E. coli und die hochste
Reduktionsrate im Methylenblau-Assay gezeigt hatte, sollte als nachster Schritt untersucht werden,
ob die Elektronen aus der Cytoplasma-Membran lGber CymA auf STC lbertragen werden und somit
respiratorischen Ursprungs sind. Dazu wurde der Methylenblau-Assay mit einem E. coli-Stamm
wiederholt, welchem sowohl das Gen fiir CymA als auch das Gen fiir das orthologe Protein NapC
fehlt. Eine Expression von STC vom Plasmid aus in diesem cymA- und napC-defizienten Stamm
erhohte die Reduktionsrate nicht deutlich Gber das Niveau des Wildtyps (30,4 vs 32,7 nmol/min x mg;
Abbildung 15). Eine Himgruppenfarbung des Periplasmas dieses Stammes ist in Abbildung 14, Spur 16

zu sehen und zeigt die typische breite STC-Bande zwischen 12 und 25 kDa.
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Das Methylenblau-Reduktions-Experiment zeigte eine Abhadngigkeit der STC-Reduktion von CymA -
jedoch nicht, ob STC von CymA direkt reduziert oder der Elektronentransfer von MtrA vermittelt
wird. Dieser Frage wurde in einem in vitro Ansatz nachgegangen. Aus friiheren Experimenten war
bekannt, dass E. coli-Membranen, welche CymA enthalten, mit Hilfe von Glycerin-3-Phosphat in vitro
reduziert werden koénnen und dass Membran-gebundenes CymA Elektronen auf gereinigte
periplasmatische Cytochrome wie MtrA oder FccA (ibertragen kann (Schiitz et al., 2009). In diesem
Ansatz reduzieren katalytische Mengen CymA-enthaltender Membran-Fraktionen aus E. coli die
gereinigten Cytochrome, welche in deutlich héherer Konzentration eingesetzt werden. Dadurch kann
die Reduktion des (gereinigten) Cytochroms photometrisch bei einer Wellenldnge von 552 nm
verfolgt werden, wahrend die Konzentration von CymA zu gering ist, um die Quantifizierung zu
beeinflussen. Abbildung 16 zeigt Spektren von reduziertem und oxidiertem STC und den

schematischen Aufbau des in vitro Assays.

Zur Aufreinigung von STC wurde ein his-Tag mit Hilfe von Primern an das Gen fusioniert (Primer 50
und 51), stcu; in ein pBAD Plasmid kloniert und das fertige Konstrukt in S. oneidensis MR-1
transformiert. Der Stamm wurde anaerob in M4 Medium (Tabelle 5) mit Lactat und Fumarat
kultiviert und die Expression von stc,;; mit 0,1 mM Arabinose induziert. Das Periplasma wurde isoliert
und daraus STC,;s liber eine his-trap-Affinitatssaule aufgereinigt. Der E. coli Stamm JG11, welcher eine
Kopie von cymA unter Kontrolle des AHT-induzierbaren tet-Promoters im Genom tragt, wurde
anaerob kultiviert und die Expression von cymA induziert bzw. in einer Kontrolle nicht induziert. Die
Membranen wurden unter anoxischen Bedingungen prapariert und eine Menge zwischen 0,038 und
0,113 mg Protein in eine anoxische Kivette mit HEPES Puffer und Glycerin-3-Phosphat gegeben.
Nach Zugabe von 1,5 mmol gereinigtem STC,;; wurde die Absorption des Cytochroms fir 5 Minuten
bei einer Wellenlange von 552 nm gemessen. Die kontinuierliche Reduktion des gereinigten
Cytochroms fiihrte zu einer allmahlichen Zunahme der Absorption. Aus der Steigung konnte die
Reduktionsrate ermittelt werden. Diese betrug 46,9 £ 5,6 nmol/min x mg Membranprotein, wenn
CymA in der Membran enthalten war. In Kontrollexperimenten mit Membranen uninduzierter Zellen

konnte keine Reduktion von STC;; gemessen werden (1,0 £ 0,6 nmol/min x mg Membranprotein).

Um die Integritat der verwendeten Membranen zu testen, wurden ihre NADH-Oxidationsraten
verglichen. Die Membranen wiesen mit 673 £ 8,3 nmol/min x mg fir die induzierte Membran und

554 + 11,4 nmol/min x mg fur die nicht induzierte Membran vergleichbare Raten auf.
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Abb. 16: Elektronentransfer von CymA auf STC. Reprisentative Spektren von reduziertem (A) und oxidiertem (C) STC und Uberlagerung
beider Spektren (B) zum besseren Vergleich. Das reduzierte Spektrum eines c-Typ Cytochroms weist zwei charakteristische Maxima bei 552
und 522 nm auf (a- und B-Peak). Ein weiteres Maximum (y-Peak) liegt im reduzierten Zustand bei 420 nm. Im Spektrum von oxidiertem
Cytochrom verschiebt sich der y-Peak auf 410 nm und der a- und der B-Peak verschwinden. D und E Schematische Darstellung des in vitro
Assays. Die Elektronen entstammen der Reduktion von Glycerin-3-Phosphat (G3P) zu Dihydroxyacetonphosphat (DHAP) und werden Gber
CymA auf STC {ibertragen. Dieses liegt im Uberfluss vor und die allmahliche Reduktion kann bei 552 nm verfolgt werden. Fehlt CymA in der

Membran, findet kein Elektronentransfer auf STC statt und das Cytochrom bleibt oxidiert. Die Dreiecke symbolisieren die Himgruppen im

Tetrahdam-Protein STC.

3.5 Genomintegration von STC

Aufgrund der vielversprechenden Ergebnisse, welche mit STC erzielt werden konnten, sollte das Gen
ins Genom des E. coli Stamms JG146 integriert werden; unter Anderem um in den folgenden
Experimenten auf eine permanente Zugabe von Antibiotikum verzichten zu kénnen. Die Integration
von STC erfolgte tber die CRIM Plasmid basierte Methode von Haldimann und Wanner (Haldimann
and Wanner, 2001). Hierbei konnen Gene Uber Sequenz-spezifische Rekombination an einer von fiinf
verschiedenen Phagenerkennungsstellen stabil ins Genom von E. coli integriert werden. Die
Integration von STC resultierte in einem neuen Stamm (JG622), bei welchem stc unter der Kontrolle
des Arabinose Promoters steht. Die erfolgreiche Expression des Gens wurde mit Hilfe eines SDS-Gels
und anschlieBender Hamgruppenfarbung tberprift. Das Periplasma von JG622 zeigt eine Bande fir
MtrA auf der Hohe von ca. 35 kDa und die typische breite Bande fiir STC zwischen 12 und 25 kDa

(Abbildung 14). Im Methylenblau-Assay zeigt der Stamm eine um 78% gesteigerte Reduktionsrate
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verglichen mit dem Wildtyp und eine Steigerung der Rate um 19% im Vergleich zum Stamm JG146
(Abbildung 15).

3.6 Elektrochemische Experimente

Zyklische Voltametrie von Methylenblau

Die Interaktion von Methylenblau mit einer Kohlenstoffelektrode wurde mit Hilfe der zyklischen
Voltametrie untersucht. Hierzu wurde in einer LOosung mit 100 pM Methylenblau eine
Potentialspanne zwischen -0,6 und +1,1 V mit einer Sweep Rate von 10 mV/sec abgefahren und
dabei der Elektronentransfer von Methylenblau auf eine Kohlenstoffelektrode und von dieser zuriick
auf Methylenblau gemessen. Das erhaltene zyklische Voltammogram zeigt, dass der Prozess
reversibel ablduft. Es ist die Oxidation von Methylenblau bei ca. + 0,05 V (positives Maximum) und
die Reduktion bei ca. - 0,05 V (negatives Maximum) zu erkennen, was bedeutet, dass eine Interaktion

von Methylenblau mit einer Kohlenstoff-Elektrode méglich ist (Abbildung 17).
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Abb. 17: Zyklisches Voltammogram von Methylenblau. Eine Potentialspanne zwischen -0,6 und +1,1 V wurde mit einer Sweep Rate von 10
mV/sec fur 10 Zyklen abgefahren und dabei der Strom gemessen. Eine Kalomel-Elektrode diente als Referenzelektrode; die angegebenen

Potentiale sind umgerechnet gegen eine Wasserstoffelektrode (NHE).
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Stromerzeugung aus Glukose und Glycerin

Mit den vorangegangenen Experimenten konnte eindeutig gezeigt werden, dass respiratorische
Elektronen vermittelt Gber die heterologe Expression des CymA-MtrA-STC Moduls ins Periplasma des
Stammes JG622 transportiert werden kdnnen. Um diese Fahigkeit flr nicht-stochiometrische
Fermentationen nutzen zu kdnnen, war ein Ziel dieser Arbeit die Anwendung des Stamms JG622 in
mikrobiellen Brennstoffzellen zu etablieren. Hierbei sollte Methylenblau Anoden-unterstitzt
kontinuierlich re-oxidiert und somit ein Elektronenibertrag aus dem Periplasma von E. coli auf eine
Anode ermoglich werden. Das elektrochemische Verhalten des Wildtyps und des Stammes JG622
sollte in Bezug auf eine Oxidation von Glukose und Glycerin miteinander verglichen werden. In den
mikrobiellen Brennstoffzellen wurde an der Anode ein Potential von +200 mV gegen NHE angelegt
und die Atmosphare in der Anodenkammer mit N,/CO, Gas konstant anoxisch gehalten. 10 uM
Methylenblau dienten als Elektronenshuttle und vergréRerten virtuell die Anodenflache. Alle

Experimente wurden in unabhéngigen Triplikaten durchgefiihrt.

Mit Glukose als Elektronendonor stieg die Stromproduktion nach einer kurzen lag-Phase schnell an
und erreichte nach ca. 10 Stunden ein Maximum von 9,0 # 3,4 pA pro cm? Anodenfliache im Wildtyp
und 20,0 + 3,6 PA pro cm? Anodenfliche im Stamm JG622, um anschlieRend wieder abzusinken, da
die Glukose verbraucht war (Abbildung 18A). Die maximale Stromproduktion war um den Faktor 2,2
erhoht, wenn die ausgewahlten Cytochrome in E. coli heterolog exprimiert wurden. Im Mittel ergab
sich eine Stromproduktion im Wildtyp von 5,3 + 1,4 puA pro cm? Anodenflache und in JG622 von 13,4
+ 2,6 YA pro cm’ Anodenfliche. Somit war die mittlere Stromproduktion durch Expression des
Cytochrom-Moduls um den Faktor 2,5 erhoht. Beide Stamme verbrauchten Glukose mit einer
dhnlichen maximalen Oxidationsrate (uy) von 0,129 + 0,002 ht (Wildtyp) bzw. 0,135 + 0,007 h
(JG622). Wurde kein Potential an der Anode angelegt, lag pw fir den Wildtyp bei 0,153 + 0,04 h™ und
fir JG622 bei 0,111 + 0,014 h* (Abbildung 18C). In allen Ansitzen war die Glukose somit nach ca. 12

Stunden komplett verbraucht.

76



Ergebnisse

A B
20 —_— WT
— JG622
F g _ 104
E, 15+ T
E s
g 104 g 5
A &
5_
n T T T T T 1
0 T T T T 0 5 10 15 20 25 30
0 5 10 15 20 Zeit [h]
Zeit [h]
C D ~
A <
. X o &
T o .
O\Q "“? ¥ <
N & £3
0.154 o P ~
E3 o 0.04 N
& ~
Q <
=~ 0.10 £ = S
= et o
= i
=5 0.024 »
<
0.05- IS
e
0.00 Iil
000 T T T T r\l’ \‘<\[ \I \I
ey 2
6{’\' ~\§ w‘}%’ \'}'P’. P@ ef“e e,&}
© & & & &
& & ] Q
] ] & &
ST s &
WS PO
o & ¢

Abb 18: Stromproduktion und Substratverbrauch in MFCs. E. coli-Zellen des Wildtyps und des Stammes JG622 wurden hinsichtlich ihrer
Leistungsfahigkeit in mikrobiellen Brennstoffzellen verglichen. Glukose und Glycerin dienten als Kohlenstoffquelle. In der Anodenkammer
wurde ein konstantes Potential von +200 mV (gegen NHE) angelegt und 10 pM Methylenblau als Shuttle hinzugegeben. Die
Stromproduktion mit Glukose (A) und Glycerin (B) wurde fir beide Stamme in unabhangigen Triplikaten gemessen und der Mittelwert in
der Abbildung dargestellt. Die ermittelten Werte variierten weniger als 10%. Die maximale Oxidationsrate pro Stunde (LM) von Glukose (C)
und Glycerin (D) wurden fiir beide Stamme in MFCs mit und ohne Potential ermittelt. Die Balken reprasentieren die Mittelwerte und die

Fehlerbalken die Standardabweichung der Messungen in unabhangigen Triplikaten. Die Mittelwerte sind oberhalb der Balken angegeben.

Diente in den mikrobiellen Brennstoffzellen Glycerin statt Glukose als Elektronendonor, so zeigte sich
ein anderes elektrochemisches und metabolisches Verhalten der Bakterien. Schon auf den ersten
Blick war zu erkennen, dass die Stromkurven einen anderen Verlauf aufwiesen (Abbildung 18B).
Sowohl im Wildtyp als auch in der Mutante stieg der Strom direkt zu Begin des Experiments stark an,
um dann nach kurzer Zeit wieder abzusinken. In beiden Stammen lag dieses Maximum bei ca. 12
HA/cm® Nach dem Absinken pendelte sich der Strom nach 12 Stunden auf ein relativ konstantes
Niveau ein; hierbei produzierte der Stamm JG622 mit durchschnittlich 5,9 + 1,1 uA/cm2 etwa 1,5-mal
mehr Strom als der Wildtyp (3,9 + 0,7 uA/cm?). Innerhalb dieser konstanten Periode verbrauchte
JG622 0,84 + 0,06 mmol Glycerin mit einer maximalen spezifischen Oxidationsrate (uy) von 0,049 +

0,003 h™. Dies entsprach einer Abnahme des Substrats um 84%. Wurde kein Potential an der Anode
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angelegt, so verbrauchte JG622 weniger als 40% des Glycerins (0,36 £ 0,14 mmol) mit einer Rate von
nur 0,019 + 0,007 h™. Brennstoffzellen mit dem Wildtyp verstoffwechselten ca. 70% Glycerin (0,68 +
0,04 mmol) mit einer Rate von 0,030 + 0,003 h™, wenn ein Potential an der Anode angelegt war.
Ohne Potential war die Abnahme des Glycerins langsamer (u 0,005 + 0,002 h™') und nur 17% des
Substrats wurden verbraucht (0,17 £ 0,05 mmol). Die maximale Oxidationsrate von Glycerin war in

der Mutante 1,6-mal schneller als im Wildtyp (Abbildung 18D).

3.7 Exkurs: Fermentative Glycerin-Oxidation in E. coli

In den vorangegangenen Experimenten wurde ein Unterschied zwischen Glukose und Glycerin als
Substrat in einer mikrobiellen Brennstoffzelle festgestellt. Die Oxidation von Glycerin war in E. coli
viel starker an das Vorhandensein eines externen Elektronenakzeptors gekoppelt als die von Glukose.
Mit anderen Worten: Glycerin wurde nicht so leicht fermentiert wie Glukose. In den folgenden
Experimenten sollten daher zunachst die Bedingungen fir die fermentative Oxidation von Glycerin

genauer untersucht werden, um dann die Anoden-basierte Glycerin-Oxidation verbessern zu kénnen.

Hierzu wurden zunéachst E. coli Zellen (JG22) anoxisch mit Glycerin in Carbonat-gepuffertem Medium
(Tabelle 7) ohne Zugabe eines externen Elektronenakzeptors bei 37°C kultiviert. Zu verschiedenen
Zeitpunkten wurden Proben genommen und die Glycerin-Abnahme untersucht. Hierbei konnte
gezeigt werden, dass die Oxidation des Glycerins ohne Zugabe eines terminalen Akzeptors recht
langsam ablauft (py 0,005 + 0,0008 h™) und unter diesen Bedingungen in 100 Stunden nur ca. 60%
des Substrats verbraucht wurden. Der pH sank rasch von 7,3 auf 6,6 ab (Abbildung 19). Die Analyse
des Endproduktspektrums ergab die Entstehung von Succinat, Acetat, Ethanol und Formiat; Lactat
wurde nicht detektiert. Ethanol und Formiat machten dabei mit 0,75 + 0,24 mol Ethanol pro mol
verbrauchtem Glycerin und 0,70 + 0,14 mol Formiat pro mol verbrauchtem Glycerin den grof3ten
Anteil am Produktspektrum aus. Succinat und Acetat entstanden mit 0,23 + 0,01 bzw. 0,32 + 0,02 mol

pro mol Glycerin in geringerem Malie (siehe Abbildung 21).
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Abb. 19: Anaerobe Fermentation von Glycerin und pH Verlauf in einer Einzelkultur von E. coli. Die Zellen wurden ohne
Elektronenakzeptor kultiviert und die Glycerinkonzentration sowie der pH Wert bestimmt. Die rote Linie reprasentiert die
Glycerinabnahme; die griine Linie den pH-Verlauf. Die Symbole stellen die Mittelwerte und die Fehlerbalken die Standardabweichung der

Messungen in unabhangigen Triplikaten dar. Im Kasten ist die maximale Glycerinoxidationsrate der Zellen angegeben.

Um zu untersuchen, ob sich eine Veranderung des Produktspektrums und ein moglicherweise daraus
resultierender konstanter pH Wert auf die Oxidationsrate von Glycerin auswirkt, wurde das
Experiment in einer Co-Kultur von E. coli mit Methanobacterium formicicum wiederholt. M.
formicicum ist ein methanogenes Archaeum und oxidiert Formiat zu CO, und Methan, wobei NaOH

entsteht:
4 HCOONa + 5 H,0 —>3 HCO3 + 3 H'+ CH, + 4 NaOH (Schauer & Ferry, 1980).

Beide Stamme wurden zusammen in Carbonat-gepuffertem Medium (Tabelle 7) bei 37°C mit Glycerin
als einziger Kohlenstoffquelle inkubiert. Die Co-Kultivierung flihrte zu einer um das 11-fache
gesteigerten Oxidationsrate (v 0,057 + 0,0067 h™') und somit zu einem kompletten Verbrauch des
Substrats nach 53 Stunden. Wahrend des gesamten Experiments blieb der pH stabil bei Werten

zwischen 7,2 und 7,3 (Abbildung 20).
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Abb. 20: Anaerobe Fermentation von Glycerin und pH Verlauf in einer Co-Kultur von E. coli und M. formicicum. Die Zellen wurden ohne
Elektronenakzeptor kultiviert und der Verlauf der Glycerinkonzentration und des pH-Werts bestimmt. Die rote Linie stellt die
Glycerinabnahme; die griine Linie den pH-Verlauf dar. Die Symbole reprasentieren die Mittelwerte und die Fehlerbalken die
Standardabweichung der Messungen in unabhdngigen Triplikaten. Im Kasten ist die maximale Glycerinoxidationsrate der Co-Kultur

angegeben.

Formiat konnte als Endprodukt nicht gemessen werden. Die Zusammensetzung des
Produktspektrums verschob sich zu mehr Succinat und weniger Ethanol verglichen mit der reinen E.
coli Kultur. Es entstanden 0,48 + 0,03 mol Succinat pro mol verbrauchtem Glycerin und 0,49 + 0,02
mol Ethanol pro mol Glycerin. Zudem wurde in der Co-Kultur etwas weniger Acetat produziert als in

der Einzel-Kultur (0,25 + 0,00 mol Acetat pro mol Glycerin; Abbildung 21).
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¢ Einzelkultur Cokultur
mol mol
Endprodukt| Mol Glycerin sD mol Glycerin SD
Succinat 0,23 +0,01 0,48 +0,03
Acetat 0,32 +0,02 0,25 +0,00
Ethanol 0,75 +0,24 0,49 +0,02
Formiat 0,70 +0,14 n.d.

Abb. 21: Produktspektrum der Glycerin-Oxidation und Ermittlung der Stéchiometrie der Glycerin-Fermentation in einer Einzelkultur von
E. coli und einer Co-Kultur aus E. coli und M. formicicum. Der Glycerin-Verbrauch und die Entstehung von Endprodukten wurden fiir eine
Einzelkultur von E. coli (A) und einer Co-Kultur (B) aus E. coli und M. formicicum quantifiziert. Die Glycerin-Konzentration ist in schwarzen
Quadraten, die Formiat-Konzentration in roten Kreisen, die Succinat-Konzentration in blauen Dreiecken, die Acetatkonzentration in
orangen Dreiecken und die Ethanol-Konzentration in griinen Rauten dargestellt. Alle Messungen wurden in unabhdngigen Triplikaten
durchgefiihrt. C Die Stochiometrie der Glycerin-Fermentation in der Einzel- und der Co-Kultur wurde nach 101 Stunden berechnet. In der
Einzelkultur waren 17,1 mM und in der Co-Kultur 30,0 mM Glycerin verbraucht. In der Co-Kultur konnte kein Formiat detektiert werden.
Die Mittelwerte der Tabelle sind aus der Messung unabhéangiger Triplikate berechnet. SD: Standardabweichung (standard deviation); n. d.:

nicht detektierbar.

3.8 Analyse des Endprodukt-Spektrums der Anoden-unterstiitzten Glycerin-Oxidation

Die elektrochemischen Experimente, die bisher beschrieben wurden, wurden in Polycarbonat-
Reaktoren durchgefihrt, in welchen die Anodenkammer durchgehend mit N,/CO, Gas durchspilt
wurde, um anoxische oder suboxische Bedingungen zu erhalten. Im Zuge dieser Experimente wurde
festgestellt, dass leicht fllichtige Produkte wie Ethanol oder Formiat als Folge der Begasung
ausgetrieben wurden und somit keine vollstindige Kohlenstoff-oder Elektronenbilanz aufgestellt
werden kann. Die quantitative Bestimmung und Analyse der Endprodukte ist jedoch entscheidend,
um Rickschlisse auf eine respiratorische oder fermentative Natur des Metabolismus von E. coli
JG622 in einer mikrobiellen Brennstoffzelle ziehen zu kénnen. Daher wurde ein neuer Glas-Reaktor
entworfen, welcher eine konstante Begasung zur Aufrechterhaltung anoxischer Verhaltnisse

Uberflissig machte. Der Reaktor ist gasdicht und ermoglicht somit eine Quantifizierung der oben
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(Abbildung 22). In den folgenden

Experimenten wurde Glycerin als Kohlenstoffquelle gewahlt, da bereits eine verstirkte Anoden-

Abhdngigkeit der Oxidation gezeigt werden konnte (3.6 Elektrochemische Experimente).

- 5 Gas-
detektion

Abb. 22: Illlustration des Reaktor-Aufbaus fiir das Co-
Kultivierungsexperiment. Dargestellt ist der metabolische
Fluss von Glycerin zu Acetat, Ethanol und Formiat und von
Formiat zu Methan und CO,. Der rote Organismus
reprasentiert den E. coli Stamm JG622; der blaue

Organismus das Archaeum M. formicicum. Methylenblau

M. formicicum

E. coli

Wie in Kapitel 3.7 (Exkurs: Fermentative Glycerin-Oxidation in E. coli) gezeigt, limitieren eine
Akkumulation von Formiat und ein rasch sinkender pH-Wert die Glycerin-Oxidation von E. coli. Diese
Effekte kénnen jedoch durch Co-Kultivierung mit dem methanogenen Archaeum M. formicicum
abgeschwacht werden. Dieser Ansatz sollte auch in einer mikrobiellen Brennstoffzelle zur
Anwendung kommen und es sollte untersucht werden, ob die positiven Effekte der Co-Kultivierung

auch unter Anoden-reduzierenden Bedingungen genutzt werden kdnnen.

Beide Stamme wurden vorinkubiert und gemeinsam in die Glasreaktoren gegeben. Es wurde ein
Potential von + 200 mV gegen NHE an der Anode angelegt und 30 mM Glycerin sowie 10 uM
Methylenblau zugegeben. Insgesamt verbrauchte 1G622 56,6 + 2,7 mmol Glycerin in 114 Stunden.
Dies entspricht ca. 90% des Substrats. Die Entstehung der Stoffwechselendprodukte Ethanol, Acetat,
Formiat, Methan und CO, wurde gemessen und analysiert (Abbildung 23A). Die Bilanzierung der
Produkte zeigt, dass in der mikrobiellen Brennstoffzelle 0,30 + 0,01 mol Acetat und 0,53 + 0,07 mol
Ethanol pro mol verbrauchtem Glycerin entstanden sind. Es konnte kein Formiat detektiert werden,

jedoch lasst sich das entstandene Formiat aus den gemessenen Mengen fiir Acetat und Ethanol unter
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Aus Griinden der Ubersichtlichkeit wurde auf eine

Darstellung von Kathode und Referenzelektrode verzichtet.
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Annahme einer Pyruvat-Umsetzung durch die Pyruvat-Formiat-Lyase theoretisch berechnen, woraus

sich ein Wert von 0,83 + 0,08 mol Formiat pro mol Glycerin ergibt (Abbildung 23B).
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Abb. 23: Endprodukt-Spektrum der Anoden-unterstiitzten Glycerin-Oxidation. JG622 wurde mit M. formicicum fir 114 Stunden und mit
30 mM Glycerin in einer Einkammer-MFC co-kultiviert. A Die Glycerin-Abnahme und das Endprodukt-Spektrum wurden quantifiziert und B
die Redox-Bilanz und die Kohlenstoff-Regeneration kalkuliert. Die Kohlenstoff-Regeneration wurde in (mol Produkt/mol Glycerin) x Zahl der
Kohlenstoff-Atome des Molekiils und die Redox-Bilanz in (mol Produkt/mol Glycerin) x Oxidationsstatus des Molekdils berechnet. * In dem
elektrochemischen Aufbau konnte kein Formiat detektiert werden. Daher wurde die entstandene Menge an Formiat anhand der

gemessenen Mengen fiir Acetat und Ethanol theoretisch bestimmt.

Die Zellen produzierten insgesamt 193 + 47,5 ml Gas, davon waren 40,2 £ 1,7% Methan und 58,5 *
10,2% CO,. Unter Annahme einer Ldslichkeit in Wasser von Methan von 27,7 mg/| ergab sich die
Entstehung von 9,0 + 1,6 mmol Methan in den Reaktoren. Insgesamt wurden 4,5 x 10%*+ 0,37 x 10
Elektronen auf die Anode Uibertragen. Dies entspricht 7,5 + 0,62 mmol. In einem Kontrollexperiment
ohne Expression des Cytochrom-Moduls wurden fast 4 x weniger Elektronen transferiert (1,13 x 10*
+ 0,51 bzw. 1,9 + 0,86 mmol Elektronen; Abbildung 24). Normalisiert man die Zahl der Elektronen,
welche auf die Anode geflossen sind auf die Menge an verbrauchtem Glycerin, so ergibt sich ein um
das 2,7-fache gesteigerter Wert fiir die Zellen, in denen die heterologen Cytochrome exprimiert
wurden. Hierbei wurden 0,13 £ 0,017 mol Elektronen pro mol Glycerin (ibertragen, wohingegen es
0,048 + 0,009 mol Elektronen pro mol Glycerin waren, wenn die Elektronentransportkette ins
Periplasma fehlte. Ohne Induktion des Cytochrom-Moduls wurden mehr Ethanol und Formiat und

weniger Acetat produziert (Abbildung 23).
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Abb. 24: Abhdngigkeit der Stromproduktion von der Expression des heterologen Cytochrom-Moduls in E. coli. JG622 wurde mit 30 mM
Glycerin in MFCs mit einer Anode als einzigem terminalem Elektronenakzeptor kultiviert und die Stromproduktion gemessen. 10 mM
Methylenblau dienten als Mediator zwischen Periplasma und Anode. Verglichen wurde der Stamm JG622 mit und ohne Induktion des
Cytochrom-Moduls, bestehend aus den Cytochromen CymA, MtrA und STC. Die Stromproduktion wurde fur beide Bedingungen in

unabhangigen Triplikaten gemessen und der Mittelwert in der Abbildung dargestellt. Die ermittelten Werte variierten um weniger als 10%.
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Teil 1 B: Untersuchungen zum Elektronentransfer liber die duRere Membran

Fiir die Reduktion eines extrazellularen Akzeptors wie einer Anode, miissen bei Abwesenheit eines
Membran-permeablen Shuttles wie Methylenblau (in Gram-negativen Organismen) die Elektronen
Uber die &aulRere Membran transportiert werden koénnen. In S. oneidensis wird dieser
Elektronentransfer (iber sogenannte dullere Membrancytochrome (outer membrane cytochromes;
OMCs) vermittelt. Diese terminalen Reduktasen sind auf der duBeren Membran lokalisiert und
katalysieren die Reduktion von unldslichen Akzeptoren. Dabei spielt das Typ-ll-Sekretionssystem
(T2SS) eine wichtige Rolle flir den Transport der OMCs in die duBere Membran. In S. oneidensis (und
vielen anderen Proteobakterien) setzt sich das T2SS aus zwei Genclustern zusammen; einem grof3en
Operon mit 12 Genen von gspC bis gspN, welche u. a. fir die Pore und den Pilus des T2SS codieren,
und einem kleinen Operon aus den Genen gspA und gspB. Einige Komponenten des T2SS in S.
oneidensis sind essentiell fir eine korrekte Orientierung der OMCs. GspD  und gspG~ Mutanten
konnen nicht mehr mit extrazelluldren Akzeptoren wachsen und ihre OMCs sind falsch orientiert (Shi

et al., 2008, Richter et al., 2010)

3.9 Deletion von gspBA in S. oneidensis

Die Rolle von gspA und gspB bei der Sekretion von Proteinen ist fiir die meisten Organismen nicht
bekannt (Strozen et al., 2011). In diesem Teil der Arbeit sollte der Einfluss des gspBA Operons in S.
oneidensis auf die Reduktion von extrazellularem Eisen untersucht werden.

Das gspBA Operon wurde mit Hilfe des Suizid-Vektors pMQ150 gspBA deletiert. Hierzu wurde
pMQ150 mit den Restriktionsenzymen BamHI und Sall linearisiert, gspBA mit Hilfe der Primer 88 und
89 amplifiziert und die beiden Fragmente in einer isothermalen Ligation nach Gibson
zusammengesetzt (2.3.5 Klonierungsmethoden). pMQ150 gspBA wurde in den WM3064 Stamm
transformiert und von dort in S. oneidensis MR-1 konjugiert. Mittels zweier crossover-Ereignisse
wurde das gspBA Operon aus dem Genom deletiert.

Der Einfluss von gspBA auf die Eisenreduktion wurde in einem Wachstumsexperiments mit
Eisen(lll)citrat untersucht. Triplikate von S. oneidensis MR-1 (JG7), S. oneidensis AgspBA (JG786) und
S. oneidensis AgspD (JG443) wurden mit einer Start ODgy von 0,03 in M4 Medium (Tabelle 5) mit
Lactat als Elektronendonor und Eisen(lll)citrat als Elektronenakzeptor angeimpft. Zu verschiedenen
Zeitpunkten wurden Proben entnommen und OD und Eisen(ll)-Konzentration bestimmt. Sowohl die
OD als auch die Eisen(ll)-Konzentration nahmen im Wildtyp und in der AgspAB Mutante in
vergleichbarem MaRe zu, wohingegen in der AgspD Mutante kein Wachstum und keine
Eisenreduktion messbar waren (Abbildung 25). Somit konnte gezeigt werden, dass das gspBA Operon

in S. oneidensis keinen entscheidenden Einfluss auf die Reduktion von extrazellularem Eisen hat.
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Abb. 25: Reduktion von extrazelluldrem Eisen(lll) in verschiedenen S. oneidensis Stammen. S. oneidensis WT, AgspBA und AgspD wurden
anoxisch in Eisencitrat-Medium kultiviert und die Eisenkonzentration sowie die OD gemessen. Die schwarzen Kurven reprasentieren S.
oneidensis WT, die roten Kurven die AgspBA Mutante und die blauen Kurven die AgspD Mutante. Die Eisen(ll)-Konzentration ist in
durchgezogenen und die OD in gestrichelten Linien dargestellt. Die Symbole reprédsentieren die Mittelwerte und die Fehlerbalken die

Standardabweichung der unabhéangigen Triplikate.

3.10 Transfer des T2SS aus S. oneidensis in E. coli

Aus einer friiheren Studie war bekannt, dass eine Aktivierung des nativen T2SS in E. coli nicht zu einer
korrekten Orientierung von heterolog exprimierten OMCs oder zur Sekretion von |6slichen
Cytochromen aus S. oneidensis ausreicht (Richter, 2009). Daher sollte versucht werden mit Hilfe der
galk-Methode das groRe Gencluster des T2SS (gspC-gspN) aus S. oneidensis in E. coli zu Gbertragen,
um eine korrekte Orientierung der finalen Eisenreduktasen in der dulleren Membran zu ermaoglichen.
Fiir die galK-Selektion wurde das galK Gen unter der Kontrolle des konstitutiven CP6-Promotors in
den pT7blue Vektor kloniert. Hierfliir wurde das CP6-Promotor Fragment Uber eine PCR mit dem
galK-Gen fusioniert und anschlieBend in den pT7blue Vektor kloniert (Primer 1 und 2 sowie 55 und

56). Dieser Vektor diente als ga/k-Matrize fir die folgenden Klonierungen.

Eine schematische lllustration der Integrationsstrategie der gsp-Gene ist in Abbildung 26 dargestellt.
Zunachst wurde das native T2SS in E. coli deletiert. Hierzu wurde ein Konstrukt aus galK und

flankierenden homologen Bereichen zu gspC und gspO erstellt. Die flankierenden Bereiche wurden
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mit den Primern 3 und 4 sowie 5 und 6 und das galKk Gen mit den Primern 1 und 2 amplifiziert, die 3
Fragmente mit den Primern 7 und 8 zusammengesetzt und anschlieRend in den Vektor pT7 kloniert,
welcher zuvor mit den Restriktionsenzymen Xbal und Sac/ linearisiert worden war. Mit dem fertigen
Vektor wurde das native T2SS mit Hilfe der galK-Methode in dem E. coli Stamm JG155 deletiert und
durch galK ersetzt, wodurch der Stamm JG287 entstand. Anschliefend wurde ein neuer Vektor nach
derselben Methode erstellt. Dieser enthielt die gleichen homologen Bereiche, jedoch die Gene gspH
bis gspN des T2SS aus S. oneidensis an Stelle des galK-Gens. Die flankierenden Bereiche wurden mit
den Primern 4 und 11 sowie 6 und 12 amplifiziert; das T2SS-Fragment mit den Primern 9 und 10. Die
Fragmente wurden wie oben beschrieben zusammen gesetzt und in pT7 kloniert. Das fertige Plasmid
diente dazu, im Stamm JG287 dass galK-Gen durch einen ca. 5 kb groflen Teil des T2SS aus S.
oneidensis zu ersetzen. Um den fehlenden Teil des T2SS in E. coli einzubringen wurde zunachst ein
neues galK Plasmid erstellt und ins Genom von E. coli JG380 vor den bereits integrierten Bereich
eingebracht. Die 3 Fragmente des Inserts wurden mit den Primerpaaren 3 und 4, 14 und 15 sowie 1
und 2 erstellt und wie beschrieben in den pT7 Vektor ligiert. Das galKk Gen wurde vor die 5 kb des
T2SS ins Genom des Stamms JG380 inseriert. In einem letzten Schritt erfolgte die Integration der
fehlenden ersten Halfte des T2SS aus S. oneidensis. Dieses hatte eine GrofRRe von ca. 6,5 kb und
enthielt die Gene gspC bis gspH. Zusatzlich wurde der tet-Promoter mit einem Primer vor das gspC
Gen eingefligt, um die Expression des T2SS induzieren zu kénnen. Wie bereits oben beschrieben
wurde ein Plasmid mit homologen Bereichen und den Zielgenen erstellt (Primerpaare 4 und 13, 16
und 17 sowie 18 und 19) und galK durch gspC bis gspH ersetzt, wodurch der Stamm JG520 entstand.
Somit war gesamte groRe Operon des T2SS aus S. oneidensis in das Genom von E. coli eingefiigt und

unter die Kontrolle eines induzierbaren Promoters gestellt worden.

1 —upsym—CvespBu-—{wgspan— - pgsper—ngspD gspm’)—1gspor D ——mbfrm) -

2 —{psam—espBun- gspA n BfE -

3 —( Wrpsym— '8spBT -« 1gspA m» /s m m} bfr

4 —< rps) —— gspB — gspA ﬁmz» —//-m IEI‘» — bfr

5 —< rpsJ. —— gspB - gspA gspM g5pi bfr  —

Abb. 26: Schematische Darstellung der Genom-Integration des T2SS aus S. oneidensis in E. coli. 1 nativer Genlocus in E. coli zu Beginn. E.

coli-Gene des T2SS sind in beige dargestellt und angrenzende Gene in grau; der native Promoter in schwarz. Der Promoter ist in E. coli von
dem Silencer-Protein H-NS blockiert (dargestellt in beige, (Francetic et al., 2000)) 2 Deletion der Gene gspC bis gspO inklusive des
Promoter-Bereichs durch Integration von galK (griin). 3 Integration der Gene gspH bis gspN von S. oneidensis, einhergehend mit einer
Deletion von galK. T2SS-Gene von S. oneidensis sind in blau dargestellt. 4 Integration von galK vor gspH. 5 Ersetzen von galK durch gspC bis

gspH aus S. oneidensis, begleitet von der Integration des tet-Promoters (rot).
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3.11 Funktionaler Test des heterologen T2SS

Um das heterolog exprimierte T2SS auf seine Funktionalitdt hin zu untersuchen, wurde das Plasmid
PBAD_mtrFissicn in den Stamm JG520 transformiert. Das Plasmid tragt eine I6sliche Form der finalen
Eisenreduktase MtrF aus S. oneidensis. In dem klonierten Gen wurden die korrespondierenden
Basenpaare fiir die ersten 32 Aminosauren deletiert und durch die Sec-Signalsequenz aus dem
Membranprotein OmpF ersetzt. Dadurch wurde die natlirliche Modifikation mit einem Lipidanker
verhindert und eine Sekretion des Cytochroms erreicht. Der Stamm JG788 wurde in M4 Medium
(Tabelle 5) mit Glycerin und DMSO unter anoxischen Bedingungen fiir 24 h bei 30°C kultiviert, die
Expression des T2SS mit 0,43 uM AHT und von MtrFgic, mit 0,1 mM Arabinose induziert und
anschlieRend der Zelliberstand gewonnen und ankonzentriert. Als Negativ-Kontrolle wurde die
Expression von MtrFgicn in einem zweiten Ansatz nicht induziert. Als Positiv-Kontrolle diente der S.
oneidensis Stamm JG642. Die Zellen von JG642 wurden anoxisch in M4 Medium (Tabelle 5) mit
Fumarat und Lactat kultiviert, die Expression von MtrFsgi, ebenfalls mit 0,1 mM Arabinose induziert
und der Zelliiberstand gewonnen. Alle drei Uberstinde wurden auf das gleiche Volumen
ankonzentriert, auf ein SDS Gel geladen und die Hamgruppen angefarbt (Abbildung 27). In Stamm
JG788 ist weder in der induzierten noch in der nicht-induzierten Probe eine Bande in der Hamfarbung
zu erkennen. In Spur 3 ist der Zelliiberstand des Stamms JG642 geladen. Hier ist auf der Hohe von ca.
60 kDa eine Bande zu sehen. Diese entspricht der I6slichen Form von MtrF und zeigt, dass in S.
oneidensis das Cytochrom als |6sliche Form produziert und sekretiert wird. Eine Sekretion des

Proteins in E. coli konnte nicht nachgewiesen werden.

A
kDa §D

Abb.  27: Hamgruppenfarbung von Zelliiberstinden
verschiedener T2SS-Mutanten. Zellen von E. coli JG788 sowie
S. oneidensis JG642 wurden anoxisch kultiviert. Beide Stamme
enthalten die I6sliche Version des OMCs MtrF auf einem pBAD
Plasmid; JG788 tragt die heterologen Gene gspC bis gspN aus S.
oneidensis unter Kontrolle des tet-Promoters. Die Expression
der Gene des T2SS wurde in diesem Stamm mit 0,43 uM AHT
induziert und in einer Kontrolle im selben Stamm nicht
induziert. In allen Stammen wurde mtrFsgic, mMit 0,1 mM
Arabinose induziert. Jeweils 50 ml Zelliberstand wurden auf
500 pl ankonzentriert. Von dem ankonzentrierten
Zelliberstand wurden jeweils 15 pl auf ein SDS-Gel geladen und

die Hadmgruppen angefarbt.
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3.12 Transkriptionskontrolle der Gene des T2SS in E. coli

Da eine Funktionalitat des T2SS in E. coli nicht nachgewiesen werden konnte, sollte die Transkription
der einzelnen Gene genauer untersucht werden. Hierzu wurden unabhéangige Triplikate des Stammes
JG788 unter denselben Bedingungen kultiviert, wie im vorangegangenen Experiment beschrieben
(3.11 Funktionaler Test des heterologen T2SS) und die Zellen geerntet. Die Triplikate wurden
zusammengefihrt und daraus die Gesamt-RNA isoliert. Die RNA wurde mittels RT-PCR in cDNA
umgeschrieben und die Transkription der Gene des T2SS sowie von Kontrollgenen lber PCR
analysiert. Dazu wurde fiir jedes Gen des T2SS ein Primerpaar erstellt, welches einen kurzen, ca. 300-

500 nt langen Bereich innerhalb des Gens amplifiziert (Primer 26-49, Abbildung 28).

gspG 8spH

s e st 1) Lo g g g

Abb. 28: Schematische Darstellung der Primer-Bindestellen innerhalb der gsp-Gene. Die Bindestellen der Primer sind in rot markiert. lhre

Position, die GroRe der Gene und ihr Abstand zueinander innerhalb des Clusters sind ndherungsweise maRstabsgetreu.

Primer, welche an (c)DNA von housekeeping Genen binden, dienten als Positiv-Kontrolle (Primer 20-
23, Gene gyrA und rpoA). Eine Kontamination der Proben durch genomische DNA wurde mit Hilfe
von Primern ausgeschlossen, welche an intergene, nichttranskribierte Bereiche der DNA binden. In
einer cDNA Probe ohne Verunreinigung mit genomischer DNA finden diese Primer kein Template und
zeigen somit keine Bande im Agarose-Gel. Die Primer 24 und 25 dienten zur Negativ-Kontrolle.
Abbildung 29 zeigt das Agarose-Gel. Dargestellt sind jeweils nebeneinander die Proben, in denen
cDNA von JG788 ohne Induktion des T2SS (-), JG788 mit Induktion des T2SS(+) als Matrize diente und
eine Kontrolle mit genomischer DNA von JG788 (K). PCR-Reaktionen mit den Primerpaaren von gyrA
und rpoA amplifizierten DNA-Fragmente mit cDNA von JG146 und JG788, ebenso wie mit
genomischer DNA als Matrize; mit Kontrollprimern zum Ausschluss von Verunreinigungen mit
genomischer DNA waren fiir die cDNA von JG788 - und JG788 + keine Banden sichtbar. Die Primer,
welche in den Genen fir gspC, gspE, gspH, gspl, gspK und gspM binden, ergaben PCR-Produkte in
1G788 +; die Gene fiir gspF, gspG, gspL und gspN nicht. Fir gspJ ist eine sehr schwache Bande zu
sehen. In JG788 - war fir keines der Primerpaare eine Bande zu erkennen. Das Primerpaar zu

Amplifikation von DNA aus gspD erbrachte auch in der Kontrolle mit genomischer DNA kein Produkt.
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Abb. 29: Transkription des T2SS in E. coli. Die RNA des Stammes JG788 ohne (-) und mit (+) Induktion des T2SS wurde isoliert und in cDNA
umgeschrieben. Die cDNA von JG788 (-) und JG788 (+) sowie genomische DNA von JG788 (K) dienten als Matrize fir PCRs mit der
Polymerase des Mango-Mixs und 15 verschiedenen Primerpaaren. Die PCR Produkte wurden in einem 1%igen Agarose-Gel aufgetrennt.
Gene aus denen Bereiche amplifiziert wurden sind eingezeichnet. Bereiche aus gyrA und rpoA wurden als positiv-Kontrollen ausgewahlt.
Das Primerpaar ,neg” amplifiziert einen intergenen, nicht-transkribierten Bereich der (chromosomalen) DNA und dient somit als Negativ-
Kontrolle. Die Primerpaare gspC bis gspN amplifizieren Fragmente der heterolog exprimierten T2SS-Gene aus S. oneidensis. In JG788 -
wurde keine Transkription der gsp-Gene detektiert. In JG788 + konnte nur flr die Gene gspC, gspE, gspH, gspl, gspK und gspM eine
eindeutige Transkription gezeigt werden. Die Gene fiir gspF, gspG, gspL und gspN werden in JG788 nicht transkribiert. Flr gspJ ist nur eine

sehr schwache Bande im Gel zu erkennen. Das Primerpaar zur Amplifikation von gspD zeigt auch in der Kontrolle keine Bande.
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Teil 2: Intensivierung der Mikroben-Anoden-Interaktion natiirlich-exoelektrogene Stimme

Im Rahmen dieser Arbeit sollte weiterhin die Wirkung des Biofilm-induzierenden Peptids TisB auf S.
oneidensis und sein Einfluss auf eine Intensivierung der Mikroben-Anoden-Interaktion in mikrobiellen
Brennstoffzellen untersucht werden.

TisB ist ein 29 Aminosauren langes Peptid, welches bei der SOS-Antwort von E. coli ausgeschiittet
wird. Es induziert den Ubergang der Zellen in ein dormantes Stadium und kann somit zum Schutz z. B.
vor Antibiotika dienen. TisB wurde in der Arbeitsgruppe von Anne Ulrich synthetisiert und zur
Verfligung gestellt. Das Peptid wurde steril in 50%igem Ethanol in einer Konzentration von 1024
ug/ml geldst und bei -20 °C gelagert. Der verwendete S. oneidensis-Stamm JG714 tréagt ein gfp-Gen
und eine Chloramphenicol-Resistenz im Genom. Die Expression von gfp ermoglichte eine gute

Darstellung der Biofilme im Fluoreszenz-Mikroskop.

3.13 Analyse der Biofilmbildung

Optische Kohdrenztomographie (OCT)

Die optische Kohdrenztomografie (OCT) ist ein bildgebendes Messverfahren und diente zur
Quantifizierung der TisB-induzierten Biofilmbildung in S. oneidensis. Mit Hilfe der OCT-Messung
wurde die mittlere Bedeckung der Wells einer Mikrotiterplatte mit Biofilm bei verschiedenen TisB-
Konzentrationen ermittelt und verglichen. Die Auflosungsgrenze der Methode liegt bei 10 um lateral
und 2,1 um axial. In Abbildung 30 ist die durchschnittliche Abdeckungsrate der Wells bei
verschiedenen TisB-Konzentrationen und der entsprechenden Ethanol-Kontrollen ohne TisB
dargestellt. Bei der hdchsten TisB-Konzentration (256 pg/ml) wurde mit 32,5 + 10,4% die groRte
Bedeckung gemessen, mit sinkender TisB-Konzentration nahm auch die Biofilmbildung anndhernd
linear auf Werte von 2,4 * 1,3% Bedeckung bei einer Konzentration von 16 pg/ml TisB ab.
Konzentrationen unterhalb von 16 pg/ml ergaben keine messbare Aggregatbildung. Fur die Kontroll-

Proben (Ethanol ohne TisB) konnte ebenfalls keine erhéhte Biofilmbildung gemessen werden.
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Abb. 30: Prozentuale Bedeckung von Wells durch

S. oneidensis bei verschiedenen TisB
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Fluoreszenzmikroskopische Analyse der Biofilmbildung

Zum Vergleich der OCT Messungen mit einer weiteren bildgebenden Methode wurden die Zellen
unter denselben Bedingungen kultiviert und die Aggregatbildung mit Hilfe eines Fluoreszenz-
Mikroskops sichtbar gemacht. Hierzu wurden aus jedem Ansatz 5 pl entnommen, auf einen
Objekttrager pipettiert und unter dem Fluoreszenzmikroskop bei 100-facher VergroRerung
untersucht. Jeder Ansatz wurde mehrfach mikroskopiert. In Abbildung 31 ist jeweils eine
reprasentative Aufnahme abgebildet. Eine Zugabe von TisB fiihrte bei allen Konzentrationen zur
Bildung von Zellaggregaten. Bei 256 pug/ml waren diese nicht klar voneinander abgegrenzt und
bildeten eine locker vernetzte Flache. Verglichen dazu waren die Aggregate der nachst niedrigeren
Konzentrationen sehr viel distinkter und es hatten sich einzelne, groRere Flocken ausgebildet. Bei
Konzentrationen von 128 und 64 upg/ml waren die Aggregate sehr dick und daher in der
mikroskopischen Aufnahme nur leicht unscharf darzustellen. Mit abnehmender TisB Konzentration
wurden die einzelnen Flocken kleiner und es traten vermehrt planktonische Zellen auf. Jedoch waren
auch unter Zugabe von 2 pg/ml TisB noch distinkte Aggregate zu erkennen; wahrend Ansitze bei
denen TisB nicht zugegeben wurde, eine ausschlieBlich homogene Verteilung einzelner Zellen

aufwiesen.
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16 pg/ml

4 pgimi

Abb. 31: Fluoreszenz-Mikroskop-Aufnahmen mit 100-facher VergréBerung von S. oneidensis Zellen bei verschiedenen TisB-
Konzentrationen. S. oneidensis JG714 wurde bei verschiedenen TisB Konzentrationen und den korrespondierenden Ethanol-Kontrollen
inkubiert und mikroskopische Bilder von unabhéangigen Triplikaten angefertigt. In der Abbildung ist jeweils eine reprasentative Aufnahme
abgebildet. Die entsprechenden TisB-Konzentrationen und ein GréRenmarker (10 um) sind angegeben. In der Kontrolle (0 pg/ml) wurde
eine zum Experiment mit 256 pg/ml dquivalente Menge Ethanol zugegeben, um einen rein auf Alkoholzugabe basierenden Effekt

ausschlieRen zu kénnen.

3.14 Mikrobielle Brennstoffzellen mit und ohne TisB

Um den Einfluss der verstarkten Biofilmbildung auf die Stromproduktion von S. oneidensis in
mikrobiellen Brennstoffzellen zu untersuchen, wurde die Stromproduktion in unabhangigen
Triplikaten von S. oneidensis JG714 mit und ohne Zugabe von TisB verglichen. In den mikrobiellen
Brennstoffzellen wurde an der Anode ein Potential von 0 mV gegen NHE angelegt und die
Atmosphare in der Anodenkammer mit N, Gas konstant anoxisch gehalten.

Abbildung 32A zeigt den Stromverlauf der Brennstoffzellen Gber 48 Stunden. TisB wurden in einer
Konzentration von 8 pg/ml zugegeben(,mit TisB“). In den Kontrollen erfolgte die Zugabe einer
aquivalenten Menge Ethanol (,ohne TisB“). Unter beiden Bedingungen stieg die Stromproduktion in
den ersten 10-12 Stunden rasch an und verblieb dann fiir ca. 24 h relativ konstant. In den

Brennstoffzellen, in welchen TisB zugegeben wurden, begann nach etwa 30 Stunden der Strom
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wieder abzusinken. Die mittlere Stromstarke wurde daher in der konstanten Phase zwischen 12 und
36 Stunden ermittelt. Ohne Zugabe von TisB produzierten die Zellen im Mittel 13,6 = 0,9 uA/cm2
Strom. Die Zugabe von TisB resultierte in einer Steigerung der Stromproduktion um den Faktor 2,2

auf 29,9 + 2,6 pA/cm? (Abbildung 32B).
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Abb. 32: Stromproduktion durch S. oneidensis JG714 in MFCs bei gesteigerter Mikroben-Anoden-Interaktion. S. oneidensis Zellen von
JG714 wurden hinsichtlich der Stromproduktion mit und ohne Zugabe von TisB in mikrobiellen Brennstoffzellen verglichen. Lactat diente
als Kohlenstoffquelle. In der Anodenkammer wurde ein konstantes Potential von 0 mV (gegen NHE) angelegt. A Die Stromproduktion
wurde mit (rote Linie) und ohne (schwarze Linie) TisB in unabhéangigen Triplikaten gemessen und der Mittelwert in der Abbildung
dargestellt. Die ermittelten Werte variierten um weniger als 10%. B Die mittlere Stromstdrke wurde im Zeitraum von 12 und 36 Stunden

ermittelt. Die Balken reprasentieren die Mittelwerte und die Fehlerbalken die Standardabweichung der unabhangigen Triplikate.

3.15 Transkriptom-Analyse unter Biofilm-induzierenden Bedingungen

Um einen Einblick in einen moglichen Regulationsmechanismus der Biofilm-Bildung in S. oneidensis
zu bekommen wurde das Transkriptom von Zellen mit und ohne Zugabe von TisB verglichen. Dazu
wurden die Zellen in LB-Luria-Medium anaerob bei 30°C inkubiert. Dem Medium wurde eine
Konzentration von 32 ug/ml TisB (in Ethanol gel6st) bzw. eine &quivalente Menge Ethanol
zugegeben, um einen rein auf Alkoholzugabe basierenden Effekt ausschliefen zu kénnen. Nach vier
Stunden wurden die Zellen geerntet, die Gesamt-RNA isoliert und verbleibende Reste von
genomischer DNA abverdaut. Die mRNA wurde angereichert und auf einem HiSeq1000 Sequenzer in
der Arbeitsgruppe von Andreas Dotsch sequenziert. Die Daten der mRNA von Zellen mit und ohne
TisB wurden miteinander verglichen. Die einzelnen Gene, ihre (putative) Funktion und die
Anderungen der Transkription sind in Tabelle 35 dargestellt. Die Abbildung zeigt die sog. log2fc, d.h.
eine Anderung wurde Uber den zweifachen Logarithmus berechnet. Eine Anderung von + 1 bedeutet

somit eine Verdopplung der Transkription eines Gens nach Zugabe von TisB; eine Anderung von -1
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zeigt eine Halbierung der Transkription an. Insgesamt waren 34 Gene unter Zugabe von TisB
signifikant reguliert; davon war die Transkription von 32 Genen hoch- und von 2 Genen
runterreguliert. Werte, mit einer Anderung héher als +1 oder kleiner als -1 bei gleichzeitigem padj
von kleiner gleich 0,05 wurden als signifikant erachtet. Der Padj-Wert (P-value adjusted) bezeichnet
die angepasste Varianz der Transkripte. Im Anhang sind die Anderungen und padJ-Werte aller

regulierten Gene aufgefihrt.

Tab. 35: Transkriptom-Analyse unter Biofilm-induzierenden Bedingungen. Dargestellt sind die signifikanten Anderungen der
Genexpression in S. oneidensis Zellen ohne TisB im Vergleich zu Zellen, die mit TisB inkubiert wurden. Anderungen in der Expression
wurden als signifikant erachtet, wenn die Anderung iiber einem Wert von +1 oder unter einem Wert von -1 lagen, bei gleichzeitigem padj

von kleiner gleich 0,05.

Gen Genname | Anderung | Funktion des Proteins

S00314 speF 2,15 Ornithin-Decarboxylase SpeF

S00401 2,75 Putative NADPH-abhangige Quinon-Oxidoreduktase
S00727 1,47 nicht charakterisiertes Protein

S00728 1,36 nicht charakterisiertes Protein

S00798 1,34 TonB-Abhangiger Rezeptor

S00843 1,17 Transkriptioneller Regulator der LysR-Familie

S00939 3,48 Split-soret Diham Cytochrom c

S01326 yhcC 1,17 Protein der Radikal-SAM-Superfamilie YhcC

S01532 1,37 periplasmatisches Protein

S01760 -1,41 Protein der Aminosaure-Efflux-Pumpen-Permease
S01917 1,31 Transporter fiir Wachstum mit DMSO der MFS-Superfamilie
S0O1956 1,32 Phosphatidylthanolamin-bindendes Protein

S02389 emrD 1,10 Multidrug Efflux Protein EmrD

S02953 H 1,44 Schwanzlangen-messendes Protein H des Phagen Lambda
S02955 G 1,59 Schwanzlangen-messendes Protein G des Phagen Lambda
S02963 1,31 Hauptkapsid-Protein des Phagen Lambda

S02964 1,57 proteolytische Untereinheit der ATP-abhangige Clp Protease
S02968 A 1,35 Terminase A des Phagen Lambda

S02973 R 1,31 Lysozyme R des Phagen Lambda

S02978 1,22 Integrase des Phagen Lambda

S02985 0] 1,35 Replikationsprotein O des Phagen Lambda

S03342 1,01 Homotrimerer Kationenkanal (TRIC)

S03495 1,13 Protein der OsmC-Superfamilie
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S03542 xfp 1,04 D-Xylose 5-Phosphat/D-fFuctose 6-Phosphat Phosphoketolase Xfp

S0O3667 hmuz 1,03 FMN-bindendes Protein

S03668 hmuX 1,08 Ham-Eisen bindendes Protein HmuX

S0O3719 1,23 Cytochrom b561

S03720 hemG 1,22 Sauerstoff-unabhangige Protoporphyrinogenoxidase HemG

S03874 1,03 Transkriptioneller Regulator der LysR-Familie

S04060 phsC 1,95 Membran-gebundene Komponente der Schwefelreduktase PhsC

S04516 1,17 TonB-abhangiger Siderophorrezeptor

S04700 1,03 Porin der duReren Membran

S04742 glmR -1,12 Glucosamin-6-Phosphat sensitiver transkriptioneller Repressor
der Lipopolysaccharid-Biosynthese GImR

S04761 1,81 nicht charakterisiertes Protein
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4 Diskussion

Mikrobielle Brennstoffzellen (MFCs) sind eine neue und vielversprechende Technologie auf dem
Gebiet der angewandten Biologie. In einer MFC wandeln Bakterien als Katalysatoren chemische in
elektrische Energie um. Hierzu missen die Organismen Elektronen des Stoffwechsels auf eine Anode
Ubertragen konnen. Ziel dieser Arbeit war es, die Interaktion zwischen Mikroorganismen und einer
Elektrode besser zu verstehen und somit intensivieren oder de novo etablieren zu kénnen. Hierzu
wurden zwei Strategien verfolgt: in einem synthetischen Ansatz wurde auf Vorarbeiten der
Arbeitsgruppe aufgebaut und versucht, einen E. coli-Stamm in einen exoelektrogenen Organismus zu
verwandeln, welcher in der Lage ist, effektiv Anoden-Atmung zu betreiben. Das zweite Ziel war es, in
S. oneidensis, einem natirlich-exoelektrogenen Bakterium den Kontakt zur Anode zu intensivieren

und somit die Stromproduktion in einer MFC zu verbessern.

Teil 1 A: Etablierung der Mikroben-Anoden-Interaktion in einem synthetischen exoelektrogenen

Stamm
E. coli ist per se nicht in der Lage, Eisen zu reduzieren oder Elektronen direkt auf eine Anode zu

Ubertragen. In Vorarbeiten in der Arbeitsgruppe Gescher konnte jedoch gezeigt werden, dass mit
Hilfe der synthetischen Biologie E. coli durch eine heterologe Expression der Menaquinol-Oxidase
CymA aus dem exoelektrogenen Modellorganismus S. oneidensis in einen dissimilatorischen
Eisenreduzierer Gberfiihrt werden kann. Ein Ziel dieser Arbeit war es, diese Fahigkeit zu optimieren

und auf die Reduktion einer Anode hin auszuweiten.

4.1 Inventur des Periplasmas von S. oneidensis
S. oneidensis ist ein Modellorganismus fir die Erforschung der Mechanismen der dissimilatorischen

Eisenreduktion und der mikrobiellen Anodenreduktion. Bei dem Prozess der extrazelluldren Fe(lll)-
Atmung wird die Energieerzeugung mit Hilfe eines Protonengradienten an der Cytoplasmamembran
an die extrazelluldare Reduktion von Eisen-(lll)-Verbindungen gekoppelt (Myers and Nealson, 1990).
Die Herausforderung bei dieser Form der Atmung besteht dahin, dass dreiwertiges Eisen unter
neutralen pH-Bedingungen als unléslicher Elektronenakzeptor vorliegt und die Zelle zur Reduktion
die respiratorischen Elektronen auf ihre Oberflaiche transportieren muss. Trotz intensiver
Forschungsarbeiten ist zu diesem Zeitpunkt nicht eindeutig geklart, welche Proteine an der
verlangerten Elektronentransportkette von der Cytoplasmamembran, durch das Periplasma, liber die
duBRere Membran und auf den extrazellularen Akzeptor beteiligt sind. Ein Grund dafir ist, dass in S.

oneidensis die individuelle Expression von Genen fir unterschiedliche Atmungswege kaum reguliert
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ist und an der Atmung beteiligte Proteine funktionelle Uberscheidungen aufweisen (Myers and
Myers, 2003b). Besonders das Periplasma von S. oneidensis enthalt eine grofRe Zahl an Cytochromen,
Uber deren Funktion bisher wenig bis gar nichts bekannt ist. Da klassische Herangehensweisen wie
Deletionsmutanten oder Transposonmutagenesen zur Funktionsanalyse einzelner Proteine
ausscheiden (Bretschger et al., 2007), verfolgte diese Arbeit einen anderen, neuen Ansatz um die
Bedeutung einzelner periplasmatischer Cytochrome in S. oneidensis zu beleuchten. Die Cytochrome
welche unter Eisen-reduzierenden Bedingungen im Periplasma von S. oneidensis exprimiert werden,
sollten in dem ebenfalls Gram-negativen y-Proteobakterium Escherichia coli charakterisiert werden.
E. coli eignet sich besonders als Modellorganismus zur Untersuchung der dissimilatorischen
Eisenreduktion, denn es ist genetisch gut verstanden und leicht zu manipulieren, besitzt nur 7
endogene c-Typ-Cytochrome und ist selbst nicht zur Eisenreduktion fahig. Ein E. coli-Stamm mit den
Genen von zwei essentiellen Proteinen der dissimilatorischen Eisenreduktion im Genom (cymA und
mtrA) war zu Beginn dieser Arbeit bereits vorhanden. Dieser Stamm (JG146) kann I6sliches Eisen,

zum Beispiel Eisen-NTA, reduzieren (Gescher et al., 2008).

Um herauszufinden, welche Cytochrome im Periplasma unter Eisen-reduzierenden Bedingungen
exprimiert werden, wurde dieses mittels massenspektrometrischer Methoden analysiert und 12
verschiedene, |0sliche Cytochrome detektiert. Nur fiir einige dieser Proteine ist eine Rolle in der
anaeroben Atmung bekannt. MtrA (SO1777) ist neben CymA das einzige periplasmatische
Cytochrom, was essentiell am Elektronentransfer auf die Zelloberfliche beteiligt ist. Eine
Deletionsmutante dieses Cytochroms kann nicht mehr mit extrazellularen Eisenspezies als
terminalem Elektronenakzeptor wachsen (Bretschger et al., 2007). Daher war es nicht Gberraschend,
dieses Protein in der periplasmatischen Fraktion identifizieren zu kénnen. FccA (SO0970) ist ein
Flavo-Cytochrom, welches eine Rolle in der anaeroben Fumarat-Atmung in S. oneidensis spielt
(Gordon et al., 1998, Schiitz et al., 2009). Im Vergleich mit anderen Fumaratreduktasen ist dieses
Enzym einzigartig, da es ein |6sliches, monomeres Protein ist und eine Flavin-Domane mit nicht-
kovalent-gebundenem FAD und eine Tetrahdm-Domane besitzt (Pessanha et al.,, 2009).
Interessanterweise zeigt FccA unter Eisen-reduzierenden Bedingungen die deutlichste Bande in einer
Hamgruppenfarbung im SDS-Gel. NrfA (SO3980), ein Penta-Ham-Cytochrom, katalysiert die
Reduktion von Nitrit zu Ammonium und erhdlt seine Elektronen direkt von CymA (Gao et al., 2010).
ScyA (S00264) wird ebenfalls direkt von CymA reduziert und transferiert dann die Elektronen weiter
auf die periplasmatische Peroxidase CcpA (S02178). ScyA kann jedoch weder auf MtrA noch auf FccA
Elektronen Ubertragen und stellt daher zusammen mit CcpA den seltenen Fall einer isolierten

periplasmatischen Atmungskette in S. oneidensis dar (Schitz et al., 2011).
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Das kleine Tetrahdam-Cytochrom STC zeigt ebenfalls eine prominente Bande im SDS-Gel, jedoch
konnte diesem Protein bisher keine eindeutige physiologische Rolle zugeordnet werden (Ross et al.,
2007, Bretschger et al., 2008). Eine Interaktion zwischen CymA und STC sowie MtrA und STC wird
basierend auf NMR-Daten diskutiert (Fonseca et al., 2013). Eine Doppelmutante fiir STC und FccA
zeigt starke Wachstumsdefizite auf Eisen, DMSO, Nitrat und Fumarat, kann aber durch eine einzelne
Expression der Cytochrome gerettet werden (Sturm et al., 2014). Moglicherweise spielen beide
Proteine also eine entscheidendere Rolle in S. oneidensis als bisher angenommen. Eine

physiologische Rolle aller anderen detektierten Cytochrome ist bisher nicht bekannt.

4.2 Entwicklung eines Assays zur Charakterisierung der periplasmatischen Cytochrome und
Etablierung eines neuen E. coli-Stammes
Um die im Periplasma detektierten, 16slichen Cytochrome schnell und parallel in E. coli analysieren

und charakterisieren zu kdénnen, wurde ein neuer Assay zum Vergleich der periplasmatischen
Reduktionskraft entwickelt. Grundlage bildet Methylenblau, ein membran-géangiger Redox-Indikator.
Dieser kann von verschiedensten Oxidoreduktasen reduziert werden (Roller, 1984), darunter den
heterolog exprimierten c-Typ Cytochromen. Es wurde flir unterschiedliche Redoxindikatoren
getestet, ob und wie gut sie sich von E. coli reduzieren lassen, jedoch war nur bei Methylenblau eine
Reduktion erkennbar. Dies begriindet sich moglicherweise im Redoxpotential von Methylenblau, was
mit 11 mV am hdchsten lag und somit einen adaquaten Elektronenakzeptor fiir eine Vielzahl an
Oxidoreduktasen darstellt (Roller, 1984). Basis fiir die Etablierung der neuen Testmethode bildeten
drei E. coli-Stamme: der Wildtyp E. coli DH5aZl, der Stamm JG11, welcher cymA exprimiert und
JG146, welcher neben cymA zuséatzlich mtrA exprimiert. Fir die beiden letzteren Stamme wurde
bereits gezeigt, dass sie |6sliche Eisenspezies reduzieren kdnnen und dass die gekoppelte Expression
zu einer Erhohung der Reduktionsrate fihrte (Gescher et al., 2008, Schiitz et al., 2009). Daher
eigneten sich die Stamme hervorragend, um einen Einfluss der Cytochromexpression auf die
Methylenblau-Reduktion untersuchen zu kdnnen. Alle drei Stimme waren in der Lage, Methylenblau
zu reduzieren, jedoch zeigte sich zwischen dem Wildtyp und JG11 eine Steigerung der Rate um fast
40%, welche auf die Expression von cymA und eine daraus resultierende grofRere Zahl an Elektronen
im Periplasma zuriick zu fuhren ist. Die zusatzliche Expression von mtrA erhoht die Methylenblau-
Reduktionsrate um weitere 13%, was darauf hindeutet, dass MtrA als eine weitere Methylenblau-
Reduktase im Periplasma fungieren kann. Die kombinierte Expression von cymA und mtrA fihrt zu
einer deutlicheren Erhohung der Eisen-Reduktionsrate (ca. 50%) als die der Methylenblau-
Reduktionsrate. Moglicherweise funktioniert der Elektronentransfer von MtrA auf Eisen-NTA also
besser als der auf Methylenblau. Dennoch konnte gezeigt werden, dass der neu entwickelte Assay

eine geeignete Testplattform zur Analyse des Einfluss von periplasmatischen Cytochromen auf die
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Reduktionskraft von E. coli darstellt und durch die schnellen und parallelen Messungen in einem
Plattenlesegerat deutliche Vorteile gegeniiber Wachstumskurven mit Eisen als terminalem

Elektronenakzeptor bietet.

AnschlieBend an die Entwicklung des Methylenblau-Assays wurden die massenspektrometrisch
detektierten periplasmatischen c-Typ Cytochrome aus S. oneidensis heterolog in JG146 co-exprimiert
und ihre Methylenblau-Reduktionsraten verglichen. In den meisten Fallen war die Reduktionrate im
Vergleich zu JG146 nur leicht erh6ht oder sogar erniedrigt; lediglich die Co-Expression des kleinen
Tetraham-Proteins STC, des Monohams S04666, des Flavo-Cytochroms FccA und der Nitratreduktase
NrfA steigerten die Reduktionsrate deutlich Gber die von JG146. Vergleicht man die Daten der
Methylenblau-Reduktion mit einer Hamgruppenfarbung der periplasmatischen Fraktion von unter
gleichen Bedingungen kultivierten Zellen, so wird deutlich, dass in vielen Fallen die wenig oder gar
nicht gesteigerte Reduktion im Vergleich zu JG146 moglicherweise auf eine mangelhafte Expression
der Cytochrome zuriickzufihren ist. CcpA, IfcA, SoxA, FccA, SO3420, NrfA und SO4485 sind im Gel nur
sehr schwach erkennbar oder nicht zweifelsfrei zu identifizieren. Nur far STC, SO4666, SO3300 und
ScyA ist in eine deutliche Bande zu erkennen, die auf eine gute Expression des entsprechenden
Cytochroms schliefen ladsst. Interessanterweise zeigen mit NrfA und FccA zwei der schwach
exprimierten Cytochrome eine hohe Methylenblau-Reduktionsrate. Dies deutet entweder auf eine
sehr gute Methylenblau-Reduktase-Aktivitat dieser Proteine oder auf eine schlechte Expression oder
fehlerhafte Maturisierung der Cytochrome und eine daraus resultierende Zelllyse hin. Durch die
lysierenden Zellen kommen vermehrt zelluldare Oxidoreduktasen in Kontakt mit Methylenblau, was zu
einer verfalscht erhéhten Rate fiihren kann. Hingegen werden SO3300 und ScyA gut exprimiert, ihre
Produktion fiihrt aber dennoch zu keiner erhdhten Reduktionsrate. Fir SO3300 kénnte dies
bedeuten, dass das Cytochrom nicht von CymA reduziert werden kann. Die niedrige Reduktionsrate
von ScyA ist Uberraschender, wurde seine Reduktion durch CymA doch bereits in vitro gezeigt (Schiitz
et al., 2009). Eine mogliche Erkldarung hierfir konnte jedoch das hohe Reduktions-Potential dieses
Monoham-Cytochroms sein, was es schwer oxidierbar macht (Fonseca et al., 2013). Von allen
heterolog exprimierten Cytochromen ist besonders STC hervorzuheben, da eine Expression dieses
Cytochroms in E. coli JG146 die Reduktionsrate von Methylenblau um Uber 183% steigert. Daher
wurde in den folgenden Experimenten die CymA-abhangige in vivo und in vitro Reduktion von STC in

E. coli untersucht.

4.3 Reduktion von STC in Abhangigkeit von CymA
Aufgrund der vielversprechenden Ergebnisse bezliglich der Methylenblau-Reduktion von STC in

JG146 wurde nun untersucht, ob die Elektronen von CymA auf STC lbertragen werden und somit
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respiratorischen Ursprungs sind. Hierzu wurde das Methylenblau-Reduktionsexperiment mit STC in
einem E. coli-Stamm wiederholt, welcher sowohl defizient fir CymA als auch fiir das orthologe
Protein NapC ist. NapC ist eine Quinol-Reduktase und CymA sowohl in GréRe als auch in der
Aminosauresequenz sehr ahnlich. Es Ubernimmt in E. coli daher im periplasmatischen
Elektronentransfer eine dhnlich Rolle wie CymA in S. oneidensis (Richardson et al., 2001, Gescher et
al., 2008). Die Reduktionsrate des Stammes AcymAAnapC pMAL_stc war nicht wesentlich lber die
des Wildtyps erhoht, was darauf hinweist, dass der positive Effekt der Expression von STC auf die
Methylenblau-Reduktion von dem CymA-basierten Elektronentransfer ins Periplasma abhangig ist.
Ebenso konnte der direkte Elektronentransfer von CymA auf STC in vitro gezeigt werden.
Zusammengenommen zeigen die beiden zuletzt beschriebenen Experimente also, dass es moglich ist
die Reduktion von STC an das respiratorische System in E. coli zu koppeln und so vermehrt
Elektronen ins Periplasma transferieren zu konnen. Da diese Verbindung eine entscheidende Rolle
bei der Etablierung einer Interaktion von E. coli mit einer Anode spielt, wurde STC ins Genom von
JG146 integriert und der neue Stamm JG622 im Methylenblau-Assay getestet. Hier zeigte sich eine
Erhohung der Reduktionrate um 78% verglichen mit dem Wildtyp und um 19% im Vergleich zum
Stamm JG146. Eine niedrigere Reduktionsrate als in dem Stamm, welcher STC vom Plasmid aus
exprimiert, wurde erwartet und ist durch eine geringere Kopienzahl des korrespondierenden Gens
bei genomischer Expression in JG622 zu erklaren. Trotzdem zeigt das Ergebnis, dass der
Elektronentransfer Gber CymA ins Periplasma nicht limitierend und eine weiterer Erhéhung der
Methylenblau-Reduktionsrate zu erwarten ist, wenn hohere Expressionslevel erreicht werden. Der
neue, verbesserte E. coli-Stamm JG622 wurde daraufhin beziiglich seines elektrochemischen und
metabolischen Verhaltens bei der Methylenblau-basierten Anoden-Reduktion in einer MFC

untersucht.

4.4 Elektrochemische Charakterisierung von E. coli JG622
Der zelluldre Stoffwechsel ist eine Abfolge von eng aufeinander abgestimmten Oxidations- und

Reduktionsprozessen, welche von der Elektronenbilanz her betrachtet ausgeglichen sein missen. Das
Recycling von internen Elektroneniibertragern wie NADH bei fermentativen Prozessen fihrt dabei in
der Biotechnologie haufig zu unerwiinschten (reduzierteren) Nebenprodukten. Ein Ansatz zur
Vermeidung dieser Nebenprodukte ist die nicht-stéchiometrische Fermentation in MFCs. Hier dient
eine Anode als Elektronenakzeptor, der nicht verbraucht werden kann und ,Gberzahlige” Elektronen
kénnen auf die Anode statt auf reduzierte Nebenprodukte lbertragen werden. Dariiber kann eine
groRere Reinheit der Fermentationsprodukte erzielt werden (Flynn et al, 2010). Die

vorangegangenen Experimente hatten klar gezeigt, dass lber das heterolog exprimierte Cytochrom-
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Modul bestehend aus CymA, MtrA und STC Elektronen respiratorischen Ursprungs ins Periplasma des
Stammes JG622 transportiert werden konnen. Um dieses Vermogen fir nicht-stochiometrische
Fermentationen nutzen zu kdnnen, wurde eine Anodeninteraktion auf Basis der Methylenblau-
Reduktion etabliert. Eine Interaktion von Methylenblau mit der Anode konnte mit Hilfe der
zyklischen Voltametrie gezeigt werden. Anschliefend wurde das elektrochemische und metabolische
Verhalten des Wildtyps und von JG622 beziiglich Stromproduktion und Substratverbrauch fir
Glukose und Glycerin als Kohlenstoffquelle vergleichen.

Hierbei zeigte sich bei der Oxidation von Glukose eine um den Faktor 2,2 gesteigerte
Stromproduktion, wenn das Cytochrom-Modul exprimiert wurde. Dieser Wert korreliert mit der um
das 1,8 fache erhéhten Rate im Methylenblau-Assay und weil3t darauf hin, dass durch die heterologe
Expression von CymA, MtrA und STC Methylenblau-vermittelt mehr Elektronen aus dem Periplasma
auf die Anode transferiert werden koénnen. Es ist erwahnenswert, dass die maximale spezifische
Reduktionsrate von Glukose in JG622 und dem Wildtyp sowohl mit als auch ohne Potential in der
MFC annahernd gleich schnell abnimmt. Dies fihrt zu dem Schluss, dass der gréRte Teil der Glukose
fermentativ verstoffwechselt wird und die Anode nicht als essentieller Elektronenakzeptor dient.
Dennoch verstarkt die Expression des Cytochrom-Moduls die Elektronentransferrate auf die Anode
und unterstreicht, dass der synthetische Elektronentransferweg auch unter fermentativen

Bedingungen aktiv ist.

Die Verwendung von Glycerin statt Glukose als Kohlenstoffquelle verandert das Bild der
Stromproduktion ebenso wie die Unterschiede der Oxidationsraten zwischen den Stammen. Glycerin
wird deutlich langsamer verbraucht und die Stromproduktion bleibt daher langer auf einem relativ
konstanten Niveau. Der Stamm JG622 produziert etwa 1,5-mal mehr Strom als der Wildtyp und
verbraucht das Glycerin 1,6-mal schneller. Im Gegensatz zur Oxidation von Glukose ist der Verbrauch
von Glycerin verstarkt an das Vorhandensein einer Anode als Elektronenakzeptor gekoppelt. In MFCs,
in denen kein Potential angelegt wurde, verbraucht der Stamm JG622 das Substrat weniger als halb
so schnell, was darauf hinweist, dass respiratorische Elektronen zur Glycerin-Oxidation beitragen. Im
Wildtyp ist die Glycerin-Oxidation langsamer als in JG622 und ohne Zugabe von Methylenblau und
Anlegen eines Potentials an der Anode kann kaum Substrat verbraucht werden. Der
Elektronentransfer ist somit abhangig von der Expression des Cytochrom-Moduls und der
Verfligbarkeit von Methylenblau als Elektronenshuttle. Da eine Anoden-gekoppelte Oxidation fir
Glycerin gezeigt werden konnte, diente dieses Substrat fiir alle weiteren Experimente als

Kohlenstoffquelle.
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4.5 Verbesserte fermentative Glycerin-Oxidation in E. coli durch Co-Kuktivierung von M.
formicicum
Erst seit einiger Zeit ist bekannt, dass E. coli Glycerin unter bestimmten Bedingungen fermentativ

oxidieren kann. Als Voraussetzungen dafiir gelten hohe Glycerin- sowie niedrige Phosphat- und
Kaliumkonzentrationen im Medium ebenso wie ein niedriger pH-Wert (Dharmadi et al., 2006)
(Gonzalez et al., 2008). Um die Oxidation von Glycerin unter anoxischen Bedingungen besser zu
verstehen und dadurch die Anoden-basierte Glycerin-Oxidation verbessern zu kdnnen, wurde der
fermentative Verbrauch bei unterschiedlichen Bedingungen verglichen. 30 mM Glycerin wurden
sowohl einer reinen E. coli-Kultur (DH5aZl) als auch einer Mischkultur bestehend aus E. coli und dem
methanogenen Archaeum Methanobacterium formicicum ohne Zugabe eines Elektronenakzeptors
als Substrat angeboten und es wurden die Abnahme des Substrats, die Produktentstehung und der
pH-Verlauf in der Kultur gemessen. Hierbei konnte gezeigt werden, dass die Oxidation des Glycerins
vergleichbar langsam wie bei DH5aZl-Zellen in den MFCs ohne angelegtes Potential ablauft und unter
diesen Bedingungen in 100 Stunden nur ca. 60% des Substrats verbraucht wurden. Die Co-
Kultivierung von E. coli und M. formicicum resultierte in einer um das 11-fache gesteigerten Glycerin-
Oxidationsrate und fiihrte zu einem kompletten Verbrauch des Substrats in nur 53 Stunden.
AuBerdem blieb der pH-Wert unter diesen Bedingungen anndhernd konstant, wahrend er in der
reinen E. coli-Kultur schnell absank. Dies liegt zum einen daran, dass M. formicicum Formiat zu CO,
und Methan oxidiert und somit eine organische Sdure aus dem Medium entfernt und zum anderen
daran, dass bei der methanogenen Formiat-Oxidation NaOH entsteht und das Medium zusatzlich
alkalisiert wird. Das Entfernen von Formiat aus dem Gleichgewicht und der konstantere pH-Wert
flihrten zu einer Verschiebung in der Zusammensetzung des Produktspektrums zu mehr Succinat und

weniger Ethanol verglichen mit der reinen E. coli Kultur.

Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Wachstumsbedingungen sind entgegengesetzt zu
denen, die bisher als optimal fir die Fermentation von Glycerin beschrieben wurden. In
vorangegangenen Studien lag der optimale pH-Wert bei 6,3 und die Glycerin-Konzentration war mit
110 mM fast 4-mal hoher. AuRerdem war es notwendig, die Zellen unter einer offenen Argon-
Atmosphare zu kultivieren, um eine Anreicherung von Wasserstoff zu verhindern, welche das
Zellwachstum einschrénkte (Murarka et al., 2008, Beyer et al., 2013). Neben einem hoheren pH-Wert
und einer niedrigeren Glycerin-Konzentration war es in dieser Arbeit auch moglich, die Experimente
in geschlossenen GefdaBen durchzufiihren. Es stellt sich also die Frage, warum M. formicicum so eine
bedeutende Auswirkung auf die katabolische Aktivitdt von E. coli hat. Ein Grund kdnnte der stabile
pH-Wert sein, welcher fiir héhere Umsatzraten unter optimalen pH-Bedingungen sorgt. Der neutrale
pH-Wert hat weiterhin Einfluss auf den Formiat-Kanal FocA, welcher kiirzlich als genereller

Transporter fiir Endprodukte der gemischten Sduregarung beschrieben wurde (Beyer et al., 2013).
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Die Aktivitat dieses Proteins ist pH-abhdngig. Wenn der pH-Wert unter 6,8 sinkt, fungiert FocA als
Protonen/Formiat-Importer, was zu einer Anhdufung von Endprodukten der gemischten Sduregarung
im Cytoplasma fuhrt (Trchounian et al., 2012a, Trchounian, 2012b). Die Co-Kultivierung verhindert
das Absinken des pH-Werts und kann so die generelle Aktivitdit von FocA als Formiat-Exporter
stabilisieren. Dennoch zeigten Dharmadi et al. hohe Glycerin-Oxidationsraten bei niedrigen pH-
Werten. Eine mogliche Erklarung liegt in einer erhdhten Aktivitdt des Formiat-Hydrogen-Lyase-
Komplexes unter leicht sauren Bedingungen (Dharmadi et al., 2006, Trchounian et al., 2013).

Ein weiterer Grund fiir eine erhéhte Glycerin-Oxidation unter den in der vorliegenden Arbeit
beschriebenen Bedingungen scheint auch die Umwandlung von Formiat zu Methan und CO, zu sein,
welche eine Anhdufung von Wasserstoff reduziert. Es wurde gezeigt, dass eine erhdhte
Wasserstoffkonzentration in der Gasphase der Kultur eine Haupt-Limitierung der Glycerin-
Fermentation darstellen (Dharmadi et al., 2006, Gonzalez et al., 2008). Somit ist die erhéhte Glycerin-
Oxidation vermutlich auf eine Mischung aus stabilerer FocA-Aktivitat und reduzierter Wasserstoff-
Konzentration in der Atmosphére zurickzufihren.

Interessanterweise sind in der Co-Kultur gleiche Mengen an Succinat und Ethanol entstanden,
wahrend in der reinen E. coli-Kultur mehr Ethanol und weniger Succinat produziert wurden. Somit
wurde das Produktspektrum von Alkohol zu organischen Sauren verschoben, moglicherweise
begriindet durch den konstant neutralen pH-Wert. In der Co-Kultur wurde 1 g Glycerin zu 0,6 g
Succinat umgesetzt, was 50% mehr ist verglichen mit der Glycerin-Fermentation eines genetisch
verdnderten E. coli-Stammes, welcher die Dihydroxyaceton-Kinase von Citrobacter freundii
Uberexprimiert (Gonzalez et al., 2008). M. formicicum kann in einer Vielzahl von Standard-Medien
wie LB, PBS oder BG11 Medium kultiviert werden (Richter and Gescher, 2014), womit die
beschriebenen Wachstumsbedingungen Potential bieten fiir eine biotechnologische Produktion von
Succinat haben, das aktuell eine sehr gefragte Chemikalie zur Herstellung von Biopolymeren darstellt

(Bechthold et al., 2008).

4.6 Methylenblau-basierte und Anoden-unterstiitzten Glycerin-Respiration in JG622
Alle bisher beschriebenen elektrochemischen Experimente wurden in Polycarbonat-Reaktoren

durchgefiihrt, welche zu Aufrechterhaltung anoxischer Verhéltnisse konstant mit einer Gasmischung
aus N,/CO, durchspilt wurden. Im Zuge der Experimente wurde festgestellt, dass fllchtige
Substanzen wie Formiat oder Ethanol durch diese Begasung ausgetrieben werden und so keine
guantitative Analyse der Endprodukte moglich ist. Diese ist jedoch notwendig, um Riickschliisse auf
eine fermentative oder respiratorische Natur der metabolischen Prozesse wahrend der Anoden-

gestltzten Glycerin-Oxidation ziehen zu kdnnen. Daher wurde ein neuer Glas-Reaktor entworfen, der
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gasdicht geschlossen werden kann und somit eine quantitative Analyse aller Stoffwechselprodukte
erlaubt. Um eine Anreicherung von Formiat und die daraus resultierende Verlangsamung der
Glycerin-Oxidationsrate zu vermeiden, wurde auch in diesem Experiment der E. coli-Stamm
zusammen mit M. formicicum kultiviert und der Einfluss dieser Co-Kultivierung auf die Anoden-

gestiltzte Glycerin-Oxidation untersucht.

56,6 mmol Glycerin wurden von der Co-Kultur zu Acetat, Ethanol und Methan umgesetzt. Formiat
konnte  nicht detektiert werden; demzufolge resultierte die  Methan-Entstehung
hochstwahrscheinlich aus der Oxidation von Formiat zu CO, und Methan durch M. formicicum. Auch
die Entstehung von Succinat und Lactat wurde nicht gemessen. Ersteres liegt in der Afrd-Mutation
von JG622 begriindet. Die Entstehung von Lactat wird auch in anderen Studien zur anaeroben
Glycerin-Oxidation in E. coli nicht beobachtet (Dharmadi et al., 2006).

Eine genauere Betrachtung der Substrat-Oxidation beziiglich der Elektronenbilanz zeigt, dass die
Oxidation von Glycerin zu Pyruvat zu einer Freisetzung von 4 Elektronen fihrt. In den folgenden
Schritten von Pyruvat zu Acetyl-CoA (katalysiert durch die Pyruvat-Formiat-Lyase) und dem ATP-
erzeugenden Schritt vom Acetyl-CoA zu Acetat (katalysiert durch die Acetat-Kinase) werden keine
weiteren Elektronen frei. Dagegen verbraucht die Reduktion von Acetyl-CoA zu Ethanol 4 Elektronen.
Somit sollte bei der Glycerin-Garung theoretisch pro mol fermentiertem Glycerin ein mol Ethanol
entstehen, um die Elektronenbilanz auszugleichen. Tatsachlich liegt die Redoxbilanz in der
Brennstoffzelle bei 23%, wenn das Cytochrom-Modul von JG622 induziert ist. Dieser Wert erhoht sich
auf 66%, wenn eine Induktion der Cytochrom-Expression ausbleibt (berechnet aus der Gesamt-
Redox-Bilanz bezogen auf Glycerin). Die Verschiebung der Redox-Bilanz zeigt sich auch in der Zahl der
Elektronen, die pro verbrauchtem Glycerin-Molekil auf die Anode (ibertragen wurden. Die Induktion
des Cytochrom-Moduls steigert diese um den Faktor 2,7. Dieser Wert spiegelt sich in der 2,9-fach
erhohten Redox-Bilanz in den Brennstoffzellen ohne Expression der Cytochrome wieder.
Zusammengenommen geben diese Daten einen klaren Hinweis darauf, dass ohne das Cytochrom-
Modul der Stoffwechsel von einer eher respiratorischen Lebensweise hin zur Fermentation
verschoben ist. AuRerdem kann mit diesem Ergebnis gezeigt werden, dass es moglich ist, durch die
Expression von drei heterologen Cytochromen E. coli ein neues, Methylenblau-gestitztes,
respiratorisches Programm zu er6ffnen. Unter komplett fermentativen Bedingungen liegt die
Redoxbilanz von E. coli bei ca. 95% (Murarka et al., 2008). Daher muss angenommen werden, dass
auch ohne die Expression der respiratorischen Elektronentransportkette eine Art ,erweiterte
Fermentation” (facilitated fermentation) stattfindet. Da Methylenblau ein Membran-gangiges Shuttle
ist, kdnnen auch cytoplasmatische Reduktasen unspezifisch Elektronen darauf Gibertragen. Dies sorgt

fiir eine scheinbare Verschiebung einer Garung in Richtung einer Anoden-basierte Atmung. Diese
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Eigenschaft kann auch in den mikrobiellen Brennstoffzellen mit E. coli-Wildtyp-Zellen beobachtet

werden (Abbildung 18).

4.7 Generelle Betrachtungen zu E. coli als Strom-produzierendem Organismus in MFCs
In der letzten Zeit wurden einige Publikationen zu MFCs mit E. coli als katalytisch wirkendem

Bakterium veroffentlicht, welche zeigen, dass E. coli sowohl durch Zugabe von exogenen Shuttle-
Substanzen wie Neutralrot als auch in Mediator-freien MFCs Strom produzieren kann (Park and
Zeikus, 2000, Zhang et al., 2006). Einige Autoren schlagen fir letzteren Fall die endogene Sekretion
von Hydrochinonen oder anderen l6slichen Molekiilen wie Pyocyanin als mogliche Elektronencarrier
vor (Wang et al., 2007, Qiao et al., 2008, Zhang et al., 2008). In einer neuen Studie von 2014 wird
gezeigt, dass E. coli in einer Mediator-freien MFC eine l6sliche Komponente sekretiert, die sich
aufgrund der schlechteren Loslichkeit im oxidierten Zustand an der Anode anreichert und so zum
langsamen Abfall der Stromproduktion in Langzeit-MFCs fiihren kann (Nguyen et al., 2014). Yong et
al. erhéhen die Stromproduktion in E. coli durch heterologe Expression eines Porins aus
Pseudomonas aeruginosa, welches die Membranpermeabilitdt erhéht und den Elektronentransfer

von Riboflavin als Shuttle ermdglicht (Yong et al., 2013).

Ein Vergleich der erzielten Leistung in einem MFC-Reaktor mit Literaturdaten ist generell schwierig,
da es keine allgemeine Routine fiir die Durchfiihrung von elektrochemischen Experimenten gibt und
die experimentellen Bedingungen meist stark bezliglich Anodenmaterial, elektrochemischem Setup,
Medium und Substrat variieren (Logan, 2009). In einigen Studien werden Steigerungen der Leistung
von 100 auf 600 mW/m? erzielt (Park and Zeikus, 2000, Schroder et al., 2003), jedoch dienten hier
Platinelektroden als Anode und eine Stromproduktion basierend auf der elektrokatalytischen
Oxidation von Glukose durch Platin scheint wahrscheinlicher als vermittelt durch die Bakterien. Auch
in einer Mediator-freien MFC mit Kohlenstoffanode werden Leistungen im Bereich von mehreren 100
mW/cm? beschrieben (Zhang et al., 2006). In dem in dieser Arbeit beschriebenen MFC-Reaktor mit
Methylenblau als Shuttle, in welchem Glycerin durch die Co-Kultur aus E. coli und M. formicicum
Anoden-vermittelt oxidiert wird, liegt die erzielte Leistung somit mit 196,3 + 0,18 mW/m? innerhalb
dieser GroRenordnung. Die Leistung wurde unter Annahme eines typischen Kathodenpotentials von

400 mV berechnet (Logan 2008).
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Teil 1 B: Untersuchungen zum Elektronentransfer liber die duRere Membran

Fur eine Mediator-freie Interaktion von E. coli mit einer Anode ist es essentiell, dass eine terminale
Reduktase an der AuBenseite der duReren Membran verankert ist. In S. oneidensis sind MtrC wie
auch die vier anderen c-Typ-Cytochrome der duReren Membran Uber einen Lipid-Anker in der
duBeren Membran fixiert. Fir eine korrekte Orientierung und damit die Fahigkeit, Eisen(hydr)oxide
oder eine Anode zu reduzieren, braucht S. oneidensis ein funktionelles Typ-lI-Sekretionssystem,
welches die terminalen Reduktasen liber die dulere Membran sekretiert (Shi et al., 2008). Das T2SS
besteht in S. oneidensis und E. coli aus zwei Genclustern; dem kleinen Operon aus gspA und gspB
sowie dem groRen Operon, was sich aus den Genen gspC bis gspN bzw. gspO zusammensetzt.

Flr das dulBere Membrancytochrom OmcA wurde bereits gezeigt, dass auch in E. coli das T2SS fir
eine korrekte Orientierung notwendig ist. Dabei ist OmcA sowohl in E. coli K-12 als auch in E. coli B in
der duBeren Membran lokalisiert. Der B-Stamm verfiigt jedoch im Gegensatz zum Stamm K-12 Uber
ein funktionierendes Typ-II-Sekretionssystem. In Reduktionsversuchen kénnen nur Zellen des B-
Stammes unlosliche Eisen(hydr)oxide reduzieren, was darauf schlieRen lasst, dass OmcA nur mit
einem intaktem T2SS Zugang zum externen Akzeptor bekommt und Elektronen darauf tUbertragen
kann (Donald et al., 2008). Ebenfalls konnte gezeigt werden, dass eine Aktivierung des T2SS in dem K-
Stamm nicht ausreichend ist fiir eine korrekte Orientierung von MtrC, was sich vermutlich in der
hohen Spezifitdat und Selektivitat des T2SS fir bestimmte Exoproteine begriindet (Richter, 2009).
Daher war es ein Ziel dieser Arbeit, das gesamte T2SS aus E. coli durch das von S. oneidensis zu

ersetzen, um so einen Export der terminalen Reduktase in die duRere Membran zu ermdoglichen.

4.8 Der Einfluss von gspBA auf die Eisenreduktion in S. oneidensis
Uber die Funktionsweise des T2SS in Gram-negativen Bakterien im Allgemeinen sowie in E. coli und S.

oneidensis im Besonderen ist bisher nur sehr wenig bekannt. In E. coli wird fiir die Komponenten
GspA und B eine regulatorische Funktion vermutet (Francetic et al., 2000); fur S. oneidensis ist bisher
keine Funktion bekannt. Vor der Ubertragung des T2SS aus S. oneidensis in E. coli wurde zunéchst der
Einfluss des kleinen Operons aus die Eisenreduktion in S. oneidensis untersucht. Hierzu wurden gspA
und gspB aus dem Genom deletiert und die Zellen mit Eisen(lll)citrat als Elektronenakzeptor
kultiviert. Eisen(lll)citrat ist eine |6sliche Eisenspezies, welche jedoch nicht membrangangig ist (Pitts
et al., 2003, Schickberger et al.,, 2012). Daher ist die korrekte Lokalisierung und Orientierung der
OMCs entscheidend fiir eine Reduktion des Elektronenakzeptors. Es wurde kein
Wachstumsunterschied zwischen dem Wildtyp und der AgspBA Mutante festgestellt, wohingegen
eine AgspD Mutante (fir die bereits gezeigt wurde, dass sie nicht mehr mit extrazellularen
Akzeptoren wachsen kann und ihre OMCs falsch orientiert sind (Shi et al., 2008, Richter et al., 2010)

Eisen(lll)citrat nicht reduzieren konnte. Aus diesem Resultat kann geschlossen werden, dass das
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gspBA-Gencluster in S. oneidensis keine entscheidende Rolle bei der extrazelluldren Atmung spielt,

weshalb es nicht in E. coli transferiert wurde.

4.9 Funktionalitdt des T2SS aus S. oneidensis in E. coli
Da das T2SS ein komplexes Exportsystem ist und sich aus einem Gencluster von fast 12 kb

zusammensetzt, wurde es in mehreren Teilschritten und unter Zuhilfenahme verschiedener
Klonierungsmethoden in das Genom von E. coli integriert. Das native T2SS wurde mittels der galK-
Methode deletiert und anschlieRend mit einer Kombination aus gene-gorging und galK-Selektion
durch das heterologe T2SS ersetzt. Um die Funktionalitdt des neu integrierten T2SS zu testen wurde
der Export des loslichen OMCs MtrFisg i untersucht. MtrF wurde gewahlt, da es eine grolRere
Aktivitat als MtrC besitzt (Blicking et al., 2010) und es des Weiteren Hinweise darauf gibt, dass eine
starke Expression von MtrC in S. oneidensis einen toxischen Effekt verursacht, welcher bei MtrF
ausbleibt (Popp, 2009). Durch Deletion des Lipidankers des Proteins wurde eine Sekretion von
MtrFissicn in das umgebende Medium erreicht, wodurch eine Untersuchung der Aktivitat des T2SS
durch eine Hamgruppenfarbung des ankonzentrierten Zelliberstandes leicht mdglich war. Der
Vergleich der Zelliberstande von E. coli mit heterologem T2SS und S. oneidensis ergab jedoch, dass
MtrFsqich NUT in S. oneidensis sekretiert wird und das das T2SS in E. coli nicht funktional ist.

Da eine Funktionalitat des T2SS in E. coli nicht nachgewiesen werden konnte, wurde die Transkription
der einzelnen Gene genauer untersucht und dabei festgestellt, dass nicht alle Gene des gsp-Operons
transkribiert werden. Mit GspF, GspG, GspL und GspN fehlen wichtige Komponenten des Pseudopilus
und der Plattform in der Cytoplasmamembran, wodurch sich die fehlende Funktionalitat erklaren
lasst. Interessanterweise fehlen Transkripte von Genen an verschiedenen Orten des Operons; die
nicht-erfolgte Transkription einzelner Gene lasst sich also nicht mit einer Abnahme der
Transkriptionsstarke bei zunehmender Entfernung vom Promotor erklaren. Vielmehr scheint es einen
weiteren Regulationsmechanismus innerhalb der Expression des T2SS zu geben, Uber den bisher
nichts bekannt ist. Eine Herangehensweise zur Aufklarung dieses Phanomens und moglicherweise zu
einer erfolgreichen Aktivierung der Sekretion von OMCs in E. coli kénnte das Einbringen von weiteren

Promotoren vor die bisher nicht-transkribierten Gene sein.

Teil 2: Intensivierung der Mikroben-Anoden-Interaktion natiirlich-exoelektrogener Stimme

Neben der Etablierung einer Interaktion von E. coli mit einer Anode sollte im Rahmen dieser Arbeit in
einer Kooperation mit der Gruppe von Frau Prof. Ulrich zusatzlich versucht werden, den Elektroden-
Kontakt von S. oneidensis zu intensivieren und somit die elektrische Leistungsfahigkeit des

Organismus zu verbessern.
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Beim Mediator-freien Transfer von Elektronen auf eine Anode oder einen anderen unldslichen,
extrazellularen Elektronenakzeptor haben Mikroorganismen unterschiedliche Strategien entwickelt.
Die Reduktion von Eisen oder einer Anode beruht in S. oneidensis auf einer Kombination aus dem
direkten Kontakt der OMCs auf der Zelloberfliche zum Akzeptor und der Sekretion endogener
Shuttle, wohingegen G. sulfurreducens vermehrt Biofilme auf einer Anode bildet und Elektronen lber
ein konduktives Netzwerk durch mehrere Zellschichten bis zur Anode transferieren kann (Hartshorne
et al., 2009, El-Naggar et al., 2010, Jiang et al., 2010). Gegeniiberstellende Analysen zwischen beiden
Modellorganismen haben gezeigt, dass G. sulfurreducens verglichen mit S. oneidensis auf
unterschiedlichen Anodenmaterialien stets in grofRerer Zahl auf der Anode vorkommt und hohere
Stromdichten erzielt (Dolch et al., 2014). Daher war der Ansatz zur Intensivierung des Kontaktes von

S. oneidensis zu einer Anode die Biofilm-Bildung des Organismus zu verstarken.

Verstarkung der Biofilm-Bildung durch TisB

Zur Induktion der Biofilm-Bildung diente TisB, ein 29 Aminosauren langes Peptid, welches bei der
SOS-Antwort von E. coli ausgeschiittet wird. Es konnte mit verschiedenen optischen Methoden
gezeigt werden, dass unterschiedliche Konzentrationen von extern zugegebenem TisB eine Aggregat-
Bildung von S. oneidensis induzieren. Aufnahmen mit einem Fluoreszenz-Mikroskop zeigten
Zellaggregate bei allen TisB-Konzentrationen, jedoch wurden die einzelnen Zellflocken mit
abnehmender TisB Konzentration kleiner und es traten vermehrt planktonische Zellen auf. Dennoch
waren auch unter Zugabe der geringsten TisB-Konzentration (2 pg/ml) noch distinkte Aggregate zu
erkennen; wahrend Anséatze bei denen TisB nicht zugegeben wurde, eine ausschlieBlich homogene
Verteilung einzelner Zellen aufwiesen. Bei der parallelen Messung der Biofilme in einem OCT ergaben
TisB-Konzentrationen unterhalb von 16 pg/ml keine messbare Aggregatbildung. Dies ist auf die
deutlich geringere Auflosung dieser Methode zurilickzufiihren, da hier nur Partikel groRer als 10 x 2
um detektiert werden kénnen. Zusammengenommen ergaben diese Ergebnisse eine
Arbeitskonzentration von 8 pg/ml TisB fir die weiterfihrenden Analysen in MFCs, da so eine
ausreichende Biofilmbildung bei gleichzeitig geringem und somit kostensparendem Einsatz von TisB

moglich schien.

Steigerung der Stromproduktion durch Zugabe von TisB

Die Zugabe von TisB zu einer S. oneidensis-Kultur in einer MFC steigerte die Stromproduktion um den
Faktor 2,2 verglichen mit einer Kultur ohne TisB. Parallele Studien zur Zahl der sessilen Zellen mit
oder ohne Zugabe von TisB in MFCs ergaben unter Zugabe von 8 ug/ml TisB einen prozentualen

Anteil von 8,9% der Zellen auf dem Anodenmaterial, wohingegen nur 5,5% auf dem Anodenmaterial
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anhafteten wenn kein TisB zugegeben wurde (Vogel, 2013). Somit kann die erhdhte Leistung in der
MFC durch Zugabe von TisB mit einer verstdarkten Besiedelung der Anode mit Zellen begriindet
werden. Weiterflihrende Untersuchungen mit verschiedenen TisB-Konzentrationen kdnnten diese

These unterstiitzen und moglicherweise die Leistung der MFC weiter steigern.

Regulation der Transkription nach Induktion der Biofilm-Bildung

Da die Zugabe von TisB zu einer Kultur von S. oneidensis zu der Bildung von Zellaggregaten und einer
Leistungssteigerung in der MFC fihrte, wurde das Transkriptom von Zellen mit und ohne Zugabe von
TisB verglichen, um dadurch Hinweise auf mogliche Regulationsmechanismen der Biofilm-Bildung in
S. oneidensis zu bekommen. Die signifikante Regulation von 34 Genen wurde ermittelt; einige der
regulierten Gene sind potentiell an der Biofilm-Bildung der Zellen beteiligt.

Unter den transkriptionell hochregulierten Genen ist die Ornithin-Decarboxylase SpeF, ein Enzym,
welches an der Umwandlung von L-Ornithin zu Putrescin beteiligt ist. Putrescin ist ein haufiges
bakterielles Polyamin und spielt in E. coli eine wichtige Rolle bei der Stabilisierung der duBeren
Membran und dem Schutz der Zelle vor toxischen Effekten wie reaktiven Sauerstoffspezies oder
Saurestress (delaVega and Delcour, 1996, Chattopadhyay et al., 2003, Jung and Kim, 2003, Shah and
Swlatlo, 2008). In Yersinia pestis unterstiitzen Polyamine die Bildung von Biofilmen (Patel et al.,
2006), wohin gegen sie diese in Vibrio cholerae vermindern (McGinnis et al., 2009). Auch fir S.
oneidensis wurde eine Beteiligung von SpeF an der Bildung von hyperadhasiven Biofilmen
beschrieben. Hier ist jedoch der Phdnotyp abhangig von einer Deletion des betreffenden Gens (Ding
et al.,, 2014). Moglicherweise ist SpeF daher in noch unbekannter Weise an der Regulation der
Biofilm-Bildung in S. oneidensis beteiligt.

EmrD ist ebenfalls unter TisB-Bedingungen hochreguliert. Es handelt sich hierbei um eine pmf-
abhangige Translokase, die in E. coli auch als Membran-Pumpe zur Resistenz gegen Giftstoffe wie
beispielsweise Antibiotika beschrieben wird (Naroditskaya et al., 1993, May et al., 2009). Eine emrD-
Deletionmutante kann keinen Biofilm mehr bilden (Matsumura et al., 2011). Somit scheinen Efflux-
Pumpen eventuell indirekt an der Biofilm-Bildung beteiligt zu sein und EmrD kdnnte auch in S.

oneidensis eine Rolle bei der Aggregation der Zellen spielen.

GImR ist ein Repressor des gImS Gens, welches an der Peptidoglykan- und Lipopolysaccharid (LPS)-
Synthese beteiligt ist. Bildet S. oneidensis TisB-induziert einen Biofilm, so ist die Transkription von
g/mR runterreguliert. Dies konnte zu einer vermehrten LPS-Synthese fiihren, da weniger Repressor-
Protein in der Zelle vorhanden ist. Eine verstarkte Produktion von LPS kann wiederum die Bildung
von Biofilmen fordern und an der Bildung einer extrazellularen Matrix beteiligt sein (Bandara et al.,

2010).
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Mit SO3776, SO3668 und SO4516 sind Gene hochreguliert, die an der Eisenaufnahme beteiligt sind.
Dies kann daran liegen, dass der Eisenbedarf der Zelle in der friihen Phase der Biofilm-Bildung steigt,
da Eisen ein Cofaktor vieler Proteine ist (Godeke et al., 2012). In Pseudomonas aeruginosa verhindern
ein Eisenmangel oder die ungeniigende Eisenaufnahme die Bildung von dreidimensionalen Biofilmen
(Banin et al., 2005) und auch in S. oneidensis sind die Eisenaufnahme-Systeme bei der Bildung von
Biofilmen an der Grenze zwischen Luft und Medium hochreguliert (Liang et al., 2012).

Die transkriptionellen Regulatoren der LysR-Familie regulieren ein diverses Set an Genen, unter
anderem solche die an Virulenz, Stoffwechsel, Quorum Sensing und Zellbewegung beteiligt sind
(Maddocks and Oyston, 2008). Interessanterweise werden die Regulatoren SO3874 und SO0843 in
dieser Arbeit durch TisB hochreguliert, wohingegen sie in einer anderen Transkriptom-Studie in der
frihen Phase der Biofilm-Bildung in S. oneidensis dagegen weniger stark transkribiert wurden
(Godeke et al., 2012). Somit unterliegt die TisB-induzierte Zellaggregation moglicherweise einem

veranderten Mechanismus vergleichen mit der ,natlrlichen” Biofilmbildung.

Zusammengenommen geben einige der Gene Hinweise auf eine Beteiligung an der TisB-induzierten
Biofilm-Bildung. Um den genauen Mechanismus zu verstehen, sind jedoch weitere Untersuchungen

notwendig.

4.11 Ausblick
Mikrobielle Brennstoffzellen sind eine vielversprechende Technologie mit vielfaltigem

Anwendungspotential. Um sich langfristig etablieren zu kénnen, steht nicht (mehr) nur die reine
Stromerzeugung im Vordergrund, sondern beispielsweise die Applikation von MFCs zur
Abwasserreinigung, als Biosensor oder zur Synthese von Wertstoffen mittels nicht-stochiometrischer
Fermentation. Da die Leistung einer MFC verglichen mit der Energieerzeugung durch andere
regenerative Technologien meist nicht konkurrenzfahig ist, kann so die 6konomische und d6kologische
Attraktivitdit von MFCs durch die Etablierung von Nischenanwendungen und gezielte Nutzungs-
Kombinationen wie beispielsweise die mikrobielle Abwasserreinigung bei gleichzeitig ausreichender

Stromproduktion zum Betrieb der Anlage, enorm gesteigert werden.

Mit dem neu entwickelten E. coli-Stamm JG622 wurde ein gute Basis fir einen vielfiltig einsetzbaren
Organismus in einer MFC geschaffen. Ein entscheidender Vorteil von E. coli gegeniiber vielen
anderen exoelektrogenen Bakterien ist seine metabolische Flexibilitdt. So ist JG622 ohne zuséatzliche
Manipulationen in der Lage Abfallstoffe wie beispielsweise Rohglycerin als Kohlenstoffquelle zu
nutzen, wohingegen die meisten Arten, die bisher in MFCs zum Einsatz kommen nur , Elektronen-

arme” Garprodukte wie Lactat oder Acetat oxidieren kénnen. Ein weiterer Vorteil von E. coli ist, dass
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der Organismus genetisch leicht zu verandern ist und sich somit gut fur das Einbringen neuer
Stoffwechselwege eignet. Noch ist JG622 auf die Zugabe von Methylenblau als Shuttle angewiesen.
Methylenblau ist ungiftig und wird in sehr geringen Mengen eingesetzt, dennoch ist es
erstrebenswert, einen direkt-exoelektrogenen Stamm zu generieren. Beim Versuch der Etablierung
des Typ-lI-Sekretionssystems hat sich gezeigt, dass dieses System noch komplexer reguliert zu sein
scheint als bisher angenommen und tiefergehende Forschungsarbeiten notwendig sind. Die
heterologe Expression bietet hier moglicherweise einen guten Ansatz zum besseren Verstandnis der

Sekretion und ihrer Regulation.

Ebenfalls ein vielversprechender Ansatz ist die Leistungssteigerung von S. oneidensis-MFCs durch
eine Intensivierung der Biofilm-Bildung auf der Anode. Durch Zugabe des Peptids TisB in einer
geringen Konzentration von 8 ug/ml konnte mehr als eine Verdopplung der Stromproduktion erreicht
werden. Diese kann moglicherweise durch Zugabe hoherer Konzentrationen weiter verbessert
werden. Eine Moglichkeit zur Kostenreduktion besteht hier in der endogenen Synthese von TisB,
welche eine externe Zugabe Uberfliissig machen wiirde und auch der Einfluss von TisB auf andere

Mikroorgansimen in MFCs bietet ein weiteres interessantes Forschungsfeld.
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Anhang

Anhang

Transkriptomdaten

Locus ID gene_name | log2FC adjusted P signifikant
SO_0314,speF SO_0314 speF 2,15 4,22E-08 WAHR
SO_0401 SO_0401 2,75 4,70E-18 WAHR
SO_0727 SO_0727 1,47 0,0001818 WAHR
SO_0728 SO_0728 1,36 3,17E-06 WAHR
SO_0798 SO_0798 1,34 1,03E-05 WAHR
SO_0843 SO_0843 1,17 6,22E-07 WAHR
SO_0939 SO_0939 3,48 0,0016285 WAHR
SO_1326,yhcC SO_1326 yhcC 1,17 0,0002978 WAHR
SO_1532 SO_1532 1,37 6,42E-11 WAHR
SO_1760 SO_1760 -1,41 0,031373 WAHR
SO_1917 SO_1917 1,31 0,000281 WAHR
SO_1956 SO_1956 1,32 0,0020905 WAHR
SO_2389,emrD SO_2389 emrD 1,10 0,0028553 WAHR
SO_2953,H SO_2953 H 1,44 0,0007732 WAHR
SO_2955,G SO 2955 G 1,59 0,0028961 WAHR
SO_2963 SO_2963 1,31 8,13E-06  WAHR
SO_2964 SO_2964 1,57 0,0090602 WAHR
SO_2968,A SO_2968 A 1,35 0,0249291 WAHR
SO_2973,R SO 2973 R 1,31 0,0469432 WAHR
SO_2978 SO_2978 1,22 0,0496041 WAHR
SO_2985,0 SO 2985 O 1,35 0,0015486 WAHR
SO_3342 SO_3342 1,01 0,0477132 WAHR
SO_3495 SO_3495 1,13 0,0265675 WAHR
SO_3542,xfp SO_3542 xfp 1,04 5,87E-22 WAHR
SO_3667,hmuZz SO_3667 hmuZz 1,03 1,73E-05 WAHR
SO_3668,hmuX SO_3668 hmuX 1,08 2,40E-05 WAHR
SO_3719 SO_3719 1,23 0,0002978 WAHR
SO_3720,hemG SO_3720 hemG 1,22 0,01839 WAHR
SO_3874 SO_3874 1,03 0,0007526 WAHR
SO_4060,phsC SO_4060 phsC 1,95 0,0178965 WAHR
SO_4516 SO_4516 1,17 1,17E-09 WAHR
SO_4700 SO_4700 1,03 0,000902 WAHR
SO_4742,glmR SO_4742 gImR -1,12  3,58E-05 WAHR
SO_4761 SO_4761 1,81 0,0005918 WAHR
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