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Zusammenfassung

Vor dem Hintergrund der immer mehr sichtbaren Auswirkungen des anthropogenen
Klimawandels riickt die Entwicklung von Technologien, die in der Lage sind die
Treibhausgasemissionen zu senken, immer weiter in den gesellschaftlichen und
wissenschaftlichen Fokus. Die noch recht junge aber vielversprechende Technologie der
mikrobiellen Elektrosynthese vereint dabei die biologisch-katalysierte Umsetzung von CO:z zu
organischen Verbindungen, wobei elektrischer Strom in Form von kathodischen Elektronen als
alleinige Energie- und Elektronenquelle dient. Es stehen bisher jedoch noch relativ wenige, gut
charakterisierte Biokatalysatoren fiir solch einen Prozess zur Verfiigung. Vor kurzem konnte
das thermoacidophile Knallgasbakterium Kyrpidia spormannii als ein aussichtsreicher
Biokatalysator isoliert werden, welcher in der Lage ist unter elektroautotrophen, oxischen
Bedingungen CO: zu fixieren. AuBBerdem ist dieser Mikroorganismus ein natiirlicher Produzent
von Polyhydroxybutyrat (PHB), einem industriell interessanten Biopolymer, das zur
Herstellung von biologisch abbaubarem Kunststoff verwendet wird. Das Ziel dieser Arbeit war
es liber eine Adaption unter elektroautotrophen Bedingungen sowie durch eine darauffolgende
genomische Analyse ein besseres Verstindnis iiber die zugrundeliegenden Mechanismen des
Wachstums eines elektroautotrophen Biofilms zu erhalten. AuBlerdem sollten die PHB-
Synthesegene analysiert werden um die Produktbildung in K. spormannii optimieren zu

konnen.

Die in dieser Arbeit durchgefiihrte Adaption an elektroautotrophe Bedingungen, stellt die erste
Adaption eines Mikroorganismus unter solchen Bedingungen dar. Die Anpassung von
K. spormannii zeigte sich besonders in einer bis zu vierfach gesteigerten Biofilm-
Akkumulationsrate, einer schnelleren vollstdndigen Kathodenbedeckung und der Ausbildung
eines homogeneren Biofilms. Durch die genomische Variantendetektion des adaptierten
Stamms konnten eine Vielzahl verschiedener Variationen detektiert werden, wovon einigen
eine direkte Auswirkung auf die elektroautotrophen Wachstumsbedingungen zugeschrieben
werden konnte. So deuten die Variationen zum einen auf eine Anpassung an oxidativen Stress
hin, der durch die Sauerstoffreduktion zu reaktiven Sauerstoffspezies in oxischen
bioelektrochemischen Systemen hervorgerufen wird. Zum anderen sprechen Variationen der
EPS- und Peptidoglykansynthese fiir deren Anpassung an die Substrat- und
Nahrstofflimitationen innerhalb des Biofilms und eine potentielle verbesserte Aufnahme durch
die dicke Peptidoglykanschicht des Gram-positiven K. spormannii. Eine weitere Mutation

konnte in einem in K. spormannii noch unbekannten Gencluster eines Heterodisulfid-
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Reduktase-Komplex identifiziert werden, welcher an der Oxidation reduzierter
Schwefelverbindungen beteiligt zu sein scheint. Darauthin konnte auch das lithoautotrophe
Wachstum mit elementarem Schwefel als alleiniger Energie- und Elektronenquelle in
K. spormannii bewiesen werden. Diese Féhigkeit diente auch der Postulation eines potentiellen
Schwefel-basierten Elektronenaufnahmemechanismus, der neben einem Mechanismus auf der
Basis von Wasserstoff existieren konnte. Durch Sequenzanalysen des PHB-Synthese
Genclusters konnten mit PhaQ und PhaP auBlerdem weitere wichtige Komponenten in der
Bildung von PHB identifiziert und die Funktionalitidt des gesamten Genclusters durch eine
heterologe Expression in E. coli bewiesen werden. Uberdies, konnten auf dem Weg zur
Entwicklung eines genetischen Systems erste wichtige Schritte, wie die Entwicklung eines
Selektionssystem oder eines host-mimicking-Plasmids, gemacht werden. Dieses System soll in
spateren Versuchen dazu genutzt werden, den Biokatalysator K. spormannii mit den in dieser

Arbeit ermittelten Ergebnissen fiir einen mikrobielle Elektrosyntheseprozess zu optimieren.
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I. [Einleitung

1.1. Das Treibhausgas Kohlenstoffdioxid

Das Pariser Klimaabkommen aus dem Jahr 2015 ist ein Projekt der Klimarahmenkonvention
der Vereinten Nationen mit dem Ziel, den anthropogenen Klimawandel und die damit
verbundene globale Erwérmung nicht hdher als 2 °C bzw. 1,5 °C gegeniiber des vorindustriellen
Niveaus steigen zu lassen. Das Zwei-Grad-Ziel ist dabei das vorgegebene Ziel des Abkommens.
Zusitzlich soll aber auch die Vermeidung einer Erhdhung von 1,5 °C verfolgt werden, um die
Risiken des Klimawandels zu verringern (FCCC, 2015). Das Abkommen wurde bis heute von
187 Nationen ratifiziert und die jeweiligen national festgelegten Beitrdge (nationally
determined contributions, NDCs) zum Erfiillen dieses Abkommens festgehalten (United
Nations Treaty Collection, 2019). Ungeachtet dieser nationalen Bemiihungen erreichten die
globalen Treibhausgasemissionen im Jahr 2018 jedoch einen neuen Hochststand von

55,3 GtCOze (Olhoff und Christensen, 2019).

Zu den Treibhausgasen, welche den groBten Einfluss auf den anthropogenen Klimawandel
haben, gehoren Fluorkohlenwasserstoffe, Methan (CHas), Stickstoffmonoxid (N20) und
Kohlenstoffdioxid (CO2) (Abb. 1). Letzteres gilt in seiner heutigen Abundanz als das mit
Abstand klimaschédlichste Treibhausgas (Hofmann et al., 2006). Innerhalb der letzten
800.000 Jahre war die atmosphérische CO2 Konzentration — wie die von CH4 und N20 — nie
hoher als heute. Im Zeitraum zwischen 1750 und 2011 stieg die CO2-Konzentration um etwa
40 % auf eine Konzentration von circa 400 ppm an (IPCC, 2014; Friedlingstein et al., 2019;
Kuramochi et al., 2019; Olhoff und Christensen, 2019). Insbesondere seit Ende des 19.
Jahrhunderts, und speziell ab den 1950er Jahren ist ein besonders starker Anstieg der CO:-
Konzentration zu verzeichnen (Friedlingstein et al., 2019). Dies ist nachweislich vor allem auf
die Nutzung fossiler Brennstoffe und die exzessive Landnutzung des Menschen
zuriickzufithren, weshalb der beobachtete Klimawandel und die damit verbundene globale

Erwarmung als anthropogenen Ursprungs gilt (IPCC, 2013, 2014).
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Abb. 1: Globale Treibhausgas-Emissionen im Zeitraum von 1989 bis 2018. Es sind die fiinf schéidlichsten Treibhausgase
aufgefiihrt, wozu fluorierte Gase (F-gase), Stickstoffmonoxid (N20), Methan (CH4) und fossile COz-Emissionen
gehoren, sowie die Emissionen, die durch die Landnutzungsinderung entstehen. Die angegebenen absoluten Mengen
der Treibhausgase sind in ihrem GtCO:-Aquivalent angegeben. Verindert nach Kuramochi et al., 2019.

Nach heutigen Angaben wiirden die angestrebten NDCs fiir eine Erhohung der weltweiten
Temperaturen um 3,2 °C sorgen und damit das 2 °C-Ziel klar verfehlen. Besorgniserregend ist
dabei, dass ein Grofiteil der G20 Staaten, die fir 78 % der weltweiten Emissionen
verantwortlich sind, laut UN-Angaben selbst diese angestrebten NDCs vermutlich nicht
erreichen werden (Olhoff und Christensen, 2019). Aus diesem Grund muss sich die momentane
Abhingigkeit unserer Gesellschaft von fossilen Brennstoffen radikal &ndern, wenn die
Klimaziele erreicht werden sollen. Je spiter dabei gehandelt wird, desto radikaler muss dieser
Wechsel zu erneuerbaren Energien und energieeffizienteren Systemen vollzogen werden. Auch
die angestrebte CO2-Neutralitit von Industrien, die stark von kohlenstoff-haltigen Rohstoffen
abhéngig sind, sollte schneller voranschreiten (TWI2050, 2019). COz-haltige Abgasstrome, die
heute noch als Abfallprodukte gelten, miissen als Rohstoff angesehen werden, damit eine
Abkehr des heutigen linearen ,,one-way cradle to grave manufacturing model “ (Peterson, 2004)
hin zu einer zirkuldren Kohlenstoffwirtschaft moglich wird (Europdische Kommission, 2015;

Lee, Keller, ef al., 2017; Lee, Wolfersdorf, et al., 2017).
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1.2. Der Rohstoff Kohlenstoffdioxid

Das Ziel einer Wertschopfungskette, in der Kohlenstoffdioxid (COz2) als Rohstoff eingesetzt
wird, ist, den darin gebundenen Kohlenstoff wieder als Ausgangsrohstoff fiir die chemische
Industrie oder biologischen Prozessen zur Verfiigung zu stellen. Bei letzterer kann es sich dabei
um eine Reintegration in umweltbiologische Systeme oder die biotechnologische Nutzung
derer handeln. Obwohl es verschiedene Konzepte gibt, emittiertes CO2 zu speichern (engl.:
Carbon Capture and Storage, CCS), liegt vermehrt der wissenschaftliche und gesellschaftliche
Fokus auf sogenannten CCU-Technologien (engl.: Carbon Capture and Utilisation) (Koch et
al., 2016). Deren Hauptaugenmerk liegt nicht auf der Speicherung von emittiertem COz,
sondern auf einem reduzierten Verbrauch fossiler Ressourcen. Somit konnte CO: als
industrieller Rohstoff verwendet werden, und es wiirde ein technischer Kohlenstoftkreislauf
entstehen. Dabei stellen jedoch die chemischen Eigenschaften von Kohlenstoffdioxid die
grofften Herausforderungen bei der stofflichen Nutzung von CO2 dar. Es handelt sich bei CO2
aus thermodynamischer Sicht um ein sehr reaktionstrages Molekiil mit einer Standardenthalpie
AH{° von -396 kJ mol™! (Aresta et al., 2014). Bis auf die Herstellung von Carbonaten aus CO2
bedarf es dadurch bei der Nutzung von CO: einer relativ hohen Aktivierungsenergie (Aresta et
al.,2014; Zheng et al., 2017). Dafiir sind meist spezielle Technologien und Katalysatoren von
Noten, welche die Aktivierungsenergien senken und somit die Reaktion bei geeigneten
Temperaturen ermoglichen (Koch et al, 2016; Zheng et al., 2017). Eine der groBten
Herausforderungen fiir neue Technologien im Bereich der Umsetzung von COz ist daher auch
die unzureichende katalytische Aktivitidt und/oder Langlebigkeit der momentan verwendeten
Katalysatoren (Zheng et al., 2017). Heutzutage wird meist Wasserstoff (Hz2) als Energietrager
fiir die Reduktion von COz2 genutzt. Weitere Energietridger konnen jedoch auch Wérme, Licht
oder Elektrizitit sein. Allerdings muss erwidhnt werden, dass photo- und elektrochemische
Reduktionstechnologien noch Probleme bei der Selektivitdt und der Ausbeute haben (Koch et

al., 2016).

Chemische Verfahren zur Nutzung von CO:2 gab es schon in den 70er Jahren des
20. Jahrhunderts. Viele von ihnen setzen in erster Linie auf die initiale Herstellung von
Synthesegas (CO/Hz), hergestellt aus CO2 und — im 6kologisch besten Falle ,,griinem*®, also
nachhaltig produziertem — Wasserstoff. Synthesegas dient vor allem in der sogenannten
Fischer-Tropsch-Synthese fiir die Herstellung von verschiedenen Kohlenwasserstoffen wie
Benzin, Diesel oder Heizol. Dabei wird das gewlinschte Produkt in dieser Reaktion durch

Syntheseparameter wie Temperatur und Druck eingestellt (Kelly, 2018). Die Wirtschaftlichkeit
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dieser Synthese wird momentan jedoch durch unzureichende Reinheit der Produkte verhindert.
Synthesegas kann ebenfalls als Ausgangsrohstoff zur Methanolsynthese verwendet werden.
Solche Anlagen sind schon heutzutage in Gebrauch, beispielsweise auf Island, wo sie an ein
Geothermiekraftwerk gekoppelt sind (Marlin et al., 2018). Nachhaltig produziertes Methanol
ist vor allem als Kraftstoff bzw. Energiespeicher interessant. Weitere Synthesen, bei denen CO2
als Edukt eingesetzt werden kann, sind beispielsweise die Synthese von Methan, Formiat,
Harnstoff oder verschiedenen Polymeren wie Polypropylencarbonat (PPC) oder
Polyethercarbonatpolyol (PECP) (Aresta ef al., 2014; France et al., 2015; Koch et al., 2016;
Zheng et al., 2017). Die grofiten Probleme mit denen chemische Verfahren jedoch zu kimpfen
haben sind die teilweise noch geringe Ausbeuten und die Entstehung unerwiinschte
Nebenprodukte (Kruse et al., 2015). AuBlerdem miissen die Edukte, allen voran die COz-
Quellen eine relativ hohe Reinheit aufweisen um eine Vergiftung des Katalysators zu
vermeiden, wodurch oftmals sehr aufwendige und kostenintensive Aufreinigungsschritte
erforderlich sind (Kruse ef al., 2015). Aulerdem kommt hinzu, dass momentan die Preise fiir
CO2 zu niedrig und fiir ,,griinen” Wasserstoff zu hoch sind, sodass die Verfahren aus

wirtschaftlicher Sicht unrentabel sind (Koch et al., 2016).

1.3. Biotechnologische Nutzung von CO»

Eine weitere Mdglichkeit zur Nutzung von CO:z bieten biologische bzw. biotechnologische
Verfahren. Ein deutlicher Vorteil gegeniiber chemischen Verfahren ist die besondere
Robustheit von Biokatalysatoren gegeniiber Verunreinigungen in verwendeten COz-haltigen
Abgasstromen. Dies ist vor allem auf die Spezifitit und Selektivitit der im Metabolismus
aktiven Enzyme zur COz-Fixierung zuriickzufiihren (Zheng et al., 2017). Dadurch ergibt sich
der Vorteil, dass ein biotechnologischer Prozess direkt an der jeweiligen Emissionsquelle

eingesetzt werden kann.

Dabei muss unterschieden werden zwischen Spezies, die in der Lage sind CO2 aufzunehmen,
und solchen die in der Lage sind dieses als alleinige Kohlenstoffquelle zu benutzen (Hu ef al.,
2019). Organismen, die zu letzterem befdhigt sind, werden auch als ,,autotroph* (altgriech.
autos ,,selbst” und trophe ,,Erndhrung®) bezeichnet. Die wohl herkdmmlichste biologische
Nutzung bietet die CO2 Fixierung von Pflanzen mithilfe der Photosynthese. Licht liefert hierbei
die Energie fiir die Reduktion von CO2, weswegen man von Photo(auto)trophie (altgriech. phos
,Licht®) spricht. Die Biomasse dieser Energiepflanzen kann, je nach Pflanze, anschlieend

genutzt werden um Biokraftstoffe wie Biodiesel oder Bioethanol herzustellen, oder verbrannt

4
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werden um Energie und/oder Wiarme zu gewinnen (Koch ef al., 2016). Auerdem werden auch
photosynthetisch aktive, aquatische Organismen wie Makro- und Mikroalgen oder
Cyanobakterien biotechnologisch genutzt, da sie eine wesentlich hohere Wachstumsrate als
Landpflanzen besitzen, nicht in Konkurrenz mit landwirtschaftlichen Flichen zum Anbau von
Nutzpflanzen stehen und hoherwertige Produkte herstellen konnen, teilweise durch genetische
Manipulationen des Metabolismus einzelner Organismenarten (Claassens et al., 2016). Fiir
verschiedene Algen haben sich schon einige industrielle Anwendungen ergeben, sowie
Planungen fiir die ndchste Generation von Pilotanlagen zur Produktion von Biomasse,
Biokraftstoffen oder anderen Basischemikalien (Fischedick ez al., 2015; Koch et al., 2016). Ein
Problem, welches oft die Wirtschaftlichkeit solcher Anlagen mindert, ist die konstante
Umwiélzung der Algensuspension um eine ausreichende Lichtzufuhr zu gewéhrleisten und ein

Biofouling zu vermeiden (Reis und Da Silva, 2016).

Eine weitere Moglichkeit zur biotechnologischen Nutzung stellen nicht-photosynthetisch
aktive, aber dennoch autotrophe Bakterien und Archaeen dar. Sie nutzen die Energie aus der
Oxidation chemischer Verbindungen fiir die Reduktion von COz2. Man spricht in diesem
Zusammenhang auch von einer chemoautotrophen Lebensweise (Fuchs et al., 2017). In den
meisten Féllen sind es anorganische Verbindungen, die ihnen als Energie- und Elektronenquelle
dienen, wie Fe*, HS", NH4", S° oder H> (Amils, 2011). Besonders die biotechnologische
Nutzung Hz-oxidierender (hydrogenotropher) Mikroorganismen riickte in den letzten Jahren ins
Interesse der wissenschaftlichen Forschung, denn besonders wenn die Produktion von
nachhaltig produziertem Wasserstoff 6konomisch sinnvoll wird, wiirden sich hier eine Reihe
von Anwendungen flir Mikroorganismen als Biokatalysatoren bieten (Kumar et al., 2018;
Thakur ef al., 2018). Erste Anlagen setzen dabei auf die Gasfermentation, insbesondere von
Synthesegas (Takors et al., 2018). Die Firma Lanzatech Inc. nutzt beispielsweise das acetogene
Bakterium Clostridium autoethanogenum fiir die Produktion von Ethanol oder 2,3-Butandiol

aus Abfall-Gasstromen eines Stahlwerks (Takors et al., 2018).
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1.3.1. CO»-Fixierungswege in der Biotechnologie

Bei der biologischen CO:z-Fixierung gibt es einige Unterschiede in der Art wie Organismen
CO:2 assimilieren. Es sind bis heute sechs biologische Stoffwechselwege bekannt, die
Organismen zur CO: Fixierung befdhigen, jedoch wird davon ausgegangen, dass noch weitere,
bislang unbekannte Varianten oder auch neue Wege dafiir existieren (Claassens et al., 2016;
Mall et al., 2018). An dieser Stelle soll nun auf die zwei Wege eingegangen werden, die in der
biotechnologischen Anwendung am weitesten verbreitet sind: Der Calvin-Zyklus und der
Wood-Ljungdahl-Weg (Abb. 2). Die weiteren CO2-Fixierungswege sind in biotechnologisch
genutzten Mikroorganismen bisher kaum in Erscheinung getreten (Claassens et al., 2016).
Auch synthetische Wege, welche die Schwichen der bisher bekannten Fixierungsarten
verbessern, indem sie beispielsweise Enzyme aus verschiedenen Wegen kombinieren und damit
eine effizientere Arbeitsweise der CO:-Fixierung ermdglichen, sind Gegenstand der
wissenschaftlichen Forschung (Bar-Even et al., 2010; Schwander et al., 2016; Claassens, 2017;
Liang et al., 2018; Hu et al., 2019).

Western branch
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Formiat SF oFd Formyl-MFR
Ribulose-5-phosphat- ATP ATP, THF ra ied H,TP
IKinase H,0+/| “+H0
o 5 b
@ Formyl-THF Formyl-H,TP
Fruktose- Ribulose-1,5-bisphosphat O § 3
6-phosphat 55 no v HO §
SN 3
> . CO, o 8 Methenyl-THF CO Methenyl-H, TP <
P RuBisCO 4 53 s
o8 AH, Fofh &
Fruktose- < ° CoA~{ CoA . s
1,6-bisphosphat 3-Phosphoglycerat Methylen-THF Methylen-H, TP
NADPH j ATP AH, Fopot
Dihydroxy- <«———— Glycerin- < 1,3-Bisphos-
acetonphosphat aldehyd- phoglycerat Methyl- THF ——— Methyl-H,TP
3-phosphat
phosp THF+ H,TP
v
Acetyl-CoA
Pyruvat- 2Fdr, CO,
Synthase CoASH
Pyruvat

Abb. 2: Schematische Darstellung des Calvin-Zyklus (A) und des Wood-Ljungdahl-Wegs (B). In der Darstellung (A)
des Calvin-Zyklus sind die beiden Schliisselreaktionen durch die Ribulose-5-Phosphat-Kinase und die RuBisCO in Lila,
die Schritte, die Teil der Gluconeogenese sind, in Rot und Teile des Pentose-Phosphat-Weg in Blau dargestellt. Die
Schritte in blau werden von der Transketolase und der Transaldolase katalysiert. In (B) sind die Schritte der
Acetogenese in Griin und die der Methanogenese in Gelb dargestellt. Verindert nach (Bar-Even et al., 2012; Fuchs et
al., 2017; Reiner, 2019). THF — Tetrahydrofolat; AH: — reduzierter Elektronendonor; Fdrea — reduziertes Ferredoxin;
MFR — Methanofuran; H4TP — Tetrahydromethanopterin oder Tetrahydrosarcinopterin.



Einleitung

Calvin-Benson-Bassham-Zyklus

Der Calvin-Benson-Bassham-Zyklus (kurz: Calvin-Zyklus) ist der quantitativ wichtigste CO2
Fixierungsweg auf der Erde. Uber 90 % des anorganischen Kohlenstoffs wird durch das
Schliisselenzym, die RuBisCO (Ribulose-1,5-Bisphosphat-Carboxylase/Oxygenase) fixiert
(Berg, 2011; Erb und Zarzycki, 2018). Der Calvin-Zyklus kommt in allen grilnen Pflanzen,
Cyanobakterien, phototrophen Purpurbakterien und den meisten aeroben oder fakultativ

anaeroben, autotrophen Bakterien vor (Berg et al., 2010; Fuchs et al., 2017).

Der Zyklus ist in drei Schritte eingeteilt: Im ersten Schritt katalysiert die RuBisCO die
elektrophile Addition von CO2 an Ribulose-1,5-Bisphosphat (Ru-1,5-BP) (siche Abb. 2A)
(Berg, 2011; Berg et al., 2013). Das dabei entstehende, instabile Endiolat-Zwischenprodukt
hydrolysiert anschlieBend zu zwei Molekiilen 3-Phosphoglycerat (3-PG). Der zweite Schritt
besteht aus der Aktivierung und Reduktion von 3-PG zu Glycerinaldehyd-3-Phosphat (GAP)
unter ATP- und NADPH-Verbrauch. Daraus konnen in der Gluconeogenese
Hexosemonophosphate aufgebaut werden. Im dritten Teil des Calvin-Zyklus wird mit
Ru-1,5-BP das Akzeptormolekiil der RuBisCO wieder regeneriert. Dafiir wird Fruktose-6-
Phosphat zusammen mit GAP und dessen Isomer Dihydroxyacetonphosphat (DHAP) im
reduktiven Teil des Pentose-Phosphat-Weges umgesetzt (Berg et al., 2013). Diese
Zuckerumwandlungs-reaktion wird insbesondere von den beiden Enzymen Transaldolase und
Transketolase katalysiert. Schlussendlich entsteht iiber verschiedene Cs-C7-Phosphat
Intermediate Ribulose-5-Phosphat. Dieses wird durch das zweite Schliisselenzym des Calvin-

Zyklus, die Ribulose-5-phosphat-Kinase zu Ru-1,5-BP phosphoryliert (Fuchs et al., 2017).

Ihrer Benennung entsprechend, hat die RuBisCO jedoch eine entscheidende Schwachstelle: ihre
Oxygenase-Nebenaktivitdt. Das durch die Reaktion mit Oz entstehende 2-Phosphoglykolat ist
toxisch fiir Zellen, da es essentielle Stoffwechselenzyme, wie die Phosphofruktokinase oder die
Triosephosphat-Isomerase inhibiert. Bei der Riickfiihrung von zwei 2-Phosphoglykolat-
Molekiilen in den Metabolismus, der sogenannten Photorespiration, geht ein C-Atom als CO2
verloren und stellt damit einen betridchtlichen Kohlenstoffverlust fiir die Zelle dar (Berg et al.,
2013). Der Erfolg des Calvin-Zyklus ist wohl darauf zuriickzufiihren, dass seine Enzyme — trotz
seiner Reaktion mit Sauerstoff —, im Gegensatz zu anderen CO:-Fixierungswegen, sehr robust
gegeniiber molekularem Sauerstoff sind. AuBerdem erlaubt seine strikte Trennung vom
zentralen Metabolismus eine effektivere Regulation (Berg, 2011). Diese beiden Eigenschaften,

zusammen mit der Tatsache, dass es sich bei dem Produkt des Calvin-Zyklus mit 3-PG um
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einen C3-Korper handelt, machen den Calvin-Zyklus auch fiir biotechnologische Prozesse

interessant.

Reduktiver Acetyl-CoA-Weg

Im Gegensatz zum Calvin-Zyklus kommt der Reduktive Acetyl-CoA-Weg (oder Wood-
Ljungdahl-Weg) nur in strikt anaeroben Mikroorganismen vor. Dazu gehdren methanogene
Archaea und acetogene Bacteria, einige sulfat- und eisenreduzierende, sowie
ammoniumoxidierende Bacteria (Berg, 2011; Fuchs et al., 2017). Besonders bei methanogenen
und acetogenen Mikroorganismen gilt dieser Weg als ein ,,.Leben am thermodynamischen
Limit“, da die Energieausbeute relativ gering ist (Schuchmann und Miiller, 2014; Prakash et
al., 2019). Dies kann nur durch die hohe Umsatzrate dieser Organismen kompensiert werden.
Daraus folgen auch die relativ hohen CO2-Konzentrationen, die sie zur Energiegewinnung
bendtigen. In diesem Weg wird die Reduktion von zwei Molekiilen CO2 zusitzlich an die
Energiekonservierung in Form eines elektrochemischen Gradienten gekoppelt, weswegen es

auch als CO2-Atmung bezeichnet wird (Berg, 2011).

Der Wood-Ljungdahl Weg kann in zwei Zweige gegliedert werden (eastern und western
branch), in denen jeweils ein Molekiil COz reduziert wird (siche Abb. 2B) (Saini et al., 2011).
Im eastern branch (auch methyl branch, ,Methyl-Zweig®) von acetogenen Bacteria, wird eines
davon unter ATP-Verbrauch an Tetrahydrofolat (THF) gebunden und mithilfe von NAD(P)H
und reduziertem Ferredoxin (Fdred) zu einer Methylgruppe reduziert. Der Unterschied zu
methanogenen Archaea besteht darin, dass hier das CO2-Molekiil unter der Zuhilfenahme von
Fdrea an den Cofaktor Methanofuran (MFR) gebunden und anschlieBend an
Tetrahydromethanopterin oder Tetrahydrosarcinopterin weitergegeben wird (Berg, 2011).
Wahrenddessen wird im western branch (auch carbonyl branch, ,,Carbonyl-Zweig®) das zweite
CO2 Molekiil, gebunden an das Nickelatom einer CO-Dehydrogenase, zu Kohlenstoffmonoxid
(CO) reduziert. Diese CO Dehydrogenase befindet sich in einem Komplex mit einer Acetyl-
CoA Synthase, welche die Methylgruppe des eastern branch zusammen mit der CO-Gruppe
und Coenzym A (CoA) zu Acetyl-CoA kondensiert (Berg ef al., 2010; Fuchs et al., 2017). Diese
CO-Dehydrogenase/Acetyl-CoA Synthase ist das Schliisselenzym des Wood-Ljungdahl-Wegs.
Um Biomasse aufzubauen wird Acetyl-CoA mithilfe der Pyruvat-Synthase zu Pyruvat
umgesetzt (Berg, 2011). Fiir die Energiegewinnung unterscheiden sich die beiden CO2-
Atmungen zwar, beruhen jedoch in beiden Fillen in gewissem Malle auf der Oxidation von Ha
(Hydrogenotrophie). Sowohl in der Acetogenese, als auch in der Methanogenese haben sich

unterschiedliche Subtypen zur Energiegewinnung ausgebildet, die auf die jeweiligen
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okologischen Gegebenheiten stark angepasst sind. Das Elektronenpaar von H2 wird meist in
einer elektronenbifurkierenden Reaktion energetisch ,,disproportioniert®, in ein Elektron mit
einem hoheren und eines mit einem niedrigeren Potential. Das resultierende Elektron mit einem
niedrigeren Potential wird — stand heute — dazu genutzt um Ferredoxin (Fd) oder Flavodoxin
(Fld) zu reduzieren (Fdred/Fldred), das zweite — energiedrmere — um eine Reihe verschiedener
Molekiile zu reduzieren, wie NAD(P)', Pyruvat, das Heterodisulfid CoM-S-S-CoB oder
Ubiquinon (Buckel und Thauer, 2018). Somit koénnen in der Elektronenbifurkation
energiereichere Reduktionsdquivalente (Fdred) aus einer Ausgangsverbindung (H2) mit
energiedrmeren Elektronen hergestellt werden. Die Reduktionsmittel Fdred oder Fldred konnen
nun dazu genutzt werden, das elektrochemische Membranpotential zu erhéhen — und damit
ATP aufzubauen —, oder stark endergone zelluldre Reaktionen zu katalysieren. Die meisten
Acetogenen beruhen dabei auf der Nutzung einer elektronenbifurkierenden Hydrogenase die
Fdreda und NAD(P)H herstellt (Schuchmann und Miiller, 2014). Beide Komponenten werden
anschlieBend sowohl fiir die CO2 Reduktion, als auch fiir die ATP-Synthese genutzt. AuBerdem
kann zur weiteren ATP-Gewinnung das gebildete Acetyl-CoA in einer Substratstufen-
phosphorylierungsreaktion zu Acetat und ATP gespalten werden (Berg, 2011). Bei der CO2
Reduktion in Methanogenen wird innerhalb des Methyl-Zweigs die Methyl-Gruppe von CH3-
H4MPT auf Coenzym M (HS-CoM) iibertragen und anschlieBend reduktiv demethyliert. Dies
erfolgt mit Coenzym B (HS-CoB), wobei Methan (CHa4) und das Heterodisulfid CoM-S-S-CoB
entsteht (Ferry, 2010). Um die beiden Coenzyme wieder zu regenerieren wird CoM-S-S-CoB
in einer elektronenbifurkierenden Reaktion als ,,energiearmer* Elektronenakzeptor verwendet.
Diese Reaktion wird durch den HdrABC Komplex katalysiert, der ebenfalls Elektronen von Ha
(oder Formiat) nutzt, um reduziertes Ferredoxin herzustellen (Ferry, 2010; Buckel und Thauer,

2018).

Mit dem Wood-Ljungdahl Weg ist es den meisten Organismen auflerdem moglich weitere Ci-
Korper zu assimilieren, wie beispielsweise CO, Formiat, Formaldehyd oder andere Methyl-
Gruppen-tragende organische Verbindungen (Berg, 2011). In biotechnologischen Verfahren,
speziell zur Umsetzung des oben genannten Syngas (H2/CO/COz2), haben sich acetogene
Bakterien als besonders vielversprechend erwiesen. Sie besitzen verschiedene Vorteile wie ihre
hohen Umsatzraten von CO oder — je nach Emissionsquelle — CO2 und oft eine genetische
Zuginglichkeit (Takors et al., 2018). Jedoch sind diese Organismen nicht ausnahmslos nutzbar
mit konventionellen COz-Emissionsquellen, da viele davon sehr stark mit CO2 angereichert
sind (>95 %) und H2 als Energiequelle nicht immer zur Verfiigung steht, bzw. nachhaltig

hergestellt noch relativ teuer ist (Takors et al, 2018). AuBerdem sind viele Abgase mit
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Sauerstoff kontaminiert, welches den Einsatz der strikt anaeroben acetogenen Bakterien nicht

moglich macht (Takors et al., 2018).

1.4. Bioelektrochemische Nutzung von CO-

Die bisher beschriebenen Energiequellen fiir die biotechnologische Nutzung von CO: sind
Lichtenergie (Photoautotrophie) und chemische Energie (Chemoautotrophie) wie H2 und CO.
Doch im Jahr 2009 konnten erste Hinweise erbracht werden, dass ebenfalls elektrische Energie
als Energie- und Elektronenquelle fiir die mikrobiologische Reduktion von CO: nutzbar ist
(Cheng et al., 2009). Ein Jahr spiter wurde der Begriff der ,,mikrobiellen Elektrosynthese*
(MES) geprégt, als Nevin und Kollegen zeigen konnten, dass der acetogene Organismus
Sporomusa ovata mit einer Graphit-Kathode als alleinige Energie- und Elektronenquelle in der
Lage ist Acetat zu produzieren. Kohlenstoffquelle war hier CO2 (Nevin ef al., 2010). Definiert
wurde die MES als ,,die Reduktion von Kohlenstoffdioxid zu hoherwertigen Kohlenstoft-
Verbindungen (engl. multicarbon compounds) mit Elektronen, die von einer Elektrode als

Elektronendonor bereit gestellt werden* (Rabaey und Rozendal, 2010; Nevin ef al., 2011).

1.4.1. Bioelektrochemische Systeme

Die mikrobielle Elektrosynthese wird als eine Unterart der bioelektrochemischen Systeme
(BES) gefiihrt, in denen biologische Einheiten als Katalysatoren genutzt werden. Dazu zéhlen
enzym-katalysierte Systeme, aber auch DNA oder ganze Zellen konnen als solche
Biokatalysatoren eingesetzt werden (Schréder et al.,, 2015). Die direkte oder indirekte
elektrochemische Interaktion von Mikroorganismen mit einer Elektrode wird dabei auch unter
dem Begriff der mikrobiellen Elektrochemie zusammengefasst. Jedoch zéhlen dazu nur
sogenannte primdre mikrobielle Elektrochemische Systeme (METs), da hier eine direkte
Kopplung der mikrobiellen und der elektrochemischen Vorgéinge besteht. Im Gegensatz dazu
stehen eher indirekte Prozesse bei sekunddren METs, beispielsweise die elektrochemische
Kontrolle mikrobieller Wachstumsparameter wie der O2/Hz Partialdruck oder der pH-Wert.
Auch sehr hohe oder niedrige Potentialbereiche sind ein Indiz fiir eine sekunddres MET. Bei
primidren METs liegen die angelegten Potentiale meist in einem physiologisch relevanten
Bereich, da hier ein extrazelluldrer Elektronentransport (EET) in Form einer Reduktion oder

Oxidation der Elektroden vorliegt (Schroder et al., 2015).

Die Interaktion der Mikroorganismen mit dem elektrischen Leiter beruht hierbei entweder auf

kapazitiven oder faradayschen Effekten. Kapazitive Interaktionen entstehen vor allem durch
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die Anhaftung der Mikroorganismen an die Elektrodenoberfldche, wodurch die Kapazitét der
Elektrode weitgehend herabgesetzt wird (Schroder er al., 2015). Dieser Effekt ist jedoch
unabhdngig von Stoffwechselvorgingen innerhalb des Mikroorganismus. Faradaysche
Interaktionen sind speziell Oxidations- und Reduktionsreaktionen die Mikroorganismen mit
den Elektroden eingehen (Schroder ef al., 2015). Diese involvieren in den meisten Féllen
extrazellulire Elektronentransfer-Reaktionen. Fiir Biofilme von Geobacter sulfurreducens
konnte auflerdem nachgewiesen werden, dass sie pseudo-kapazitive Eigenschaften haben, deren
Ausloser die c-Typ Cytochrome von G. sulfurreducens sind. Diese Cytochrom-basierten
Biofilme funktionieren wie ein Superkondensator und sind daher elektrochemisch von Interesse

(Malvankar et al., 2012; Caizan-Juanarena et al., 2019).

Die wohl am besten beschriebene bioelektrochemische Technologie ist die sogenannte
mikrobielle Brennstoffzelle (engl. microbial fuel cell, MFC). Sie besteht meist aus einem
Zweikammersystem. Im  Anodenkompartiment findet eine Oxidation organischer
Kohlenstoffverbindungen durch Mikroorganismen statt (Abb. 3A). Die im Stoffwechsel
anfallenden Elektronen werden anschlieBend auf die Anode iibertragen, die als terminaler
Elektronenakzeptor einer anaeroben Atmung dient (Logan, 2009). Sie gelangen {iber einen
Widerstand oder einen Verbraucher an die — im Kathodenkompartiment befindliche — Kathode
(Logan et al., 2006; Logan und Rabaey, 2012). Dieser Elektronenfluss kann als Stromfluss
gemessen und auch genutzt werden. An der Kathode reagieren die Elektronen dann
beispielsweise mit Sauerstoff und Protonen zu Wasser. Der Ladungsausgleich zwischen
Anoden- und Kathodenkompartiment kann iiber eine Kationenaustauschmembran oder eine
Salzbriicke erreicht werden (Logan et al., 2006). Im Anodenkompartiment miissen jedoch stets
anoxische Bedingungen herrschen, da Sauerstoff durch sein hohes Redoxpotential mit der
Anode als Elektronenakzeptor konkurrieren wiirde (Ucar et al., 2017). Nach dem ersten Beweis
fiir die Funktionsweise einer MFC im Jahr 1911, sind die Anwendungsgebiete fiir MFCs
inzwischen sehr divers (Potter, 1911). GroBes Potential wird dieser Technologie in der
Abreinigung von kommunalen oder industriellen Abwasserstrémen mit einer gleichzeitigen
Stromproduktion zugesprochen. Auflerdem kdnnen sie in der Bioremediation, als Biosensor
oder in mikrobiellen Entsalzungsanlagen eingesetzt werden (Cao et al., 2009; Golitsch et al.,
2013; Sun et al., 2015; Simonte et al., 2017; Corbella et al., 2019). Auch in mikrobiellen
Elektrolysezellen (engl. microbial electrolysis cell, MEC) wird eine Bioanode eingesetzt, wobei
das kathodische Potential durch eine externe Spannungsquelle erniedrigt wird, um an der
Kathode die abiotische Produktion von H2 oder Wasserstoffperoxid zu katalysieren (Lu und

Ren, 2016). Auch dieser Technologie wird ein grof3es Potential zugesprochen, sodass sie immer
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mehr in den wissenschaftlichen Fokus riickt (Call und Logan, 2008; Aiken et al., 2019;
Karthikeyan et al., 2019).
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Abb. 3: Schematische Darstellung der (A) mikrobiellen Brennstoffzelle (MFC) und der (B) mikrobiellen
Elektrosynthesezelle (MES). Die ablaufenden Redoxreaktionen sind exemplarisch dargestellt.

1.4.2. Mikrobielle Elektrosynthese

Im Gegensatz zu den oben beschriebenen Technologien ist die MES ein Prozess, bei dem eine
Biokathode im Fokus steht, um die Produktion hoherwertiger Kohlenstoffverbindungen aus
COz2 und elektrischen Strom zu katalysieren (Abb. 3B). Die MES bietet daher fiir die Industrie
eine Moglichkeit, elektrische Energie in chemische Energie umzuwandeln und damit lagerbar
bzw. vielseitiger nutzbar zu machen. Speziell bei der nachhaltigen Stromproduktion mit Wind-
und Sonnenenergie fallen hohe Stromiiberschiisse an, die eine Entwicklung neuer
Energiespeichertechnologien antreiben, da diese heutzutage eine grofe Herausforderungen
darstellen (Jiirgensen et al., 2014; Gotz et al., 2016). Obwohl die mikrobielle Elektrosynthese
bisher noch eine der am wenigsten ausgereiftesten METs ist, werden ihr gesellschaftliche und
okologische Auswirkungen, sowie ein industrielles Potential vorausgesagt (Bajracharya,
Vanbroekhoven, et al., 2017; Prévoteau et al., 2020). Damit héitte die mikrobielle
Elektrosynthese die Mdglichkeit die besagte Energiespeicherung mit der Reduktion von CO2
Emissionen zu vereinen, in Kombination mit den — in Abschnitt 1.2 beschriebenen — Vorteilen

von Biokatalysatoren. AuBlerdem kann die MES in bestehende Systeme integriert werden um
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die Ausbeuten und die Reinheit der Produkte zu verbessern oder die Oxidation im
Anodenkompartiment und die damit anfallenden Elektronen biotisch oder abiotisch an einer
Biokathode zu nutzen. Mogliche anodische Oxidationsreaktionen der MES konnen daher
biotisch sein, wie z.B. bei Syngas-Fermentationen, Biogas-Anlagen, Abgasstromen aus
Geothermie-Kraftwerken oder mikrobiellen Entsalzungsanlagen, aber auch die abiotische
Elektrolyse von Wasser oder toxischer Verunreinigungen wie Sulfid sind moglich (Tremblay

und Zhang, 2015; Zhang und Tremblay, 2019).

Die Mikroorganismen, die in diesen Anwendungen genutzt werden, miissen in der Lage sein,
Elektronen von einer Kathode aufzunehmen und physiologisch zu nutzen, um CO2 zu
reduzieren und daraus Biomasse bzw. das gewiinschte Produkt herzustellen. Solche
Organismen werden auch als ,,elektrotroph® oder — wenn die COz-fixierende Eigenschaft mit
einbezogen wird — ,,elektroautotroph* bezeichnet (Tremblay und Zhang, 2015; Karthikeyan et
al., 2019; Logan et al., 2019). Dass bakterielle Biofilme auf Graphitkathoden elektroaktive
Eigenschatten besitzen, konnte schon frither in MFCs mit Meerwasser gezeigt werden, als
Biokathoden die Stromdichte ansteigen lieBen (Hasvold et al., 1997). Seither haben sich zwei
Typen mikrobieller Katalysatoren fiir MES etabliert: Gemischte Konsortien und Reinkulturen
(Tremblay und Zhang, 2015). Die verwendeten Konsortien stammen dabei meist aus Sediment-
oder Abwasser-Proben. In der Anwendung besitzen sie den Vorteil, dass sie keine sterilen
Bedingungen bendtigen und sehr robust gegeniiber leichten Anderungen der
Kultivierungsbedingungen sind. Jedoch haben Studien gezeigt, dass die Produktion eines
einzigen Produkts schwierig sein kann (Zaybak et al., 2013). Einen interessanten Aspekt stellen
Konsortien in der die Isolation neuartiger elektroautotropher Reinkulturen dar (Zaybak et al.,
2013; Reiner et al., 2020). Die ersten Reinkulturen befassten sich besonders mit den
elektrotrophen Eigenschaften von Geobacter metallireducens, bei dem eine Kathoden-
gekoppelte Nitrat-Reduktion nachgewiesen werden konnte (Gregory et al., 2004). Seither
konnten bei Mikroorganismen aus vielen phylogenetischen Gruppen elektrotrophe
Eigenschaften nachgewiesen werden: die Nitrat-Reduktion durch Cupriavidus necator, Sulfat-
reduzierende = Desulfopila- und  Desulfovibrio-Stimme,  Ha-Produktion  durch
Desulfovibrio paquesi, und andere Oz-reduzierende Organismen wie Klebsiella pneumoniae
(Bergel et al., 2005; Cordas et al., 2008; Aulenta ef al., 2012; Beese-Vasbender, Nayak, et al.,
2015; Debuy et al., 2015; Logan et al., 2019). Sehr auffillig ist jedoch die grofle Anzahl
acetogener Bakterien der Gattungen Sporomusa und Clostridium oder aber methanogener
Archaea wie Methanococcus maripaludis (Cheng et al., 2009; Nevin et al., 2010, 2011;
Bajracharya et al., 2015; Deutzmann et al., 2015; Siegert et al., 2015; Aryal et al., 2017). An
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den elektroautotrophen Eigenschaften dieser beiden Gruppen wird momentan besonders
intensiv geforscht, da sie bisher die vielversprechendsten Biokatalysatoren darstellen und
daraus resultierend von groBem Interesse fiir eine biotechnologische Anwendung sind
(Bajracharya, Srikanth, et al., 2017; Jiang et al., 2019). Acetogene und Methanogene nutzen
den Wood-Ljungdahl-Weg zur CO: Fixierung. Die Produktion von Methan (engl.
electromethanogenesis) ist jedoch aufgrund kompetitiveren und kostengiinstigeren Verfahren
wie Biogasanlagen nur selten wirtschaftlich. Das primédre Endprodukt der Acetogenese, Acetat,
stellt zwar einen wichtigen Ausgangsstoff fiir weitere chemischen Synthesen dar, jedoch ist der
anabole Kohlenstoff-Metabolismus acetogener Organismen so mit der CO2-Reduktion
verkniipft, dass eine Weiterentwicklung des Produktspektrums hin zu aufwéndigeren und
langkettigen Verbindungen nur schwer zu bewerkstelligen ist. Auflerdem ist der Wood-
Ljungdahl-Weg sensitiv gegeniiber Sauerstoff, was die Verwendung von Industrieabgasen —
die oft Sauerstoff beinhalten — erst nach einer Abreinigung des Sauerstoffs moglich macht. Vor
kurzem konnte ein weiterer elektroautotropher Mikroorganismus isoliert und charakterisiert
werden: das Knallgasbakterium Kyrpidia spormannii EA-1 (Reiner, Jung, et al., 2018). Dieser
Organismus nutzt den Calvin-Zyklus zur Fixierung von CO2 und ist in der Lage Sauerstoff als
Elektronenakzeptor zu nutzen. Er kann somit zwei Nachteile der oben beschriebenen
acetogenen und methanogenen Organismen ausgleichen. Auflerdem ist er natiirlicherweise
dazu in der Lage Polyhydroxybutyrat (PHB) als intrazelluldren Speicherstoff zu bilden (Reiner,
Jung, et al., 2018). PHB wurde schon in fritheren Arbeiten als ein vielversprechendes Produkt

biotechnologischer Synthesen beschrieben (Dietrich et al., 2017).

Die Art und Weise wie elektroautotrophe Organismen Kathoden als Elektronendonor nutzen
und die dort anfallenden Elektronen fiir ihren Metabolismus zugénglich machen, bleibt bisher
noch weitestgehend unbekannt. Auch die Mikroben-Elektroden-Interaktion mit der Bildung
kathodischer Biofilme und deren Beschaffenheit konnte bisher kaum geklért werden. Dies liegt
vor allem an der geringen Anzahl an Studien die sich mit diesen Themen befassen, womoglich

aufgrund des hohen Grades an Interdisziplinaritit, die solche Themen mit sich bringen.

Mikrobielle Elektronenaufnahme

Der Austausch von Elektronen zwischen Mikroorganismen und Elektroden ist das
Kernmerkmal einer jeden MET und verbindet damit die mikrobiell und elektrochemisch
ablaufenden Prozesse (Bajracharya, Srikanth, ef al., 2017). Manche Organismen sind dabei in

der Lage die Oxidation organischer Verbindungen mit der Reduktion extrazelluldrer,
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unldslicher Stoffe wie Metallverbindungen oder eben einer Anode zu koppeln. Diese werden
auch als exoelektrogene Organismen bezeichnet und werden meist in MFCs eingesetzt.
Elektrotrophen Organismen ist es hingegen moglich Elektronen einer Kathode aufzunehmen
und sie fiir die Generierung metabolischer Redoxdquivalente wie NAD(P)H oder Fdreda zu
nutzen, um sie anschlieBend auf einen zur Verfligung stehenden Elektronenakzeptor zu
ibertragen (Rosenbaum und Franks, 2014). Jedoch ist diese Art und Weise wie die

Mechanismen der Elektronenaufnahme von statten gehen noch weitestgehend ungeklért.

Das derzeit detaillierteste Verstdndnis iiber EETs konnte man bisher im Bereich des
Elektronentransports aus der Zelle heraus auf eine Anode sammeln. Dieser Prozess dient damit
oft auch als Vorbild fiir die Elektronenaufnahme. Besonders zu erwéhnen sind Studien zu den
Modellorganismen  der  dissimilatorischen = Reduktion extrazelluldrer, unl6slicher
Metallverbindungen: Geobacter sulfurreducens und Shewanella oneidensis (Richter et al.,
2012; Prokhorova et al., 2017; Simonte et al., 2017). Diese Organismen sind in der Lage,
Elektronen direkt auf eine Anode zu iibertragen. Dieser direkte EET wird als ein Mechanismus
definiert, bei dem es keine Notwendigkeit fiir die Diffusion einer mobilen Komponente fiir den
Elektronentransport in oder aus der Zelle heraus gibt (Rabaey und Rozendal, 2010). Der
Elektronentransport in S. oneidensis und G. sulfurreducens baut auf ein Netzwerk von
redoxaktiven Proteinen, sogenannten c-Typ Cytochromen, auf. Diese formen eine erweiterte
Elektronentransportkette die Elektronen aus dem Chinonpool der inneren Membran durch das
Periplasma und iiber die &uBlere Membran auf terminale Reduktasen auf der Zelloberfldche
transportiert (Shi et al., 2007; Kato, 2015; Logan et al., 2019). Fir G. sulfurreducens und
bedingt auch fiir S. oneidensis konnte aulerdem vor kurzem die Beteiligung von Pili oder auch
Nanowires als Elektronen-leitende Zellfortsidtze beschrieben werden (El-Naggar ef al., 2010;
Malvankar und Lovley, 2014; Wang et al., 2019). Neben den direkten EET-Wegen konnen
exoelektrogene Organismen auch indirekte Strategien des EET verwenden. Dabei produzieren
und/oder nutzen sie sogenannte Elektronen-shuttles (engl. fiir Mediator), bei denen es sich um
16sliche und redoxaktive Substanzen, die den Elektronentransport zwischen der Zelle und der
Anode bewerkstelligen handelt (Rabaey und Rozendal, 2010). Es wird dabei zwischen endogen
und exogen produzierten Molekiilen unterschieden. Diese Mediatoren umfassen Stoffe wie
Huminsduren und DNA, aber auch Sekundirmetabolite wie Phenazine und Flavine oder
Primédrmetabolite wie Schwefel-Spezies und H> (Schréder et al., 2003; Holmes et al., 2004;
Straub und Schink, 2004; Rabaey et al., 2005; Von Canstein ef al., 2008; Dutta et al., 2009).

Obwohl bis heute — im Gegensatz zum EET auf eine Anode — nur limitierte Informationen tliber

den Mechanismus des Elektronenimports von Biokathoden verfiigbar sind, konnten schon
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mehrere Annahmen und Theorien dazu aufgestellt werden, auf die im Folgenden eingegangen
werden soll (Kracke et al.,, 2015; Choi und Sang, 2016; Philips, 2020). Die Diversitit
elektrotropher Mikroorganismen scheint zudem noch groBer zu sein, als die der
exoelektrogenen, da eine Reihe mdglicher Elektronenakzeptoren von Sauerstoff bis Protonen
oder COz zur Verfiigung stehen konnen (Philips et al., 2016). Es ist daher wahrscheinlich, dass
sich auch die dazugehorigen Aufnahmemechanismen stark unterscheiden. Oft scheinen sich
auch die Effekte mehrerer Mechanismen in einem Organismus zu liberlagern (Philips et al.,

2016; Logan et al., 2019; Philips, 2020).

Elektronenaufnahmemechanismen
Ahnlich zu Bioanoden kann auch bei Biokathoden von zwei moglichen Mechanismen
ausgegangen werden: der direkte Elektronentransport oder der indirekte — meist

mediatorvermittelte — Elektronentransport.

Fiir die bereits genannten Modellorganismen des EET, G. sulfurreducens und S. oneidensis,
wird oft auch ein direkter Elektronenimport von einer Kathode postuliert (Abb. 4A) (Philips et
al.,2016; Logan et al., 2019). Im Falle von S. oneidensis scheint die c-Typ Cytochrom-basierte
Elektronentransportkette des Mtr-Wegs (Metallreduktions-Weg; engl: metal reducing
pathway), die fiir den EET zusténdig ist, im Falle einer Erniedrigung des Elektrodenpotentials
und der Zugabe von Fumarat als Elektronenakzeptor reversibel zu sein (Ross et al., 2011;
Okamoto et al., 2014). Eine Bildung von Redoxédquivalenten konnte zusitzlich nachgewiesen
werden (Rowe et al., 2018). Die Reversibilitit des Elektronenflusses innerhalb des S. oneidensis
Biofilms scheint vor allem auf der Anderung der Redoxaktivitit des Flavin-Mediators der
duBeren Membran-Cytochrome zu beruhen (Okamoto et al., 2014). Fiir Geobacter spp. konnte
ebenfalls ein experimenteller Nachweis zur Elektronenaufnahme bei gleichzeitiger Fumarat-
Reduktion erbracht werden. Jedoch sind die zugrundeliegenden Mechanismen noch nicht
ganzlich geklart (Gregory et al., 2004; Strycharz et al., 2008; Philips et al., 2016). Vor kurzem
konnte der schwefeloxidierende und als elektrotroph charakterisierte Organismus Thioclava
elektrotropha ElOx9 isoliert werden, fiir welchen in ersten Untersuchungen ein direkter
Elektronenaufnahme-Mechanismus postuliert wird (Chang et al., 2018). Jedoch beruht dies vor
allem auf elektrochemischen und genomischen Analysen (Karbelkar ef al., 2019). Genaue
mikrobiell-mechanistische Untersuchungen stehen hier noch aus. Auch die Fe(Il)-oxidierenden
chemolithoautotrophen Acidithiobacillus ferrooxidans und Mariprofundus ferrooxydans sind

zu elektrotrophem Wachstum befdhigt (Carbajosa et al., 2010; Summers et al., 2013).
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A. ferrooxidans besitzt dabei eine Cytochrom/Rusticyanin-abhéngige Elektronentransportkette
fiir den direkten Elektronenimport von unldslichen Fe(Il)-Verbindungen, welche wichtig fiir
den Elektronenimport zu sein scheint (Liu et al., 2011; Lin et al., 2013; Sydow et al., 2014).
Die Beteiligung dieses Wegs am Elektronenimport konnte jedoch bisher noch nicht belegt
werden (Philips et al., 2016).

A B C D E
Direkte Abiotische Biotisch- Enzymatische Redoxmediator-
e’-Aufnahme H,-/Formiat- induzierte (<Pa) H,/Formiat- basierter
Entstehung H,-Entstehung Entstehung e-Transport

H,/HCOOH H,/HCOOH

Med,, Med,.q

Kathode

Abb. 4: Ubersicht iiber potentielle Elektronenaufnahme-Mechanismen von einer Kathode in die Zelle. Bei der (A)
direkten Elektronenaufnahme ist kein Mediator notwendig. (B)-(D) beruhen auf der Entstehung von H: oder Formiat,
entweder ginzlich abiotisch (B) oder Enzym-katalysiert (D). Bei der (C) biotisch-induzierten H.-Entstehung fiihrt die
biotische Oxidation von abiotisch entstandenem Wasserstoff durch den niedrigeren Partialdruck (Pa) zu einer
vermehrten Hz-Entstehung. Der (E) Redoxmediator-basierte Transport kann auf einer Reihe verschiedener redox-
aktiver Substanzen beruhen. Nach Tremblay et al., 2017; Lienemann e al., 2018 und Philips, 2020.

Fiir manche acetogene und sulfatreduzierende Bakterien und methanogene Archaea wird
ebenfalls ein direkter Elektronentransport postuliert, welcher jedoch nicht zweifelsfrei
nachgewiesen werden konnte (Beese-Vasbender, Grote, et al., 2015; Beese-Vasbender, Nayak,
et al., 2015; Rowe et al., 2019). Manche Vertreter dieser Organismengruppen kénnen auch
Fe(0) als Elektronendonor nutzen (mikrobielle Korrosion) und scheinen &dhnliche
Elektronenaufnahme-mechanismen zu benutzen wie bei der Aufnahme von einer Kathode
(Venzlaff et al., 2013; Kato, 2015; Philips et al., 2019). Der Nachweis der direkten Aufnahme
wird jedoch meistens durch die Bildung von H> an der Kathode gestort, der von den meist
hydrogenotrophen Kandidaten als Elektronendonor verwendet werden kann (Abb. 4B). Oft
wird ein Potential iiber dem der Wasserstoffentstehung (E"=-0,414 V; pH 7, 1 atm H2) oder

die Abwesenheit messbarer H2-Konzentrationen in abiotischen Kontrollen als Beweis der
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direkten Aufnahme angegeben (Philips et al., 2016). Es konnte dazu jedoch gezeigt werden,
dass es mehrere abiotische und biotisch-induzierte Effekte gibt, die eine Wasserstoffentstehung
begiinstigen. Die Ha-Entstehungsrate beruht besonders auf zwei Variablen: (I) dem
Entstehungspotential (engl. onset potential), das einen thermodynamischen Effekt darstellt, und
(IT) der Austauschstromdichte (engl. exchange current density), einem kinetischen Effekt

(Philips, 2020).

Das Entstehungspotential (I) wird oft mit der Nernst-Gleichung beschrieben. Hier wird klar,
dass die Kultivierungsbedingungen einen wichtigen Punkt darstellen. Speziell der pH-Wert
bzw. die H'-Konzentration als Edukt der H2 Synthese haben einen wichtigen Einfluss. Laut der
Nernst-Gleichung erhoht schon ein pH von 5,5 — der optimale pH-Wert fiir manche Acetogene
— das Redoxpotential auf -0,325 V (1 atm Hz), bzw. ein noch niedrigerer pH-Wert von 3,5 — fiir
K. spormannii — auf -0,235 V (1 atm Hz, 60 °C) (Liew et al., 2016; Philips, 2020; Reiner ef al.,
2020). Weiterhin ist eine H2-Entstehung bei hoheren Potentialen moglich, je niedriger der Ho-
Partialdruck an der Kathodenoberfldche ist (Abb. 4C). Von besonderer Bedeutung ist hier der
Ha-Partialdruck-Grenzwert bei denen die jeweiligen Organismen noch zu Wachstum beféhigt
sind und welchen sie auf der Kathode aufrechterhalten. Je nach Hz-Verbrauchseigenschaften
differieren diese Werte innerhalb der Gruppe der Acetogenen zwischen 1,4*10* und
1,1*102 atm bei einem theoretischen Minimum von 3*107 (Berechnungen anhand von
bekannten ATP-Bildungsraten) (Lee und Zinder, 1988; Philips, 2020). Ferner wurde daher die
Hypothese aufgestellt, dass besonders Organismen die durch ihre hohe H:-Affinitdt einen
niedrigen Hz-Partialdruck aufrechterhalten kdnnen eine hohere Hz-Produktionsrate erreichen.
Dies erlaubt es ihnen die Kathode effizienter zu nutzen (Philips, 2020). Die
Austauschstromdichte (II) bezieht sich dabei invers auf das Uberpotential der Reaktion (Bard
und Faulkner, 2001). Das Uberpotential ist eine Art Aktivierungsenergie fiir Reaktionen, die
zwar thermodynamisch ablaufen sollten, aber durch kinetische Effekte gehemmt werden.
Dieses Uberpotential kann besonders durch die Verwendung reaktiver Kathodenmaterialen
erreicht werden. Eine solche Oberflichenaktivierung durch verschiedene chemische
Modifikationen konnte bereits durchgefiihrt werden (Kracke et al., 2019; Tian et al., 2019). Ein
weiterer biologischer Effekt zur Verringerung des Uberpotentials konnte darin gefunden
werden, dass Zell-freier Uberstand von Bakterien durch extrazellulire Enzyme wie
Hydrogenasen aber auch Formiat-Dehydrogenasen oder andere Bestandteile als Katalysator fiir
die Produktion von Hz oder Formiat wirken (Abb. 4D) (Lohner et al., 2014; Deutzmann ef al.,
2015; Lienemann et al., 2018; Philips et al., 2019; Tremblay et al., 2019).
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Um einen direkten Elektronentransport zu beweisen, miisste also mehr auf die biologischen
Effekte der Entstehung von Elektronenshuttles wie H2 eingegangen werden. Abhilfe konnten
Hydrogenase-Mutanten schaffen, die auch fiir die Aufklarung des Elektronentransports in
G. sulfurreducens und M. maripaludis eine wichtige Rolle spielten. Diese Mutanten stehen fiir
die meisten elektrotrophen Organismen jedoch nicht zur Verfiigung (Gregory et al., 2004;
Lohner et al., 2014).

Die Nutzung weiterer Redoxmediatoren, neben H> und Formiat, ist ebenfalls moglich, steht
jedoch momentan nicht im wissenschaftlichen Fokus. Ein Grund dafiir ist oftmals die
Unkenntnis tiber die komplexen Redoxsysteme die an der Oberfldche einer solchen Kathode
vonstattengehen. Weitere potentielle exogene Elektronenshuttles sind Ammonium, Sulfid oder
Fe(Il) (Lovley und Nevin, 2013). Weiterhin moglich ist auBBerdem die Exkretion biogener
Shuttle wie Phenazine und Riboflavin (Analog zur Anodenatmung), oder aber die Nutzung

freigesetzter Verbindungen nach dem Zelltod, wie Vitamin B12 (Rosenbaum et al., 2011).

Kathodische Biofilme

Um die Vorginge der mikrobiellen Elektrosynthese besser zu verstehen, ist es notwendig die
direkte Mikroben-Elektroden Interaktion zu charakterisieren, um Limitationen zu erkennen und
weiter zu optimieren. Daher muss, neben den vorliegenden elektrochemischen
Wechselwirkungen, auch das Wachstum des Biokatalysators charakterisiert werden. Da die
Elektronenaufnahme in der MES — bis auf Systeme mit I6slichen Mediatoren —
gewOhnlicherweise an der Elektrodenoberfldche entsteht, wachsen die meisten elektrotrophen

Organismen in Form eines Biofilms.

Biofilme sind definiert als Aggregate von Organismen, die auf einer Oberfliche oder
aneinander haften kdnnen (Flemming et al., 2016). In den meisten Féllen sind die Organismen
eingebettet in eine selbst synthetisierte Matrix, hauptsédchlich bestehend aus Wasser und
extrazelluldren polymeren Substanzen (EPS), wie z.B. Polysaccharide, Proteine, Fette oder
extrazellulire DNA (eDNA) (Flemming und Wingender, 2010; Vert ef al., 2012). Die Bildung
dieser Matrix und deren Zusammensetzung ist ein dynamischer Prozess, welcher abhdngig von
Bedingungen inner- und auflerhalb des Biofilms ist, wie der Néhrstoffverfiigbarkeit, Scher-
Beanspruchung, Konkurrenz oder Fressfeinden (Flemming ef al., 2016). Diese Matrix macht
Biofilme auch interessant fiir biotechnologische Anwendungen, da der Biofilm dadurch in
hohem Mafle tolerant gegeniiber toxischen Substanzen oder Produkten wird. Auflerdem sind

Multispezies-Biofilme sehr robust in ihrer Zusammensetzung. Da Biofilme selbsterhaltende
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Systeme und langzeit-stabile Katalysatoren darstellen, sind sie interessant fiir die biochemische
Katalyse. Thre native Immobilisierung macht es aulerdem moglich sie in kontinuierlichen
Systemen zu verwenden, was die Prozesskosten deutlich senken kann (Halan et al., 2012).
Multispezies-Biofilme werden heutzutage hauptsichlich als Biofilter zur Wasseraufbereitung
oder in der Wasserindustrie eingesetzt, um Abwisser aufzureinigen. Inzwischen werden immer
mehr Prozesse entwickelt, die sogenannte produktive Biofilme in der mikrobiellen Katalyse
verwenden. Diese Biofilme sollen aus Abfallstromen (gasformig oder fliissig) oder giinstigen
Ausgangssubstraten 6konomisch interessante Produkte herstellen (Halan et al., 2012). Diese
konnen dabei von kurzkettigen Plattformchemikalien wie Acetat, Acetoin oder Butandiol bis

hin zu langkettigen Polymeren wie Polyhydroxyalkanoaten reichen.

In bioelektrochemischen Systemen ist besonders das Biofilmwachstum in MFCs durch die
beiden Organismen S. oneidensis und G. sulfurreducens Gegenstand der Forschung. Hier
konnten einige Weiterentwicklungen, wie die Verbesserung der Biofilmwachstumsraten oder
der Zusammensetzung der EPS, positive Effekte auf die katalytischen Eigenschaften der
jeweiligen Produktionsstimme gemacht werden (Leang et al., 2013; Arinda ef al., 2019; Edel
et al., 2019). Beispielsweise konnte durch die Zugabe von carbon nanotubes die EPS durch
leitende Materialien erweitert werden, was eine verbesserte Reduktionsleistung der
Mikroorganismen zur Folge hatte. G. sulfurreducens, der als ein sehr guter Biofilmbildner gilt,
ist in der Lage anodische Biofilme bis ca. 40 pm Hohe zu bilden (Jourdin ef al., 2014; Salimijazi
et al., 2019). Um die Elektronen iiber solch eine weite Strecke auf die Anode zu transportieren
wird eine Beteiligung der leitfahigen Pili von G. sulfurreducens postuliert (Reguera et al.,

2006).

Zum jetzigen Zeitpunkt, sind Studien zur Charakterisierung kathodischer Biofilme, speziell von
produktiven Biofilmen einer Reinkultur, noch sehr selten und keinesfalls divers. Oft werden
kathodische Biofilme von MECs verwendet, jedoch werden hier fast ausschlieBlich
Mischkulturen eingesetzt. Vor allem aber weisen die meisten MECs einen unterschiedlichen
Aufbau auf und werden mit unterschiedlichen Bedingungen betrieben, was generelle Aussagen
erschwert. Da G. sulfurreducens in der Lage ist, auch kathodische Biofilme zu bilden, wurden
hier die aufschlussreichsten Arbeiten durchgefiihrt, die speziell Biofilme beleuchteten. Dazu
gehorten beispielsweise der Elektronentransport innerhalb des Biofilms, die Bestimmung der
metabolischen Aktivitit, aber auch die Verwendung verschiedener Kathodenmaterialien und
deren Beschaffenheiten (Pons et al., 2011; Ueki et al., 2018; Salimijazi et al., 2019). AuBBerdem
wurden schon verschiedene Techniken zur Biofilmiiberwachung verwendet, wozu

hauptsédchlich die Konfokalmikroskopie und die optische Kohdrenztomographie (engl.: optical
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coherence tomography, OCT) gehoren (Molenaar ef al., 2018; Ueki et al., 2018). Damit war es
moglich, sowohl das Biofilmvolumen und auch maximale Biofilmdicken Ileichter zu
bestimmen. Oft konnen sonst nur Schidtzungen zur Biofilmbeschaffenheit anhand von

Fluoreszenzmikroskopie oder Elektronenmikroskopie gemacht werden (Salimijazi et al., 2019).

Wissenschaftliche Arbeiten an anodischen und kathodischen Biofilmen haben bisher gezeigt,
dass die Anwendung des Wissens iiber die Biofilmbildung, dessen Wachstum und Erhalt einen
positiven Effekt auf die Anwendung von Biofilmen in bioelektrochemischen Prozessen haben
kann (Pons ef al., 2011; Choi und Sang, 2016). Auch die Verwendung von katalytisch aktiven
oder nicht aktiven Oberflichenmodifikationen der Kathoden wurde schon als positiv fiir die
Leitfdhigkeit des Biofilms und damit fiir die Biofilmbildung und dessen Produktionsraten
beschrieben (Chen et al., 2016). Weiterhin kann auch der Wechsel von einem fed-batch-System
auf ein kontinuierliches System Verbesserungen in der Néhrstoffversorgung des Biofilms
bedeuten und den Prozess dadurch effektiver machen (Jourdin et al., 2018). Aus diesem Grund
sollte auch weiterhin, neben den elektrochemischen Eigenschaften des kathodischen
Biokatalysators, ein Fokus auf dessen Biofilmeigenschaften gesetzt werden, um auch hier die

Anwendung produktiver Biofilme in der Biotechnologie weiter voranzutreiben.

1.5. Kyrpidia spormannii

Der in dieser Arbeit verwendete Mikroorganismus, Kyrpidia spormannii EA-1, wurde 2015 in
unserer Arbeitsgruppe aus einer elektroautotrophen Anreicherungskultur isoliert und
anschlieend charakterisiert (Reiner, Jung, et al., 2018). AuBerdem konnte sein Genom
vollstindig sequenziert werden (Reiner, Lapp, et al., 2018). Es handelt sich bei diesem
Organismus um ein Gram-positives, obligat acrob wachsendes Knallgasbakterium, welches
thermoacidophil bei einem pH von 3,5 und 55 °C wéchst. Es ist auBerdem in der Lage autotroph

zu wachsen und nutzt dazu den Calvin-Zyklus (Reiner, Jung, et al., 2018).

Vor kurzem konnte dieses Knallgasbakterium als ein neuartiger -elektroautotropher
Mikroorganismus beschrieben werden (Reiner et al., 2020). Dies konnte durch zahlreiche
Analysen gestlitzt werden. Zum einen zeigte eine inokulierte Elektrosynthesezelle einen ca. 5-
fach hoheren Stromverbrauch im Vergleich zu einer abiotischen Kontrolle. Zum anderen konnte
durch die Zugabe des Atmungsketteninhibitors CCCP (einem Protonophor) und dem Absinken
des Stromverbrauchs gezeigt werden, dass es sich um einen biotisch-katalysierten Effekt
handelt (Reiner, 2019). AuBerdem zeigte eine vergleichende Transkriptomanalyse ein
distinktes Expressionsprofil unter elektroautotrophen Wachstumsbedingungen im Vergleich zu
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heterotrophem und lithoautotrophem Wachstum (Reiner et al., 2020). Im Rahmen dieser
Transkriptomanalyse konnte zudem eine hohe Expression fiir potentielle Gene der Biofilm-
bzw. EPS-Ausbildung, des Hydrogenase-Operons und fiir die Gene des Calvin-Zyklus
nachgewiesen werden. Die Aktivitdt des Calvin-Zyklus und damit die autotrophe Lebensweise
konnte dariiber hinaus durch !'*C-Markierungexperimente nachgewiesen werden. Die hohe
Expression der Hydrogenase-Untereinheiten unter elektrotrophen Bedingungen gibt dabei
Anlass zu der Vermutung, dass K. spormannii einen Hydrogenase-vermittelten
Elektronentransport verwendet. Ob dies ein singuldrer Mechanismus ist oder ob andere
Mechanismen zusétzlich dazu beitragen ist bisher nicht bekannt. Weiterer Hinweise, die jedoch
auf einen Wasserstoff-abhéngigen Elektronenimport hindeuten, sind durch die verwendeten
Wachstumsbedingungen gegeben, da das Entstehungspotential fiir H2 bei pH 3,5 und 60 °C auf
-231 mV vs. SHE (1 atm H2) steigt, und durch einen niedrigeren H»-Partialdruck die
Wasserstoffproduktion noch zusitzlich steigen konnte (Reiner, 2019; Reiner ef al., 2020).

AulBlerdem wurde die Biofilmakkumulation auf einer Graphit-Kathode mit einem angelegten
Potential von -500 mV vs. SHE gezeigt, wobei eine Live/Dead-Féarbung des Biofilms seine
metabolische Aktivitdt zeigte. Dies war vor allem durch die Entwicklung bedruckbarer
bioelektrochemischer FlieBzellen moglich, die es einerseits erlaubten die gasférmigen Substrate
COz2 und O2 in hoheren Konzentrationen unter den herrschenden Bedingungen zu 16sen, aber
auch den Biofilm kontinuierlich mit Néhrstoffen zu versorgen. Das Konzept des
Durchflusssystems konnte schon von Jourdin und Kollegen als positiver Einfluss fiir
Biofilmsysteme beschrieben werden (Jourdin et al., 2018). AuBBerdem ist es durch das spezielle
Design moglich, den Biofilm nicht-invasiv und in-sifu mithilfe des OCTs zu beschreiben. Durch
die Kultivierung von Kyrpidia spormannii EA-1 in den FlieBzellen konnten mittlere
Biofilmhohen von ca. 80 um nach 10 Tagen erreicht werden (Reiner et al., 2020). Diese
Biofilmdicke iibertrifft die bisher charakterisierten kathodischen Biofilme deutlich (Salimijazi
etal.,2019). Die metabolischen Eigenschaften, sowie das starke Biofilmwachstum machen eine
weitere Charakterisierung von K. spormannii als Biokatalysator in einem zukiinftigen
mikrobiellen Elektrosyntheseprozess sehr interessant (Abb. 5). Hinzu kommt, dass
K. spormannii ein natiirlicher Produzent von Polyhydroxybutyrat ist, ein biotechnologisch
interessantes Produkt, das als biobasiertes Polymer fiir die Herstellung von Bioplastik dienen

kann.
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Abb. 5: Schematische Darstellung des angestrebten biotechnologischen mikrobiellen Elektrosynthese-Prozess von
Kyrpidia spormannii.

1.6. Die Biogenese von PHB und seine Anwendung

Da der weltweite Bedarf an Plastik immer weiter ansteigt, die globalen fossilen Rohstoffquellen
aber limitiert sind und sich ein globales Okologisches Bewusstsein im Hinblick auf die
Verschmutzung mit Plastikabfillen immer weiter autbaut, wird die Produktion von Bioplastik
immer weiter vorangetrieben. Gesetze der EU, die das Verbot einiger Einmal-Gegensténde aus
herkommlichem Plastik ab 2021 vorsieht, stirken weiter deren Markt. Es ist dabei jedoch zu
beachten, dass der Begriff Bioplastik ein Uberbegriff fiir Polymere ist, die entweder biologisch
abbaubar sind, auf nachhaltig produzierter Biomasse basieren (biobasiert) oder beide
Eigenschaften vereinen. Die nachhaltige Produktion von umweltvertrdglichem bzw.
wiederverwertbarem Plastik wird auBerdem als ein wichtiges Ziel hin zu einem zirkuldren
Kohlenstoffkreislauf (siehe 1.1) gesehen (Brandon und Criddle, 2019). Zu den bekanntesten
biobasierten und auch biologisch abbaubaren Bioplastiken gehoren Polylaktat (PLA),
Polyhydroxyalkanoate (PHA) und Cellulose-basierte Polymere, wie Cellophan. Obwohl PHAs
momentan noch einen kleineren Anteil an produziertem Bioplastik haben, wird ihnen durch
sehr gute Stoffeigenschaften ein grofes Wachstum ihres Marktes bis 2024 vorausgesagt
(Brandon und Criddle, 2019; Skoczinski et al., 2020). Da die mikrobielle Synthese von
Polyhydroxybutyrat (PHB) schon seit langem bekannt ist und seine Biogenese schon in vielen
Organismen nachgewiesen und erforscht wurde, stellt es momentan das ,,Modell-PHA* dar.
Die Familie der PHAs stellt eine Gruppe von Polyestern dar, die sich in der Anzahl an
Kohlenstoffatomen in ihren jeweiligen Monomeren unterscheiden. Das Homopolymer PHB
(auch P(3HB)) ist dabei aus 3-Hydroxypropionat Monomeren aufgebaut. Neben PHB sind
weitere Derivate wie das Copolymer Poly-(3-hydroxybutyrat-co-3-hydroxyvalerat) (PHBV)
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von industriellem Interesse (Spencer et al., 2017; Rajan et al., 2018). PHB dhnelt in seinen
Eigenschaften dem synthetischen Polypropylen, ist jedoch — auch im Vergleich zu vielen
anderen Bioplastiken — das momentan einzig bekannte, welches auch als kompostierbar gilt.
Besonders vielversprechend ist seine Anwendung in der Lebensmittelverpackungsindustrie
oder durch seine biokompatiblen Eigenschaften in medizinischen Anwendungen wie in der
Gewebe- und Implantat-Entwicklung (Rajan ef al., 2018). Der grofite Nachteil von PHB sind
momentan noch seine briichigen FEigenschaften und sein schmaler thermischer
Verarbeitungsbereich. Durch chemische Modifikationen, weitere Zusétze oder die Verwendung
von Polymerblends mit anderen Biopolymeren kann dieser Punkt jedoch stark verbessert

werden (Brandon und Criddle, 2019).

In der Physiologie von Mikroorganismen stellt PHB einen intrazelluliren Kohlenstoff- und
Energiespeicher dar. Es erfiillt dabei zusdtzlich die Rolle eines Redoxregulators (Dawes, 1988).
Die Bildung von PHB geschieht besonders dann, wenn der Kohlenstoff- und Energiehaushalt
der Zelle zwar gedeckt ist, jedoch wichtige Nahrstoffe wie Stickstoff, Phosphor, Schwefel oder
ein Elektronenakzeptor fehlen um Wachstum bzw. Zellteilung zu ermdglichen. Ausgangspunkt
der Synthese von PHB ist Acetyl-CoA: Zwei dieser Molekiile werden durch die B-Ketothiolase
(PhaA) zu Acetoacetyl-CoA kondensiert (Abb. 6). Die Acetoacetyl-CoA Reduktase (PhaB)
reduziert dieses unter NADPH-Verbrauch zum PHB-Monomer 3-Hydroxybutyrat.

P-Ketothiolase
J\ ~CoA ; M
Acelyl CoA Acetoacetyl-CoA
NADPH Acetoacetyl-CoA
. Reduktase
NADP
CH
R )\)I\ < J\/”\
o
PHA 3
Poly-3- throvautvrat Synthase R-3-Hydroxybutyryl-CoA

(PHB)

Abb. 6: Darstellung der enzymatischen Schritte zur Produktion von Poly-3-hydroxybutyrat (PHB). Die
Zwischenprodukte der Synthese, sowie die relevanten Enzyme und deren Cofaktoren sind abgebildet.
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Ob Acetyl-CoA den reduktiven Weg hin zum PHB nimmt oder im Citrat-Zyklus oxidiert wird,
beruht besonders auf dem Redoxzustand der Zelle. Bei einem hohen NADH/NAD" Verhiltnis
(wie z.B. bei der Abwesenheit eines Elektronenakzeptors) wird unter anderem das initiale
Enzym des Citratzyklus, die Citrat-Synthase, inhibiert. Der Verbrauch von
Reduktionsidquivalenten in der PHB-Synthese erlaubt es dabei dem Citratzyklus als zentralen
Stoffwechselweg wieder in hoheren Raten zu operieren. Die PHB-Synthese entzieht dem
System sozusagen {iberschiissige Reduktionsenergie, um den Redoxzustand der Zelle in
Balance zu halten und das Fortlaufen der dadurch regulierten Stoffwechselwege zu

gewdhrleisten (Dawes, 1988; Tyo et al., 2010).

Die Veresterung der 3-Hydroxybutyrat Monomere zum Polymer PHB wird durch das
Schliisselenzym der PHB Biosynthese, die PHA-Synthase, katalysiert (Abb. 6). Die PHA-
Synthase (PhaC) kann in vier Klassen eingeteilt werden, die sich vor allem in ihrer
Substratspezifitdt und ihrer Untereinheiten-Zusammensetzung unterscheiden (Potter und
Steinbiichel, 2005). Enzyme der Klasse I bestehen aus einem katalytisch aktiven PhaC
Monomer, von welchem in Klasse II zwei dieser Monomere ein aktives Dimer bilden. Die
Klassen III und IV bestehen aus den Heterodimeren PhaC-PhaE bzw. PhaC-PhaR (Liebergesell
et al., 1994; McCool und Cannon, 2001). Die Klassen I, III und IV bevorzugen kurzkettige
Monomere (engl. short-chain-length, scl; C3-C5), Klasse II hingegen mittellange Monomere
(engl. medium-chain-length, mcl; C6-C14). Typische Vertreter der einzelnen Klassen sind
Mikroorganismen wie Cupriavidus necator (Klasse 1), Pseudomonas eleovorans (II),

Allochromatium vinosum (I11) und Bacillus megaterium (IV) (Potter und Steinbiichel, 2005).

Aufgrund der hydrophoben Eigenschaften von PHB bildet es cytoplasmatische
Inklusionskorper, sogenannte Granula, die unter bestimmten Bedingungen bis zu 90 % der
Zelltrockenmasse ausmachen konnen (Jendrossek und Pfeiffer, 2014). Unter normalen
Wachstumsbedingungen bilden die meisten Organismen jedoch nur 1-15 % PHB in der
Zelltrockenmasse (Alves et al., 2017). Die lange vorherrschende Annahme, dass sie von einer
membrandhnlichen Phospholipidschicht umgeben sind, konnte vor kurzem widerlegt werden
(Bresan et al., 2016). Es wurde gezeigt, dass PHB-Granula in-vivo von einer Reihe
verschiedener Proteine mit unterschiedlichen Funktionen umgeben sind. Aufgrund der
Komplexitit dieser Hiillproteine werden PHB-Granula, als Organellen-ghnliche Struktur, auch
als Carbonosomen bezeichnet (Jendrossek, 2009). Die Zusammensetzung der Proteinhiille
scheint in seiner Zusammensetzung und Komplexitit zwischen PHB-akkumulierenden
Mikroorganismen zu variieren. In allen Spezies konnten jedoch PHA-Synthasen, die — fiir den

PHB-Abbau verantwortlichen — PHA-Depolymerasen und sogenannte Phasine identifiziert
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werden. Phasine bilden aufgrund ihrer amphiphilen Struktur eine Interphase um die
hydrophoben Granula. Sie sind die abundantesten PHA-assoziierten Proteine (engl.: PHA
granule-associated proteins, PGAPs) und spielen eine wichtige Rolle in der PHA Biogenese
(Mezzina und Pettinari, 2016). Weitere PGAPs sind auBerdem verschiedene Regulatorproteine,
wie PhaR, oder solche die fiir die subzelluldre Lokalisation von Bedeutung sind, wie PhaM

(Sznajder et al., 2015).

Phylogenetisch ist die PHA Synthese weit verbreitet, sowohl in Archaea, als auch in Gram-
positiven und Gram-negativen Bacteria (Rodriguez-Valera und Lillo, 1992; Kutralam-
Muniasamy et al., 2017). Die Wahl des Organismus fiir eine biotechnologische Produktion von
PHAs kann daher vor allem den gegebenen Prozessbedingungen, wie dem Substrat oder den
Wachstumsbedingungen angepasst werden. Biotechnologische Verwendung finden heutzutage
vor allem Cupriavidus necator, Azotobacter vinelandii und Alcaligenes latus, aber auch
rekombinante E. coli und C. necator Stimme, sowie phototrophe Organismen wie
Rhodopseudomonas palustris und Synechocystis sp. (Mukhopadhyay et al., 2013; Mozejko-
Ciesielska und Kiewisz, 2016; Troschl et al., 2017). Momentan sind die groBten limitierenden
Faktoren fiir eine kommerzielle Nutzung von PHB, die Herstellungskosten und seine
nachgeschaltete Prozessierung (Brandon und Criddle, 2019). Neben der Steigerung der
Produktionsraten werden daher momentan aus Abfall gewonnene Rohstoffe wie Glycerol,
Lignocellulose, verschiedene Fettsduren oder Gase wie Hz2, CO2 und CHa als Substrate getestet

(Rodriguez-Perez et al., 2018).

Zusammenfassend gilt PHB aufgrund seiner Energiedichte, seiner Umweltvertriglichkeit und
seiner nicht-Fliichtigkeit als ein vielversprechendes Produkt der mikrobiellen Elektrosynthese
mit seinen, je nach Quelle, giinstigen Ausgangsrohstoffen CO2 und elektrischem Strom. Die
Verwendung von Kyrpidia spormannii, einem nativen PHB-Produzenten, als Biokatalysator in
solch einem Prozess kann eine aussichtsreiche Alternative zu bisherigen Produkten etablierterer
mikrobieller Elektrosynthesen sein. Auf dem Weg zu einer Anwendung dieses Prozesses
miissen jedoch noch einige Fortschritte gemacht werden, besonders im Hinblick auf die
elektroautotrophen Wachstumseigenschaften von K. spormannii, aber auch auf dessen PHB-

Biogenese.

26



Einleitung

1.7. Ziele der Arbeit

Das Hauptziel dieser Arbeit war es Kyrpidia spormannii als Biokatalysator eines mikrobiellen
Elektrosyntheseprozesses weiter zu entwickeln. Dafiir sollte in einem ersten Schritt das elektro-
autotrophe Wachstum als kathodischer Biofilm verbessert werden. Um dieses Ziel zu erreichen,
wurde der Ansatz einer ungerichteten Mutagenese verfolgt. Diese bestand aus zwei Teilen: Zum
einen aus einem iterativen Langzeit-Kultivierungsansatz, der durch spontan-auftretende
vorteilhafte Mutationen in der Kultur eine Anpassung auf die Wachstumsbedingungen
hervorrufen sollte. Zudem wurde die Kultur zudem zwischen jeder einzelnen Kultivierung mit
UV-Licht bestrahlt um diese natiirliche Mutationsrate weiter zu steigern. Neben der reinen
Verbesserung der Wachstumseigenschaften, sollte eine nachfolgende genetische Analyse der
adaptierten Population durchgefiihrt werden um Gene bzw. Varianten zu identifizieren, die
vorteilhaft fiir das Wachstum als kathodischer Biofilm unter elektroautotrophen Bedingungen
sind. Diese Variationen sollen anschlieBend analysiert werden um durch sie ein tieferes
Verstdndnis tiber die zugrundeliegenden Mechanismen des elektroautotrophen Wachstums von

K. spormannii zu erlangen.

In einem zweiten Schritt sollte die PHB-Biogenese weiter untersucht werden. Dafiir sollten die
wichtigsten Gene die fiir die PHB-Biogenese notwendig sind identifiziert und anschlieBend
durch die heterologe Expression in E. coli auf ihre Funktionalitit untersucht werden.
Schlussendlich sollte versucht werden ein genetisches System fiir Kyrpidia spormannii zu
entwickeln. Dieses sollte zusammen mit den zuvor gesammelten Erkenntnissen dazu genutzt
werden, um einerseits die elektroautotrophen Wachstumseigenschaften durch gezielte
Mutationen des Wildtyps zu verbessern, aber auch um die PHB-Produktion durch gezielte
genetische Verdnderung der PHB-Synthesegene zu verbessern. Weiherhin lie3e sich hiermit

das Produktspektrum von K. spormannii noch erheblich erweitern.
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II. Material und Methoden

2.1. Chemikalien

Soweit nicht anderweitig erwihnt, wurden alle Chemikalien in dieser Arbeit von den Firmen
Sigma-Aldrich (Miinchen, DE), Roth (Karlsruhe, DE) und Promega (Mannheim, DE) bezogen.

Restriktionsenzyme wurden bei New England Biolabs (Frankfurt am Main, DE) erworben.

2.2. Mikroorganismen und Plasmide

2.2.1. Verwendete Bakterienstimme

Die in dieser Arbeit verwendeten Bakterienstimme sind in Tab. 1 aufgefiihrt.

Tab. 1: Die in dieser Arbeit verwendeten Bakterienstimme. Die Stammbezeichnung und der relevante Genotyp
beziehen sich auf die fiir diese Arbeit wichtigen Eigenschaften.

Stammbezeichnung Relevanter Genotyp Referenz

Kyrpidia spormannii — Stimme

(Reiner, Jung, et al.,

Kyrpidia spormannii EA-1 WT WT
P P 2018)
Elektroautotroph-adaptierter ) )
Kyrpidia spormannii EA-1 EAD Diese Arbeit
Stamm
E. coli — Stimme
F, ompT, hsdSs (rs ms ), gal, NEB (Frankfurt a.M.,
E. coli BL21 (DE3)
dcm, (DE3) DE)

F~, ara,A(lac-proAB)
[D80dlacZAM15], rpsL(str), thi, | Takara Bio Inc. (Otsu,
A(mrr-hsdRMS-mcrBC), AmcrA, | Japan)

E. coli HSTO04

dam, dcm
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2.2.2. Verwendete Plasmide

Die in dieser Arbeit hergestellten und verwendeten Plasmide sind in Tab. 2 aufgefiihrt.

Tab. 2: Die in dieser Arbeit verwendeten Plasmide.

Plasmid Relevanter Genotyp Referenz
Invitrogen
pBAD202 kanR, araBAD, pUC ori
(Carlsbad, USA)
_ (Herring et al.,
pACBSR chlR, p15A ori
2003)
pT7Blue ampR, T7 Promotor, Novagen
IBA Lifesciences,
pASK-IBA43plus ampR, tet-Promotor )
(Gottingen, DE)
pASK-IBA43plus_his-MurA2yr his-mur42 (WT) Diese Arbeit
pASK-IBA43plus_his-MurA2 his-murA2yn: (1233N) Diese Arbeit
pBAD202 phaA phaAky Diese Arbeit
phadks, (CVV65_16015)
pBAD202 phadA _phaQPRBC phaQPRBCkg, (CVV65_08480- Diese Arbeit
08500)
chilR, p15A ori, araBAD,
pMET-MS CVVe65 14585 (M.KspEATI), Diese Arbeit
CVVe65 14595 (S.KspEAII)
pT7Blue Pwme-YF Pk pT7blue mit FFTS-YFPgs, mit Py Diese Arbeit
pT7Blue Pna-TK101ksp pT7blue mit TK101 ks mit Pac Diese Arbeit
pT7Blue Pme-TK101ksp pT7blue mit TK101 kg mit Py Diese Arbeit
pG1AE ampR, pBST1 replicon Addgene
pG2AE ampR, pUB110 replicon Addgene
pNW33N chiR (pC194), pBC1 replicon Addgene
ampR, pBST1 replicon, TK101 ks, mit . .
PGl1A Pna-TK101ksp Diese Arbeit
PNat
ampR, pBST1 replicon, TK101 ks, mit _
PG1A_ Pume-TK101 ks, Diese Arbeit
PMet
ampR, pUB110 replicon, TK101ks, ' _
PG2A Prna-TK101ksp, . Diese Arbeit
mit Pnat
ampR, pUB110 replicon, TK101ks, _ _
PG2A Pume-TK101 ks Diese Arbeit

mlt PMet
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chiR (pC194), pBC1 replicon,

PNW33N_ Pna-TK101sp Diese Arbeit
TK101ksp mit Pna
chiR (pC194), pBCl1 replicon, _ .
PNW33N Pune-TK101 ks Diese Arbeit
TK1 OIKsp mit Puet

2.3. Kultivierungen

2.3.1. Kultivierung von E. coli

Die Kultivierung, der in dieser Arbeit verwendeten E. coli Stimme wurden standardmafBig in
LB-Medium (Tab. 3) bei einer Temperatur von 37 °C in einem Schiittelinkubator (180 rpm)
durchgefiihrt. Fiir die Herstellung von LB-Agar wurde dem LB-Medium 2 % Agar-Agar
zugesetzt. Falls notig, wurden dem Medium auBlerdem folgende Antibiotika als
Selektionsmarker hinzugefiigt: Ampicillin (Arbeitskonzentration: 100 pg ml'), Kanamycin
(50 pg ml!) oder Chloramphenicol (30 ug ml™!). Fiir die heterologe Expression von Proteinen
in E. coli mit dem Ziel der spiteren Proteinreinigung wurde 2xYT-Medium verwendet (Tab.

4). Die Kultivierung zur PHB-Produktion wurde in TBcuk-Medium durchgefiihrt (Tab. 5).

Tab. 3: Zusammensetzung des Lysogeny-Broth Mediums (LB, nach Lennox). Der pH-Wert wurde mit NaOH auf 7,2
eingestellt.

Substanz | Menge

Trypton 10 g1!
Hefeextrakt 5 gl
NaCl 5gl!

Tab. 4: Zusammensetzung des 2xYT-Mediums. Der pH-Wert wurde mit NaOH auf 7,2 eingestellt.

Substanz | Menge

Trypton 16 gl!
Hefeextrakt | 10 g I'!
NaCl 5¢gl!
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Tab. 5: Zusammensetzung des TBcuk-Mediums. Der pH-Wert wurde mit NaOH auf 7,2 eingestellt.

Substanz Menge

Trypton 24 gl
Hefeextrakt 12 g 1!
Glycerol 8mll!
K2HPO4 9,4 ¢gl!
KH:POs | 221!
Glukose 2 % (W/v)

2.3.2. Heterotrophe Kultivierung von K. spormannii

Fiir die heterotrophe Kultivierung von K. spormannii wurde das Vollmedium RR2A (Tab. 6;
modifiziert nach Reasoner und Geldreich, 1985) verwendet. Die Kultivierung erfolgte bei 60 °C

ohne Schiitteln. Fiir Agarplatten der jeweiligen Medien wurde 1,5 % Agar-Agar zugesetzt.

Tab. 6: Zusammensetzung des RR2A Mediums. Der pH-Wert wurde mit KOH auf 6 eingestellt.

Substanz Menge
Hefeextrakt 5¢l!
Pepton 1gl!

Natriumpyruvat | 1 g1

Caseinhydrolysat | 0,5 g 1!
Losliche Stirke | 0,5 g 1!
K2HPO4 0,1 gl
MOPS Puffer 10 mM

2.3.3. Litho-autotrophe Kultivierung von K. spormannii

Die Kultivierung von K. spormannii mit den anorganischen Elektronendonoren Hz oder
elementarer Schwefel (S°) erfolgte in Laborglasflaschen (Schott, Mainz). Als Kulturmedium
diente ES-Medium (Tab. 7) mit ca. 20 % (v/v) des Flaschenvolumens. Die Flaschen wurden
mit Gummistopfen verschlossen, durch zyklischen Vakuumziehen bzw. Begasen mit N2
anaerobisiert und autoklaviert. Die Inokulation erfolgte mit 1 % einer Vorkultur. Die
Kultivierung erfolgte bei 60 °C. Fiir hydrogenotrophe Wachstumsbedingungen wurde die
Gasphase zu Beginn der Kultivierung mit H2/CO2/0O2 (80:15:5 % v/v) ausgetauscht (1 bar
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Uberdruck) und ca. alle 5 Tage erneuert. Fiir die Kultivierung mit elementarem Schwefel (S%)
als Elektronendonor wurde dem Medium nach dem Autoklavieren 1 g 1! S° zugesetzt und eine
Gasphase von CO2/0z (95:5 % v/v) verwendet. S° wurde durch Tyndallisieren sterilisiert, also
an drei aneinander folgenden Tagen fiir 3 h auf 100 °C erhitzt. Die Probenentnahme fiir pH-,

ODeoo- und chromatographische Analysen erfolgte steril durch eine Kaniile.

Tab. 7: Zusammensetzung des ES Mediums. Der pH-Wert betrug 3,5.

Substanz Menge
NHJCl 053 gl
NaCl 0,15¢g1!
KH2PO4 0,04 g 1'!
CaClL (0,1 M) I ml I
MgSO4 (1 M) 0.12 ml I'!
Wolfe’s mineral elixir (Tab. 8) 1 ml 1!

Tab. 8: Zusammensetzung des Wolfe’s mineral elixirs. Der pH wurde m

it konzentrierter Schwefelsiure auf 1 eingestellt.

Substanz Menge
MgSO4 x 7 H20 30gl!
MnSO4 x H20 5¢l!
NaCl 10g1!
FeSOs x 7 H20 1gl!
CoCl2 x 6 H20 1,8 gl
CaCl2 x 2 H20 1gl!
ZnSOs x H20 1,8 g 1!
CuSO4 x 5 H20 0,1gl!
KAI(SOsp x 12H:0 | 0,18 g 1!
H3BO3 0,1 gl!
Na:MoOs x 2 H20 0,1 gl
(NH4)2Ni(SO4)2 x 6 H20 | 2,8 g 1!
NaxWO4 x 2 H20 0,1gl!
Na2SeOq4 0,1 gl!
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2.3.4. Stammerhaltung

Zur dauerhaften Konservierung der hergestellten Bakterienstimme, wurden Kryokulturen
hergestellt. Dafiir wurde 1 ml einer Kultur mit 10 % (v/v) Glycerin versetzt, in fliissigem

Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert.

2.4. Bioelektrochemische Biofilmkultivierung

Der Aufbau der FlieBzellperipherie fiir das elektroautotrophe Biofilmwachstum von
K. spormannii wurden von Max Hackbarth (Engler-Bunte-Institut, Karlsruher Institut fiir
Technologie) entwickelt (Hackbarth et al., 2020). Daher soll hier nur kurz auf den Aufbau und

die generelle Funktionsweise der FlieBzellen eingegangen werden.

2.4.1. Autfbau der FlieBzellen und der Peripherie

Die FlieBzellen zur Kultivierung des kathodischen Biofilms wurden aus Polyether-Ether-Keton
sowie einer transparenten Polycarbonat-Scheibe gefertigt (Abb. 7). Ein Graphitblock (100 mm
x 20 mm; MR40, Miiller und Rossner, Troisdorf-Bergheim, DE) wurde im Boden der FlieBzelle
als Kathode verwendet. Als Anoden dienten sechs Iridium-Tantal beschichtete Titan-Plittchen
(Platinode® - MMO Anode 177, umicore, Schwibisch Gmiind, DE), die sich im FlieBkanal
oberhalb der Kathode befanden. Diese Elektroden wurden von auflen mit Titan-Schrauben
konnektiert. Die Peripherie innerhalb derer die FlieBzellen betrieben wurden, besteht aus
rostfreiem Edelstahl (316Ti). Durch den doppelwandigen Medienkessel konnten zum einen die
Temperatur liber eine externe Wasserbadheizung geregelt, zum anderen der pH-Wert gemessen
werden. Dafiir wurde eine Orbisint CPS11D-7BA21 pH- und Temperaturelektrode von
Endress+Hauser Messtechnik GmbH+Co. KG (Weil am Rhein, DE) verwendet. AuBlerdem
konnte am Medienkessel die Begasung des Mediums durchgefiihrt werden, wobei ein
Magnetrithrer flir einen besseren Stoffiilbergang der Gase ins Medium sorgte. Eine
Magnetzahnradpumpe von Cole-Parmer (Ismatec Reglo-Z Digital, Wertheim, DE), ausgestattet
mit einem Saugschuh-Pumpenkopf (Ismatec Z-1830, Cole-Parmer, Wertheim, DE) beforderte
das mit den gasformigen Substraten angereicherte Medium zur Fliezelle. Die SE231-Elektrode
von Sensortechnik Meinsberg (Waldheim, DE) diente als Referenzelektrode. Das System ist —
bis auf die Referenzelektrode — vollstindig autoklavierbar, womit die Sterilitit vor jedem
Versuch gewihrleistet werden konnte. Die Referenzelektrode wurde vor dem Einsetzen mit

UV-Licht sterilisiert. Ein groBer Vorteil bei der Benutzung dieser Peripherie war die
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Moglichkeit die Biofilm-Akkumulation nicht-invasiv und in-situ durch OCT-Aufnahmen zu

visualisieren.

Abb. 7: Darstellung des Aufbaus der Flieizellenperipherie (A) und Explosionszeichnung der Flief3zellen (B).
1 —Magnetriihrer; 2 — pH-Elektrode; 3 - Magnetzahnradpumpe; 4 — OCT-Sonde; 5 — Doppelwandiger Edelstahlkessel;
6 — Referenzelektrode; 7 — Flieizelle; 8 — Zufluss; 9 - Abfluss; 10 -- Abstandshalter; 11 - Abdeckung; 12 — Anodenhalterung;
13 — Anodensegment; 14 - Kathode; 15 — O-Ring; 16 — Polycarbonat-Abdeckung; 17 — Gehiuse. Aus Hackbarth et al., 2020.

2.4.2. FlieBzellen-Kultivierung

Die Kultivierung von K. spormannii in den FlieBzellen erfolgte in ES-Medium (Tab. 7). Als
Vorkultur diente eine in RR2A Medium (Tab. 6) gewachsene Vorkultur, die zwei Mal mit ES-
Medium gewaschen wurde. Das System wurde anschliefend mit 850 ml Medium mit einer
ODeoo von 0,1 steril befiillt. Die FlieBzellen wurden bei einer Temperatur von 60 °C iiber einen
Zeitraum von 10 bzw. 28 Tagen betrieben. Zu Beginn der Kultivierung wurde die Gasphase zu
C02/02(99,5:0,5 % v/v) durch eine ca. 5S-miniitige Begasung getauscht und ein Uberdruck von
1,5 bar angelegt. Um anfangs die Menge an geldstem Substrat zu erhéhen, wurde bei offenen
Einlass-Ventil noch fiir weitere 10 min begast. Im Laufe des Experiments wurde alle 2 Tage
die Gasphase bei konstantem Uberdruck getauscht (fiir ca. 5 min) und erneut fiir weitere 10 min

begast, bevor die Ventile wieder geschlossen wurden. Die Flussrate der Pumpe wurde auf
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100 ml min™! eingestellt. Um eine fiir die Zellen mdglichst schonende initiale Polarisierung der
Elektroden zu erreichen wurde eine lineare Voltammetrie (engl. fiir linear sweep voltammetry,
LSV) von 0 bis -500 mV gegen eine Standard Wasserstoff Elektrode (engl.: vs. standard
hydrogen electrode, vs. SHE) mit einer Schrittgrofle von 1 mV verwendet. Direkt im Anschluss
wurde in einer Chronoamperometrie (CA) ein Potential fiir den restlichen Verlauf des
Experiments von -500 mV vs. SHE gehalten. Als Potentiostat kam der Interface 1010E von
Gamry Instruments (Warmister, USA) zum Einsatz, iiber den auch der kathodische
Stromverbrauch aufgezeichnet wurde. Sowohl fiir das LSV-, als auch fiir das CA-Experiment
wurde aullerdem die iR Kompensations-Methode current interrupt (Cl; engl. fiir Strom-
Unterbrechung) verwendet um etwaige Widerstandsschwankungen wéhrend des Versuchs

auszugleichen und damit ein gleichbleibendes Potential zu gewéhrleisten.

2.5. UV-unterstiitzte elektroautotrophe Adaption

Um K. spormannii auf das elektroautotrophe Biofilmwachstum zu adaptieren wurde eine
Langzeitkultivierung in den FlieBzellen (siehe 2.4) durchgefiihrt. Um die Anpassung durch das
Auftreten von zufilligen Mutationen weiter zu verbessern wurden die Zellen zusitzlich mit

UV-Licht bestrahlt.

Zu Beginn des Experiments wurde K. spormannii WT fiir insgesamt 28 Tage in den FlieBzellen
als kathodischer Biofilm kultiviert (siche 2.4.2). AnschlieBend wurde der gewachsene Biofilm
entnommen und ein Teil fiir die Kultivierung einer heterotrophen Kultur in RR2A verwendet.
Mit einem weiteren Teil des Biofilms und mit der ausgebauten Kathode wurden phasenkontrast-
und fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen durchgefiihrt (sieche 2.6.1). Die heterotrophe
Kultur wurde bei einer ODeoo von ~0,5 zentrifugiert, zwei Mal in ES Medium gewaschen, und
diente anschlieBend als Inokulum fiir eine weitere 28-tigige Wachstumsphase in den
FlieBzellen. Vorher wurde die Zellsuspension jedoch einer UV-C (A254 nm) - Strahlung
ausgesetzt, indem diese in eine Petrischale gegeben und 15 cm unter die UV-Lampe VL-4LC
von Vilber Lourmant (Collégien, FR) platziert wurde. Die Bestrahlung der Zellen wurde 3 s
unter leichtem Schwenken der Petrischale bei gedffnetem Deckel durchgefiihrt. Diese Prozedur
(Biofilmkultivierung — Heterotrophes Wachstum — UV-C Bestrahlung — Biofilmkultivierung)
wurde noch zwei weitere Male auf die gleiche Weise verfolgt. Wéhrend der Kultivierung nach
einer UV-Licht Bestrahlung wurde das Fenster der Fliezelle fiir mindestens 7 Tage mit
Alufolie abgedeckt um eine mogliche Photoreaktivierung zu vermeiden. SchlieBlich wurde der

adaptierte Stamm in einem Vergleichslauf mit dem Wildtyp verglichen. Speziell wurden hierbei
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der Stromverbrauch, sowie das Biofilmwachstum der beiden Stimme miteinander verglichen.
Zweiteres wurde mithilfe der optischen Kohérenztomographie (sieche 2.6.2) ermittelt. Dafiir

wurde mindestens tdglich der Biofilm an je drei verschiedenen Positionen der Kathoden

untersucht.
Kyrpidia spormannii
WT
@ @ UV-Bestrahlung
WT (x3)
. B T~ 14

VC.l'glClCh Elekn'f)amolrophes / B =5 Heterotrophes
Biofilm- VS. @ Wachstum f Wachstum

wachstum : p=~ ~3Tage

o — @ -
28 Tage

Biofilmentnahme
D) '/@ (x3)

Kyrpidia spormannii
Stamm EAD

EAD -,

Abb. 8: Schema der UV-unterstiitze elektroautotrophe Kultivierung. 1) Kultivierung von K. spormannii in der
FlieBzelle. 2) Biofilmentnahme und heterotrophe Kultivierung. 3) UV-Bestrahlung des Inokulums der erneuten
Kultivierung in der Flieizelle. 4) Entnahme des elektroautotroph-adaptierten Stamms. 5) Vergleich des
elektroautotrophen Biofilmwachstums des Wildtyps und des adaptierten Stamms.

2.6. Bildgebende Methoden

2.6.1. Phasenkontrast- und Fluoreszenzmikroskopie

Die Phasenkontrastmikroskopie ist ein Verfahren der Lichtmikroskopie, speziell zur
Darstellung farbloser Strukturen. Man nutzt dabei die unterschiedlichen Brechungsindices
komplexer Strukturen, wie z.B. Mikroorganismen. Die geringen Phasendnderungen beim
Durchdringen dieser Objekte durch das Licht wird in der Phasenkontrastmikroskopie in einen
Helligkeitsunterschied umgewandelt und kann somit sichtbar gemacht werden. Die
Fluoreszenzmikroskopie, als ein weiteres Verfahren der Lichtmikroskopie, beruht auf dem
Prinzip der Fluoreszenz. Dabei wird ein Elektron eines sogenannten Fluorophors durch Licht
einer spezifischen Wellenldnge von einem energetischen Grundzustand auf ein hoheres
Energieniveau angeregt (Absorption). Diese Wellenlinge wird durch den benutzten
Anregungsfilter festgelegt. Fillt das Elektron wieder auf den Grundzustand zuriick wird die
freiwerdende Energie in Form von Photonen frei (Emission). Da diese generell energiedrmer

sind als die Anregungsphotonen, ist das Emissionslicht immer langwelliger (Stokes-
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Verschiebung). Um speziell nur das Emissionslicht und nicht das Anregungslicht

wahrzunehmen wird ein passender Emissionslichtfilter verwendet.

Fiir beide lichtmikroskopische Methoden wurde das Mikroskop DM5500B von Leica (Wetzlar,
DE) verwendet, ausgestattet mit der Leica Kamera DFC360FX. Als Objektive dienten ein 100x
Objektiv mit Ol Immersion (HCX PL FLUOTAR 100.0x1.30 OIL), das 63x Dip-In Objektiv
APO L63/090W mit Wasserimmersion oder ein 10x Objektiv HCX PL FLUOTAR 10.0x0.30
DRY. Bilder wurden mit der Leica Software LAS-AF erstellt.

2.6.1.1. Nilrot Fdrbung

Nilrot ist ein fluoreszierender Phenoxazin-Farbstoff der an hydrophobe Strukturen bindet. In
dieser Arbeit wurde Nilrot sowohl zur generellen Anfiarbung der Zellmembran, als auch zur
spezifischen Anfirbung intrazelluldrer Polyhydroxybutyrat- (PHB-) Granula verwendet. Es
weist dabei ein Absorptionsmaximum von 535 nm und ein Emissionsmaximum bei 605 nm auf.
Die verwendeten Filter fiir die Fluoreszenzmikroskopie wurden darauf angepasst. Als
Arbeitskonzentration zur Anfirbung von Zellen wurde eine Nilrot-Konzentration von 2 pg ml™!
verwendet, bei der Anfirbung des Biofilms auf Graphitkathoden hingegen 5 pg ml'. Die
Stammldsung war eine 100 pg ml!' Lésung in DMSO. Die Zellen wurden zur Firbung mit dem
Farbstoff versetzt und fiir 5-10 min bei 60 °C (K. spormannii) bzw. 37 °C (E. coli) inkubiert

bevor sie mikroskopiert wurden.

2.6.1.2. DAPI-Firbung

DAPI (4’,6-Diamidin-2-Phenylindol) ist ein Fluoreszenzfarbstoff zur unspezifischen Farbung
von DNA. Es dient hierbei meist als Gegenfarbung spezifischerer Farbstoffe. In dieser Arbeit
wurde DAPI in einer Konzentration von 1 pg ml™!' verwendet. Die Proben wurden 5-10 min bei

60 °C inkubiert und anschlieBend mikroskopiert.

2.6.1.3. Live/Dead Fdrbung

Zur Bestimmung der Viabilitdt von Zellen wurde das LIVE/DEAD BacLight Bacterial Viability
Kit verwendet (Thermo Fisher, Waltham, USA). Diese Firbung basiert auf der
unterschiedlichen Membrangéngigkeit zweier DNA-interkalierender Fluoreszenzfarbstoffe.
Wihrend Farbstoff SYTO 9 membrangédngig ist und sowohl lebende als auch tote Zellen
anfarbt, kann der Farbstoff Propidiumiodid die Zellmembran intakter Zellen nicht
durchdringen. Lediglich tote Zellen mit eingeschrankter Membranintegritdt werden hier
angefarbt. Die Farbung wurde sowohl fiir Biofilm-Flocken als auch mit Teilen der

Graphitkathode nach den Angaben des Herstellers durchgefiihrt.
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2.6.2. Optische Kohédrenztomographie — Prinzip und Auswertung

Die optische Kohédrenztomographie (optical coherence tomography, kurz: OCT) ist ein nicht-
invasives bildgebendes Verfahren, dass es ermoglicht dreidimensionale Scans von Strukturen
zu erzeugen, indem deren Oberfldche mit Licht ,,abgerastert™ wird (Wagner und Horn, 2017).
Seit einiger Zeit werden OCT-Aufnahmen auBlerdem zur Visualisierung von Biofilmen
verwendet (Halan et al., 2012; Molenaar et al., 2018). Es handelt sich um ein
interferometrisches Verfahren bei dem das Licht einer Lichtquelle von der zu beobachtenden
Probe reflektiert und gestreut wird und anschlieBend mit dem Licht eines Referenzarms
interferiert (Wagner und Horn, 2017). Diese Interferenz wird von einem Detektor aufgezeichnet
und analysiert um eine dreidimensionale Darstellung der Proben zu erhalten. Da das Licht auch
—je nach Oberflichenbeschaffenheit — in der Lage ist in die Probe einzudringen, kann an jedem
abgetasteten Punkt ein Tiefenprofil erstellt werden (A-Scan; Z-Richtung). Erfolgt die
Aufnahme eines solchen Tiefenprofils nun anhand einer festgelegten Achse bekommt man eine
2D-Ansicht des Biofilmes (B-Scan; in XZ-Richtung). Viele solcher zweidimensionalen
»Zeilen®, konsekutiv hintereinander ergeben schlussendlich eine 3D-Aufnahme des Biofilmes
(C-Scan, XYZ-Richtung) (Wagner und Horn, 2017). Die OCT-Aufnahmen dieser Arbeit
wurden mit einem Ganymede II - LSM04 OCT-Gerit von Thorlabs (Dachau, DE) am Engler-
Bunte-Institut (KIT), wie in Hackbarth et al., 2020 beschrieben, durchgefiihrt. Die Auswertung
der generieten OCT-Daten erfolgte, falls nicht anderweitig erwihnt, nach Hackbarth ez al.,
2020.

2.7. Molekularbiologische Methoden

2.7.1. Sicherung synthetisierter DNA-Sequenzen

Extern synthetisierte DNA-Fragmente wurden mittels des Novagen Perfectly Blunt Cloning
Kits (Merck Millipore, Darmstadt, DE) in dem beiliegenden linearisierten pT7-Vektor
gesichert. Das Protokoll wurde nach Herstellerangaben durchgefiihrt.

2.7.2. Isolierung und Aufreinigung von Plasmid-DNA

Die Isolierung und Aufreinigung von Plasmiden erfolgte mit Hilfe des Wizard® Plus SV
Minipreps DNA Purification System Kit (Promega, Mannheim, DE). Nach der Elution wurde
die DNA-Konzentration durch das NanoDrop 2000 Spektrophotometer von Thermo Fisher
(Waltham, USA) gemessen.
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2.7.3. DNA-Amplifikation

Zur  Amplifikation von distinkten DNA-Sequenzen wird standardméBig die
Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction, kurz: PCR) verwendet. Dafiir werden
Oligonukleotide genutzt, die komplementdr an den Grenzen des zu amplifizierenden DNA-
Bereichs binden. Diese dienen daraufhin als Ansatzpunkt der DNA-Polymerase. In Tab. 9 sind
die in dieser Arbeit genutzten Oligonukleotide (auch Primer genannt) aufgefiihrt. Bei der

Anwendung der PCR wurden zwei Fille unterschieden:

Fiir priaparative PCR wurde eine HiFi-Polymerase von PCRBiosystems (London, GB)
verwendet. Diese zeichnet sich vor allem durch ihre 3°-5°-proofreading-Aktivitit und die
daraus resultierende geringere Fehlerrate aus. Fiir diese Art der PCR wurde, falls nicht
anderweitig erwéhnt, ein 50 pl Ansatz gewéhlt (siche Tab. 10). Daneben wurden analytische
PCRs mithilfe des MangoMix™ von Bioline (Luckenwalde, DE) durchgefiihrt. Dieser
beinhaltet die verhéltnismiBig fehleranféllige Taq-Polymerase und wurde daher vor allem fiir
Plasmid- bzw. Konstrukt-Kontrollen verwendet. Als Template dienten hierbei entweder
isolierte DNA oder eine Bakterien-Kolonie (Kolonie-PCR). Dabei wurde mit einer
Pipettenspitze direkt ein Teil einer Bakterienkolonie von einer Agar-Platte in den PCR Ansatz
iiberfiihrt. Fiir analytische PCRs wurde standardmifig ein 15 pl Ansatz verwendet (siche Tab.
11). Das im Thermocycler angewendete Temperaturprotokoll ist in Tab. 12 dargestellt. Um
einen Basenaustausch an einer bestimmten Stelle eines Gens ecinzufiihren (site directed
mutagenesis) wurden in der PCR forward und reverse Primer gewihlt, welche den
Basenaustausch in ihrer Sequenz trugen. Das Gen wurde somit in zwei Teilen amplifiziert und

anschliefend fusioniert.

PCR-Produkte wurden entweder mittels Agarose-Gelelektrophorese analysiert (siche 2.7.5)
oder direkt mithilfe des Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System Kits (Promega, Mannheim,
DE) aufgereinigt. Die aufgereinigten DNA-Produkte wurden in 50 pul ddH20 aufgenommen.

Ansonsten wurden alle Schritte nach Herstellerangaben durchgefiihrt.
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Tab. 9: Die in dieser Arbeit verwendeten Primer zur Herstellung der einzelnen Plasmide.

Nr. | Name Sequenz (5¢ - 3¢)
Primer fiir pASK-IBA43plus_his-murA2wr/his-murA2 ..

murA2_iba43EcoRI- CATCACGGGGCCGGAGACCGCGGTCCCGAATTGGCG

! OL.FOR ACCATTCTCGTG

) murA2 ibad3Pstl-OL.REV TCCAAGCGCTGAGACCATGGTCCCCCTGCATCACTCC

ACCCGCTTGATC

3 Iba43 murA2T698A- TCGGTTGCGGGGGGTGGAGCACACGGTCAACCCCGA
OL.FOR TCGAATCGAAGC

4 Iba43 murA2T698A- AAAAGGTGCCGGCTTCGATTCGATCGGGGTTGACCGT
OL.REV GTGCTCCACC

Primer fiir pBAD202 _phaA _phaQPRBC
TGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACATACCATGGTG
GACGTAGTGATTACTTCAG
TCATCCGCCAAAACAGCCAAGCTGGAGACCGTTTTCA
CCGGACGTTTTCCAC
AGCTTGGCTGTTTTGGCGGATGAGAGAAGAGTGGAC
GGAGGCTTGGTC
TCTGCGTTCTGATTTAATCTGTATCAGGCTGAAAATC
ACATTGCGTCGTGTGC

5  phaA pBADOLLFOR

6 | phaA pBADOLLREV

7 phaQPRBC_FOR.OLI

8  phaQPRBC_REV.OLI

Primer fiir pMET-MS
AAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACAT
ACCATGGAGAACGGCCAACTGAC
TCTCCTTCTTAAAGTTAAACAAAATTATTTCTATTATT
CACCTCCAATAATTCCTTG
GTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACATACCATGACGG
AAAATTATATGTCTCGAATG

9 M.Ksp_ pBADNcol.FOR

10 | M.Ksp RBS-SSU.REV

11 | SKsp RBS-MSU.FOR

CTTCTCTCATCCGCCAAAACAGCCAAGCTGGAGACCG

12 | S.Ksp_pBADPmel.REV
TTTTCATATTTCAACTTCCTCCTCCGC

ITTTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAAATATGTATCCG

13 | CmR-p15A BspHLFOR
CTGCACCTGCCATTCATCCGC

CAGAATCCCTGCTTCGTCCATTTGACAGGCACATTAT

14 | CmR-pl5A_ GibsNsiL.REV
GCAACCGATGGGGAAGATCGGG

Primer fiir pT7Blue Py -TK101 gy

15 | pT7.FOR AGAGATCAAATCGGATCCCCGG

40



Material und Methoden

16

17

18

19

20

pT7 without MtRNA-
Prom.REV

kanR

TK101 _pT7Gibs.REV
MtRNA-Prom+kanR
TK101 pT7Gibs.FOR
MtRNA-Prom kanR
TK101 OL.REV

kanR TK101 MtRNA-

AACTAGCTGCAGCACATCATCC

TGAATTCGAGCTCGGTACCCGGGGATCCGATTTGATC
TCTTTATCAAAACGGGATCCTCTTAGACAC
AGGATCTACTAGTCATATGGATGATGTGCTGCAGCTA
GTTACTACCATAACAGTCAACCCAG

CGATCCGCATATCGCACCTCCTGGGAATCC

GAGGTGCGATATGCGGATCGTGAATGGTC

Prom-OL.FOR
Primer fiir pG1A/pG2A/pNW33N_Pnus/Prier -TK101 g,
TK101MetProm pGl1APm | CCACGCCTCCTAAAACGCGATATACGCCGATTATGAG
A elGibs.FOR TTTGTTACTACCATAACAGTCAACCCAG
- TK101NatProm pGlAPme | CCACGCCTCCTAAAACGCGATATACGCCGATTATGAG
IGibs.FOR TTTTTGGTTTAAACGAAGATTAGATGCTATAATTG
23 TK101MetProm pG2APm | ACGGGCCAGTTTGTTGAAGATTAGATGCTATAATTGG
elGibs.FOR TTTGTTACTACCATAACAGTCAACCCAG
TK101NatProm pG2APme | ACGGGCCAGTTTGTTGAAGATTAGATGCTATAATTGG
# IGibs.FOR TTTTTGGTTTAAACGAAGATTAGATGCTATAATTG
TK101 pGXABgllIGibs.R | AGAAAGCTTGAATTCCCGGGATCCGGATCCGATATCT
2 EV GCATTATCAAAACGGGATCCTCTTAGACAC
TK101MetProm pNWHin | CAATTTCACACAGGAAACAGCTATGACCATGATTACG
%6 dIIGibs.FOR CCAGTTACTACCATAACAGTCAACCCAG
27 TK101NatProm pNWEco | CAATTTCACACAGGAAACAGCTATGACCATGATTACG
RIGibs.FOR CCATTGGTTTAAACGAAGATTAGATGCTATAATTG
28 TK101 pNWEcoRIGibs.R | GATTCGTTTTACTTTCCCGTTCTCTCTGATTGTGAAAT
EV TGTTATCAAAACGGGATCCTCTTAGACAC

Tab. 10: Zusammensetzung eines priparativen PCR-Ansatzes. Standardméiflig wurde ein 50 pl Ansatz verwendet.

Komponente Menge
5x PCRBIO HiFi Puffer | 10 pl
Forward Primer (10 uM) | 2 ul
Reverse Primer (10 uM) | 2 ul
HiFi Polymerase 0,5 ul

Template DNA
ddH,O

<100 ng cDNA oder <500 ng gDNA
auf 50 pl auffiillen
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Tab. 11: Zusammensetzung eines analytischen PCR-Ansatzes. Es wurde standardmiiflig ein 15 pl Ansatz verwendet.

Komponente Menge
MangoMix™ (2x) 7,5 wl
Forward Primer (10 uM) | 0,6 ul
Reverse Primer (10 uM) | 0,6 ul

Template <100 ng cDNA oder Bakterien-Kolonie
ddH.O auf 15 pl auffiillen

Tab. 12: Zyklisches Temperaturprotokoll der analytischen und priparativen PCR. Dabei wurden die Schritte 2-4 im
Thermocycler 29-30 mal wiederholt.

Schritt Temperatur Dauer bei Dauer bei
analytischer PCR priparativer PCR

1 — Initiale Denaturierung 95 °C 5 min 2 min

2 — Denaturierung 95 °C 30s 15s

3 — Primer Anlagerung 50-70 °C 30s 15s

4 — Elongation 72 °C 30 s kb 30 s kb

5 — Finale Elongation 72 °C 10 min 10 min

6 — Ende 4°C e 0

2.7.4. Restriktion

Fir eine sequenzspezifische Restriktion innerhalb einer DNA-Sequenz wurden
Restriktionsenzyme (bezogen von New England Biolabs, Schwalbach, DE) verwendet. In Tab.
13 ist ein Standard-Restriktionsansatz gezeigt, wobei sich, je nach Restriktionsenzym, der
verwendete Puffer unterscheiden konnte. Der Ansatz wurde fiir 1 h nach Herstellerangaben

inkubiert.

Tab. 13: Zusammensetzung eines 50 pl-Restriktionsansatzes.

Komponente Menge
10x Puffer 10 pl
Plasmid 2 ug

Restriktionsenzym(e) | je 1 pul
ddH20 auf 50 pl auffiillen
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2.7.5. Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese wurde in dieser Arbeit verwendet um sowohl PCR-Produkte,
als auch Restriktionsreaktionen zu analysieren. Hierbei wird die negative Ladung der DNA-
Molekiile genutzt, die innerhalb eines Spannungsfeldes zur Kathodenseite migrieren. Erfolgt
diese Migration durch ein Agarose-Gel wird die DNA ihrer Molekiilmasse — praktisch also der
Lange nach — entsprechend aufgetrennt. Hierfiir wurde 1 % (w/v) Agarose in Tris-Acetat-
EDTA (TAE) Puffer (Tab. 14) durch Aufkochen gelost und mit dem DNA-Farbstoff Midori
Green (Nippon Genetics, Diiren, DE) versetzt. Die Auftrennung erfolgte durch das Anlegen
einer konstanten Spannung von 120 V. Als GroBenmarker diente der GeneRuler 1 kb von
Thermo Fisher (Waltham, USA). Nach der Auftrennung wurden die Gele entweder unter dem
Blaulicht-Tisch FastGene B/G LED Transilluminator (Nippon Genetics, Diiren, DE) liberpriift
und einzelne Banden ausgeschnitten oder mit Hilfe des Gel Doc XR System (Bio-Rad,

Miinchen, DE) visualisiert.

Die Aufreinigung von DNA aus Agarose-Gelen erfolgte mittels des Wizard SV Gel and PCR
Clean-Up System Kits (Promega, Mannheim, DE). Die aufgereinigten DNA-Fragmente wurden
in 40 pl ddH20 aufgenommen. Ansonsten wurden alle Schritte nach Herstellerangaben
durchgefiihrt. Nach der Elution wurde die DNA-Konzentration durch das NanoDrop 2000
Spektrophotometer von Thermo Fisher (Waltham, USA) gemessen.

Tab. 14: Zusammensetzung des TAE-Puffers. Der pH wurde mit Hilfe von Essigsiure auf 8,0 eingestellt.

Substanz | Menge
Tris 4,85¢g1!
EDTA 0,37 g 1!

2.7.6. Isothermale in-vitro Ligation

Die isothermale in-vitro Ligation nach Gibson ist eine Methode um DNA-Fragmente in einer
Rekombinationsreaktion zusammenzufiigen (Gibson et al, 2009). Angefiigte homologe
Bereiche dieser Fragmente werden iiber eine 5°-Exonuklease zu Einzelstrangiiberhéingen
abgebaut. Die homologen Bereiche binden nun aneinander und werden anschlieBend durch eine
DNA-Polymerase zu einem Doppelstrang vervollstindigt und das DNA-Riickgrat von einer
DNA-Ligase wieder ligiert. In Tab. 15 sind die Bestandteile des Reaktionsansatzes gezeigt. Es
wurden 15 pl dieses Ansatzes mit 5 pl DNA-L&sung mit 10 — 100 ng dquimolarer Menge der
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jeweiligen DNA-Fragmente versetzt. Der Reaktionsansatz wurde fiir 1,5 h bei 50 °C inkubiert

und anschlieBend fiir eine Transformation in E. coli genutzt (siche 2.7.8.1).

Tab. 15: Zusammensetzung des Reaktionsansatzes fiir die isothermale in-vitro Ligation.

Komponente Menge
Reaktionspuffer (5x) (Tab. 16) 80 ul
Phusion DNA-Polymerase (2 U pl'') | 5 pl
Taq DNA-Ligase (40 U pl™) 40 pl
T5 Exonuklease (0,1 U pl™) 16 pl
ddH,0 239 ul

Tab. 16: Zusammensetzung des Sx-Reaktionspuffers fiir die isothermale in-vitro Ligation.

Substanz Menge
TRIS (pH 7,5) 500 mM
MgClz 50 mM
dNTPs 1 mM
DTT 50 mM
NAD 5 mM
PEG-8000 25 % (w/v)
ddH20 250 pl

2.7.7. DNA-Methylierung und Dot-Blot Test

Um eine in vivo DNA-Methylierung durchzufiihren wurde der Methylierungsstamm mit dem
Methylierungsplasmid pMET-MS und dem zu methylierenden Transformationsplasmid in LB-
Medium kultiviert. Die Kultur wurde mit einer ODesoo von 0,01 inokuliert, das
Methylierungsplasmid mit 0,2 mM Arabinose induziert und {iber Nacht bei 37 °C und 180 rpm
im Schiittelinkubator inkubiert. AnschlieBend wurden die Plasmide isoliert und aufgereinigt

(siche 2.7.2).

Fiir den Dot-Blot Test wurden die aufgereinigten Plasmid-Losungen fiir 3 min bei 95 °C erhitzt

und sofort fiir 10 min auf Eis inkubiert. Danach wurden je 2 ul der Plasmid-Losungen auf eine

Nitrocellulose-Membran gegeben und 15 min bei RT getrocknet. Um die DNA auf der

Membran zu fixieren (das sogenannte crosslinking) wurde sie mit einem UV Stratalinker 1800

von Stratagene fiir 30 s mit UV-Licht (120.000 mJ) bestrahlt. Die Membran wurde anschlieBend
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fiir 10 min mit TBST-Puffer (20 mM Tris-HCI pH 7,5, 500 mM NaCl, 0,05 % Tween20)
gewaschen und 1 h mit 3 % BSA (bovines Serumalbumin) (in TBST; Blockier-Ldsung)
blockiert. Nun wurde die o-m6A-Antikorper-Losung zur Membran gegeben (1:1000
Verdiinnung in Blockier-Losung) und fiir 1 h inkubiert. Darauthin wurde die Membran 3 x
5 min und 1 x 10 min mit TBST gewaschen und fiir 1 h mit einem sekundiren a-rabbit-IgG-AP
Antikorper behandelt (1:7500 in 3 % Milchpulver (in TBST)). Schlussendlich wurde die
Membran 4 x 5 min mit TBST und 5 x 2 min mit ddH20O gewaschen und mit dem AP Conjugate
Substrate Kit von BioRad (Miinchen, DE) nach Herstellerangaben entwickelt.

2.7.8. Transformationen

2.7.8.1.  Elektroporation

Um Bakterienstimme mit Plasmid-DNA zu transformieren miissen die Zellen zundchst
vorbereitet werden. Im Falle der Elektroporation wurden elektrokompetente Zellen hergestellt,
indem alle Salze des Fliissigmediums durch mehrmaliges Waschen mit salzarmem Medium
entfernt wurden. Im Folgenden sind die beiden verwendeten Methoden beschrieben, wie E. coli

und K. spormannii fiir die Elektroporation vorbereitet und transformiert wurden.

Fiir die Elektroporation von E. coli BL21 (DE3) wurde dieser in LB-Medium kultiviert und bei
einer ODsoo von ca. 0,6 auf Eis gekiihlt. Von der Kultur wurde 1 ml entnommen, viermal mit
eiskaltem ddH20 gewaschen, in 100 pl resuspendiert (Menge fiir einen Transformationsansatz)
und die entsprechende zu transformierende DNA zugegeben. Im Falle der Transformation einer
Plasmid-Losung wurde 100 ng DNA zugesetzt. Wurde ein Ligationsansatz aus 2.7.6 verwendet,
wurde dieser zuvor dialysiert. Dafiir wurden 20 pl des Ansatzes auf eine Millipore-Membran
(Porengrofe 0,25 um; Millipore, Darmstadt, DE) aufgetragen, welche zuvor auf ddH2O in einer
Petrischale gelegt wurde. Die Dialyse wurde fiir 1 h bei RT inkubiert und anschlieend 5-20 pl
den elektrokompetenten Zellen zugesetzt. Die Zell-DNA-Suspensionen wurden nun in
vorgekiihlte Elektroporations-Kiivetten pipettiert. Schlussendlich wurde mithilfe eines
Micropulsers™ von BioRad (Miinchen, DE) die Elektroporation bei 1,8 kV durchgefiihrt, die
Zellen in vorgewdrmtem LB-Medium aufgenommen und fiir mindestens 1 h schiittelnd

inkubiert. Danach wurden sie auf ein entsprechendes Selektionsmedium ausplattiert.

Um Kyrpidia spormannii mittels Elektroporation zu transformieren, wurden die Zellen in
100 ml RR2A-Medium bis zu einer ODeoo von ca. 0,4 kultiviert. AnschlieBend wurden die
Zellen fiir 15 min auf Eis inkubiert bevor sie fiir 10 min bei 4 °C und 6000 x g abzentrifugiert
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wurden. Die Zellen wurden in 50 ml Elektroporationsmedium (0,5 M Mannitol, 0,5 M Sorbitol,
10 % (v/v) Glycerin) flinfmal gewaschen und anschliefend in 1,5 ml Elektroporationsmedium
resuspendiert. Ahnlich wie bei E. coli wurden auch hier 100 ul der nun kompetenten Zellen mit
Plasmid-DNA versetzt und in eine Elektroporations-Kiivette pipettiert. Die Elektroporation
wurden bei 2,1 kV durchgefiihrt und die Zellen in 1 ml 50 °C-warmem RR2A aufgenommen.
Schlussendlich wurden die Zellen tiber Nacht bei 50 °C inkubiert und auf dem entsprechenden

Selektionsmedium ausplattiert.

2.7.8.2.  Protoplasten Transformation

Die PEG-induzierte Protoplasten Transformation wurde als eine weitere Methode verwendet
um K. spormannii zu transformieren. Dabei wird die Zellmembran fiir die zu transformierende
DNA mit Hilfe von Polyethylenglykol (PEG) permeabilisiert. Fiir die Produktion von
Protoplasten wurde K. spormannii in 100 ml RR2A Medium bis zu einer ODsoo von 0,3
kultiviert und fiir 10 min bei 6000 x g und RT zentrifugiert. AnschlieBend wurden die Zellen
einmal in 20 ml hypertonem SMMR Medium (2x SMM Puffer (Tab. 17), 2x RR2A (Tab. 6); 1:1
(v/v)) gewaschen und in 10 ml SMMR mit 10 mg ml! Lysozym (>35.000 FIP U mg™)
resuspendiert. Um die Zellwand abzubauen wurden die Zellen nun fiir 22 h bei 37 °C und
130 rpm im Schiittelinkubator inkubiert. Daraufhin wurden der Zellsuspension weitere 10 ml
SMMR Medium hinzugefiigt und fiir 10 min bei 5000 x g und RT zentrifugiert, dann wurde
zweimal mit 20 ml SMMR gewaschen und abschlieBend in 2 ml SMMR resuspendiert. Diese
Protoplasten-Suspension wurde nun auf Eis gestellt und direkt fiir die Transformation genutzt.
Dafiir wurden 100 ul der Protoplasten mit 5 pl Plasmid-Losung (1,75 — 3 ug DNA) versetzt
(bzw. mit ddH20 fiir die Negativkontrolle) und 900 pl einer 30 % (w/v) PEG8000-Losung (in
SMMR) zugegeben. Um fiir eine bessere Aufnahme des PEG-DNA-Gemischs durch die
Zellmembran zu sorgen wurde die Suspension fiir 3 min bei 50 °C und 500 rpm im Heizblock
inkubiert. Nach der Transformation wurden 5 ml SMMR hinzugegeben um das PEG zu
verdiinnen und fiir 10 min bei 5000 g und RT zentrifugiert. Das Pellet wurde in 1 ml SMMR
resuspendiert und bei 50 °C fiir 24 h inkubiert. Um das Wachstum der Zellen wihrend der
Regeneration zu verbessern, wurden die Zellen auf RR2Areg-Agar (0,8 % (w/v) Agar-Agar)
ausplattiert (Tab. 18). Nach 2 Tagen wurde zur Selektion Kanamycin auf der Platte ausplattiert

um eine Konzentration von 5 pg ml™!' in der Agar-Platte zu erhalten.
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Tab. 17: Zusammensetzung von 2x SMM Puffer. Der pH wurde mit NaOH auf 6,5 eingestellt.

Substanz Menge
Sucrose 1M
Maleinséure 40 mM

MgCl (x 6 H20) | 40 mM

Tab. 18: Zusammensetzung von RR2A g Medium.

Substanz Menge
RR2A-Medium @ Siehe (Tab. 6)
CaClz 2 mM
Sucrose 0,5M

2.7.8.3.  Sepiolith-basierte Transformation

Die Sepiolith-basierte Transformation wurde nach einer Methode von Ren und Kollegen
durchgefiihrt (Ren et al, 2017). Diese beruht auf einer chemisch-physikalischen
Transformation mit einem Rubidiumchlorid-basierten chemischen Teil und einer
physikalischen Sepiolith-basierten Methode. Die physikalische Transformation mit Sepiolith
beruht auf dem sogenannten Y oshida-Effekt. Hierbei werden DNA-bindende Nanofasern durch
Reibung in die Zelle ,,gerieben* und transportieren dabei die Plasmid-DNA in die Zelle. In der
hier verwendeten Methode wird durch Anwendung von Rubidiumchlorid die Zellhiille vorher

zuséatzlich destabilisiert.

Fiir diese Art der Transformation wurde K. spormannii zu Beginn in 20 ml RR2A bis zu einer
ODsoo von ca. 0,3 kultiviert und anschlieBend zentrifugiert. Die Zellen wurden dreimal in
Sepiolith-Puffer (Tab. 19) gewaschen und in 1,5 ml resuspendiert. Das Sepiolith stammte
hierfiir von Kremer Pigmente GmbH & Ko.KG (Aichstetten, DE). Die Zellsuspension wurde
mit 1,5 — 3 ug Plasmid-Lésung versetzt und auf RR2A-Agarplatten mit 5 pg ml"! Kanamycin
ausplattiert. Dafiir wurde die Zell-DNA-Suspension mit einem Trigalski-Spatel unter leichtem
Druck fiir ca. 10 s auf der Agarplatte ausplattiert, bis eine merkliche Reibung spiirbar war und

anschliefend noch 30 s weiter ausplattiert.
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Tab. 19: Zusammensetzung des Sepiolith-Puffers. Der pH wurde mit KOH auf 6,3 eingestellt.

Substanz Menge
Glycerol 120 g I'!
MOPS 104 g 1!
RbCl 12gl"
CaCl x 2H20 | 14,6 g I'!
Sepiolith 0,1 gl

2.7.9. Isolation genomischer DNA

Zur Isolation genomischer DNA wurde das Wizard Genomic DNA Purification Kit (Promega,
Mannheim, DE) nach Herstellerangaben verwendet. Nach der Elution wurde die DNA-
Konzentration durch das NanoDrop 2000 Spektrophotometer von Thermo Fisher (Waltham,
USA) gemessen.

2.7.10.Sequenzierungen

Sanger-Sequenzierung
Sequenzierungen wurden bei der Firma Eurofins Genomics (Ebersberg, DE) durchgefiihrt. Es
wurden entweder ganze Plasmide oder PCR-Fragmente mit einem gewiinschten

Sequenzierungs-Primer in den vorgegebenen Konzentrationen verwendet.

lllumina-Sequenzierung

Um die Varianz-Analyse des elektroautotroph adaptierten Kyrpidia spormannii durchzufiihren
wurde die isolierte genomische DNA von Stamm EAD isoliert (siehe 2.7.9) und mithilfe einer
[llumina-Sequenzierung sequenziert. Diese gehort zu den Next Generation Sequencing
Methoden und bietet mehrere Vorteile: zum einen kdnnen mehrere Millionen DNA-Stiicke
parallel sequenziert werden, wodurch die Kosten gegeniiber herkdmmlichen Methoden

drastisch reduziert werden. Zum anderen hat diese Methode eine sehr geringe Fehlerrate.

Die Illumina-Sequenzierung in dieser Arbeit wurde bei IMGM Laboraties GmbH (Martinsried,
DE) durchgefiihrt. Die isolierte genomische DNA wurde fragmentiert und die DNA Bibliothek
mit dem NEBNext® Ultra™ Il FS DNA library preparation Kit erstellt. Die eigentliche
Sequenzierung wurde auf einer Illumina MiSeq Platform mit einer 2 x 150 bp (PE150)
Sequenzierung durchgefiihrt. Die erwartete Abdeckung belief sich auf 40 Millionen reads

(engl. flir sequenzierte DNA-Fragmente). Die Prozessierung der erhaltenen Daten wurde
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mithilfe der Software CLC Genomics Workbench v. 12.0 von Qiagen (Aarhus, Danemark)
durchgefiihrt (siche 2.10.4).

2.8. Proteinbiochemie

2.8.1. Heterologe Expression von Proteinen in E. coli

Fiir die heterologe Expression von Proteinen in E. coli wurde der Expressionsstamm BL21
(DE3) verwendet. Dieser wurde mit den entsprechenden Plasmiden in 2xYT Medium (fiir die
Expression von MurA2) (Tab. 4) oder in TBauk-Medium (PHB-Synthesegene) (Tab. 5) bei
37 °C und 180 rpm bis zu einer ODsoo von 0,6 kultiviert und die Proteinexpression mit 0,43 pM
Anhydrotetracyclin (AHT) (MurA2) bzw. 0,43 uM AHT und 100 uM L-Arabinose (PHB-
Synthesegene) induziert. Die Zellen wurden nun weitere 20 h bei 30 °C (MurA2) oder 37 °C
(PHB-Synthesegene) und 180 rpm inkubiert. Fiir fluoreszenzmikroskopische Aufnahme der
PHB-Granula wurden diese Zellen direkt weiterverwendet, ansonsten wurden die Zellen bei
6000 x g fiir 10 min und 4 °C abzentrifugiert und das Zellpellet bis zum Gebrauch bei -20 °C
gelagert.

2.8.2. Préaparation der Plasmafraktion

Das Zellpellet wurde in HEPES-Puffer (Tab. 20) resuspendiert (0,15 g Pellet ml™") und der
Zellsuspension anschlieBend je eine Spatelspitze DNAse (Appliechem, Darmstadt, DE) und
Lysozym (Sigma-Aldrich, Miinchen, DE) zugesetzt. Die Zelllyse erfolgte in einer French Press
Modell FA-079 von SLM Aminco (Urbana, USA) bei einem Druck von 1200 psi. Um die
16slichen Bestandteile des Zelllysats zu préparieren wurden die unldsliche Zellbestandteile bei
206.000 x g fiir 45 min bei 4 °C in der Ultrazentrifuge L8-70M von Beckmann-Coulter (Brea,

USA) abzentrifugiert. Der Uberstand (Plasmafraktion) wurde weiterverwendet.
Tab. 20: Zusammensetzung des HEPES-Puffers. Der pH wurde mit NaOH auf 7,4 eingestellt.

Substanz | Menge
HEPES | 20 mM
NaCl 250 mM
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2.8.3. Hitzeféllung

Um die Plasmafraktion von E. coli mit den heterolog exprimierten Proteinen aus K. spormannii
weiter anzureichern wurde eine Hitzeféllung durchgefiihrt. Diese beruhte auf der Tatsache, dass
die hitzelabilen Proteine des mesophilen Organismus E. coli bei erhohter Temperatur
denaturieren, wéhrend die hitzestabilen Proteine von K. spormannii gelost bleiben und sich
somit anreichern. Damit konnte das Risiko einer Verunreinigung nach der
affinitdtschromatographischen Reinigung des gewiinschten Proteins verringert werden. Die
Hitzeféllung erfolgte nach einer modifizierten Methode von De Marco und Kollegen (De Marco
et al., 2004). Dafiir wurde die Plasmafraktion mit PEG6000 (Endkonzentration 4,5 %) versetzt
und fiir 30 min bei 70 °C erhitzt. AnschlieBend wurden die Proben fiir 10 min auf Eis abgekiihlt
und fiir 15 min bei 12000 x g und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde entnommen, iiber

Nacht bei 4 °C gelagert und fiir die IMAC weiterverwendet (2.9.1).

2.8.4. Bestimmung der Proteinkonzentration

Zur Bestimmung der Proteingehalts von Proteingemischen wurde die Methode nach Bradford
verwendet (Bradford, 1976). Dabei bindet der Farbstoff Coomassie-Brilliant-Blue in saurer
Umgebung unspezifisch an die basischen Seitenketten von Aminosduren. Als Standard wurde
BSA (bovines Serumalbumin) in den Konzentrationen 0, 20, 40, 60, 80 und 100 pug ml’!
verwendet. Die zu messenden (verdiinnten) Proben und Standards (je 20 pl) wurden mit
Bradford-Reagenz versetzt (180 pl) (Tab. 21). Nach einer Inkubation fiir 5 min wurde die

Absorption in einer Mikrotiterplatte bei 595 nm gemessen.

Die Proteinkonzentration der gereinigten MurA-Varianten wurde durch den NanoDrop 2000
Spectrophotometers von Thermo Fisher (Waltham, USA) gemessen. Die Konzentration wurde
unter der Zuhilfenahme des Extinktionskoeffizients 10680 M™! cm™ und des Molekulargewichts
von 46,8 kDa ermittelt. Der Extinktionskoeffizient wurde durch das ProtParam Tool ermittelt

(Gill und von Hippel, 1989).

Tab. 21: Zusammensetzung der Bradford-Reagenz. Die Substanzen wurden in der Reihenfolge von unten nach oben
zugesetzt und filtriert.

Substanz Menge
Coomassie brilliant blue G250 ' 100 ml
Ethanol 96 % 50 ml

Konz. Phosphorsaure 100 ml
ddH20 750 ml
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2.8.5. SDS-Polyacrylamid-Gelektrophorese

Zur analytischen Auftrennung von Proteinen nach ihrem Molekulargewicht wurde eine
diskontinuierliche = SDS-Polyacrylamid-Gelektrophorese (SDS-PAGE) nach Laemmli
durchgefiihrt (Laemmli, 1970). Dafiir wurden die Proteinproben mit SDS-Ladepuffer versetzt
(Tab. 22) und 5 min bei 90 °C erhitzt. Die Hitze und das B-Mercaptoethanol fiihren dabei zur
Auflosung der Tertidr- und Sekundirstruktur der Proteine, wéhrend SDS (Sodium-
Dodecylsulfat) die Eigenladung der Proteine iiberdeckt und ihnen eine negative Nettoladung
gibt. Dadurch kdnnen Proteine allein anhand ihres Molekulargewichts aufgetrennt werden. Die
verwendeten diskontinuierlichen SDS-Gele bestehen aus einem Sammelgel (4 % Acrylamid,
pH 6,8) und einem Trenngel (12 % Acrylamid, pH 8,8) (Tab. 23). Im Sammelgel werden die
Proteine zwischen einem Ladungsgradienten aus Cl-Ionen und Glycin-Zwitterionen in einem
kleinen Bereich konzentriert (Isotachophorese). Die Anderung des pH-Werts im Trenngel
resultiert in Glycin-Anionen, wodurch der Ladungsgradient aufgehoben wird und die Proteine
threm Molekulargewicht entsprechend durch das Trenngel wandern. Als Lautkammer diente
eine Mini-PROTEAN® TetraCell von BioRad (Miinchen, DE) gefiillt mit SDS-Laufpuffer
(Tab. 24). Wihrend des Durchlaufens des Sammelgels wurde eine Spannung von 120 V
angelegt, bzw. 150 V, sobald die Proteine das Trenngel erreicht hatten. Die Proteinbanden des
Gels wurden unspezifisch mit Coomassie InstantBlue™ (Expedeon Ltd., Harston, UK) nach

Herstellerangaben gefarbt.

Tab. 22: Zusammensetzung des 6x Ladepuffers fiir die SDS-PAGE.

Substanz Menge
Glycerin 4,75 ml
2 M Tris-HCl (pH 6,8) 0,75 ml
B-Mercaptoethanol 1,5 ml

0,5 % (w/v) Bromphenolblau | 5 mg
SDS (20 % (w/v)) 3 ml
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Tab. 23: Zusammensetzung der diskontinuierlichen SDS-Gele. Die Angaben sind angegeben fiir 1 kleines Gel.

Substanz Sammelgel (4 %) Trenngel (12%)
ddH20 2,19 ml 1,55 ml
Acrylamid-Losung (30 % Acrylamid, @ 412,5 pl 1,8 ml

0,8% Bisacrylamid)

2 M Tris-HCl 187,5 ul (pH 6,8) | 1,125 ml (pH 8,8)
20 % SDS (w/v) 15 ul 22,5 ul

10 % APS (w/v) 15 pul 22,5 ul

TEMED 3,75 ul 4,5 ul

Tab. 24: Zusammensetzung von 1 1 des SDS-Laufpuffers (10x). Der pH wurde mit HCI auf 8,8 eingestellt.

Substanz Menge

SDS 10g
Glycin 144 ¢
Tris 30g

2.8.6. Colorimetrischer MurA Aktivititstest

Um die UDP-N-Acetylglucosamin 1-carboxyvinyltransferase-Aktivitit der gereinigten
MurA2-Varianten sowohl qualitativ, als auch quantitativ zu messen wurde ein modifizierter
Enzymtest nach Li und Kollegen durchgefiihrt (Li ef al., 2012). Dabei wird das anorganische
Phosphat (Pi) nachgewiesen, welches bei der Reaktion von UDP-Acetylglucosamin (UDAG)
und Phosphoenolpyruvat (PEP) entsteht. Dieser Nachweis funktioniert indem freies Phosphat
zusammen mit Molybdat einen Komplex bildet, der wiederum die Farbwechsel des Farbstoffs
Malachitgriin von gelb zu griin/blau hervorruft (Lanzetta et al., 1979). Der Reaktionsmix
bestand aus einem 200 pl-Ansatz mit 50 mM HEPES Puffer (pH 7,5), 10 mM KCI, 1 mM
Dithiothreitol, 1 mM UDAG und jeweils 7,5 ng der gereinigten Proteine. Als Kontrolle diente
ein Ansatz ohne Protein. Vor dem Start der Reaktion durch die Zugabe von 1 mM PEP wurde
der Reaktionsmix fiir 15 min in einem Heizblock bei 60 °C inkubiert. Die Reaktion lief
ebenfalls bei 60 °C ab. Nach verschiedenen Zeitintervallen wurden jeweils 10 ul Probe
entnommen und die Reaktion mit 490 pl der Firbelosung (Tab. 25) gestoppt. Nach einer
Inkubation fiir 5 min bei Raumtemperatur wurde die Absorption bei 620 nm gemessen. Als

Standard einer Pi-Eichkurve diente NaH2POs in verschiedenen Konzentrationen. Die
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Aktivitatsbestimmung erfolgte durch die 1. Ableitung eines polynomialen Fits (3. Ordnung,

R?>0,96) der auf die erhaltenen Daten angewendet wurde.

Tab. 25: Zusammensetzung der Firbelosung. Die einzelnen Komponenten wurden in 0,7 M HCI gelost und durch ein
Whatman-Paper filtriert. Lagerung erfolgte bei 4 °C im Dunkeln.

Substanz Menge

Malachitgriin-oxalat | 0,03 % (w/v)
Ammoniummolybdat | 0,2 % (w/v)
Triton X-100 0,05 % (v/v)

2.9. Analytische Methoden

2.9.1. Immobilisierte Metall-Ionen Affinititschromatographie (IMAC)

Zur spezifischen Reinigung von Proteinen wurde in dieser Arbeit die Immobilisierte Metall-
ionen Affinitdts-Chromatographie (IMAC) genutzt. Dabei wird das zu reinigende Protein mit
einem Affinitdts-Tag versehen, welcher spezifisch an bestimmte Metall-Ionen bindet. Der hier
verwendete Polyhistidin-Tag (Hiss-Tag) hat die Eigenschaft an immobilisierte Ni**-Ionen zu
binden. AnschlieBend wird die Bindung zwischen Ni*" und dem Hiss-Tag durch die kompetitive
Bindung von Imidazol (einem Histidin-Strukturanalog) wieder geldst. Die Reinigung wurde
mit einer HisTrap™ HP-Sdule von GE Healthcare (Freiburg, DE) an einer BioLogic DuoFlow
von BioRad (Miinchen, DE) durchgefiihrt mit einer konstanten Pumpenrate von 1 ml min™!. Zur
Probenvorbereitung wurde die Zellplasmafraktion nach der Hitzefdllung durch einen 0,2 um
Filter von VWR (Darmstadt, DE) filtriert und anschlieBend auf die Sdule geladen, die mit
20 mM Imidazol in HEPES-Puffer equilibriert wurde. Der gleiche Puffer wurde nun zum
Waschen der Séule verwendet (10 Sdulenvolumen, SV). Die Elution der gebundenen Proteine
erfolgte mit Elutionspuffer (Tab. 26) in variierender Imidazol-Konzentration. Zuletzt wurde die
Sdule mit 10 SV Elutionspuffer und 5 SV 20 % (v/v) Ethanol gewaschen. Die Lagerung der

gereinigten Proteine erfolgte bei 4 °C.
Tab. 26: Zusammensetzung des Elutionspuffers fiir die Ni**-IMAC. Der pH-Wert wurde mit NaOH auf 7,4 eingestellt.

Substanz = Menge

HEPES 20 mM
NaCl 250 mM
Imidazol | 500 mM
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2.9.2. Polyhydroxybutyrat-Nachweis mittels HPLC

2.9.2.1.  Lyophilisation von E. coli

Um einen quantitativen Nachweis des gebildeten PHBs in E. coli BL2I
pBAD202 phaA phaQPRBC zu erhalten, wurden die Zellen gefriergetrocknet (lyophilisiert)
um spéter die ermittelte PHB-Menge auf die Zelltrockenmasse zu beziehen. Dafiir wurde der
Stamm, wie in 2.6.1 beschrieben, kultiviert, bei 6000 x g fiir 10 min 4 °C zentrifugiert und das
Zellpellet zweimal in PBS-Puffer (Tab. 27) gewaschen. AnschlieBend wurde das erhaltenen
Zellpellet in Fliissigstickstoff schockgefroren und bei einer Temperatur von -40 °C und einem
Unterdruck von 0,08 mbar flir 40 h in der Gefriertrocknungsanlage Alpha 2-4 LOC-19 von
Christ (Osterode am Harz, DE) lyophilisiert.

Tab. 27: Zusammensetzung des PBS-Puffers (pH 7,4).

Substanz = Menge
NaCl 137 mM
KCl 2,7 mM
Na,HPO; | 10 mM
KH,PO; | 1,76 mM

2.9.2.2. Extraktion und saure Hydrolyse von PHB

Fiir die Extraktion von PHB aus E. coli wurden in dieser Arbeit 100 mg der lyophilisierten
Zellen in einer 12,5 % (w/v) NaClO-Losung resuspendiert und fiir 1 h auf Eis inkubiert. Im
Gegensatz zum enthaltenen PHB werden durch NaClO die einzelnen Zellbestandteile durch
Denaturierung und Hydrolyse zersetzt und gehen in Losung. AnschlieBend wurde die Losung
mit 2,5 ml ddH20 aufgefiillt und fiir weitere 24 h bei RT inkubiert. Das PHB bildete in dieser
Zeit auf dem Boden des ReaktionsgefiBes einen weiBen Niederschlag. Der Uberstand wurde
nun abgenommen und der Niederschlag zweimal mit ddH20 und einmal mit Isopropanol
gewaschen. Schlussendlich wurde der PHB-Niederschlag in 3 ml 60 °C-heilem Chloroform
gelost, in ein mit Chloroform gereinigtes Glasgefdll iiberfiihrt und eingedampft. Vor dem
quantitativen und qualitativen Nachweis von PHB musste das unldsliche Polymer PHB
zunichst in sein 16sliches Monomer Crotonsédure zersetzt werden. Dafiir wurde das extrahierte
PHB in konzentrierter Schwefelsidure aufgenommen und bei 100 °C fiir 1 h gekocht. Fiir den
Nachweis der Crotonsdure mittels HPLC wurden die Proben auf eine H2SO4-Konzentration von

0,05 M mit ddH20 verdiinnt und gegebenenfalls bei -20 °C gelagert.
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2.9.2.3.  Nachweis mittels Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC)

Um die Konzentration des PHB-Monomers Crotonsdure in den Hydrolysaten zu bestimmen,
wurde dessen Konzentration mittels einer Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC)
analysiert. Die Eichgerade zur quantitativen Bestimmung wurde kommerziell erwerbliches
P3HB von Sigma Aldrich (Steinheim, DE) erstellt, welches ebenfalls einer sauren Hydrolyse
unterzogen wurde (P3HB-Mengen: 10 mg, 5 mg, 1 mg, 0,5 mg und 0,1 mg P3HB). Die Proben
und die Standards wurden durch einen 0,2 um PTFE-Filter von VWR (Darmstadt, DE) filtriert
und je 150 pl in eine Mikrotiterplatte gegeben. Diese wurde durch ein PCR Plate Sealing Film
(BioRad, Miinchen, DE) verschlossen. Fiir die Analyse wurde ein Thermo Scientific™
UltiMate™ 3000 SD HPLC System von Thermo Fisher (Waltham, USA) ausgestattet mit einer
Aminex HPX-87H Saule (300 x 7,8 mm) von Bio-Rad (Miinchen, DE) verwendet. Es wurden
je 50 ul der Probe in das Gerit injiziert und bei einer Flussrate von 600 ul min™ und einer
Temperatur von 60 °C analysiert. Als Laufmittel diente 5 mM H2SO4 in einer isokratischen
Methode. Die Detektion des Monomers erfolgte bei einer Absorption von 210 nm mittels eines
diode array detectors DAD-3000 (RS) von Thermo Fisher (Waltham, USA). Zur Auswertung
des Chromatogramms wurde die Software Thermo Scientific™ Dionex™ Chromeleon

(Version 7.2 SR4) verwendet.

2.9.3. Ionenaustauschchromatographie (IC)

Die Ionenaustauschchromatographie (kurz: lonenchromatographie, IC) wurde in dieser Arbeit
verwendet um das Anion Sulfat (SO4*) zu analysieren und zu quantifizieren. Bei der
Ionenchromatographie macht man sich die unterschiedliche Affinitdt der Ionen zu einer
stationdren Phase zunutze. Dadurch erreicht man eine Trennung der einzelnen Ionen einer
Probe mit einer jeweils spezifischen Retentionszeit. Hier wurde der Ionenchromatograph
Dionex ICS-1100 von Thermo Fisher (Waltham, USA) verwendet. Als stationdre Phase wurde
die Anionenaustauschsiule Dionex™ [onPac™ AS9-HC (2 x 250 mm) verwendet, welcher die
Vorsédule Dionex™ JonPac™ AG9-HC (2 x 50 mm) vorgeschalten war (jeweils von Thermo
Fisher (Waltham, USA)). Als Eluent wurde eine 0,9 mM Natriumcarbonatlosung eingesetzt.
Um die Grundleitfdhigkeit des Eluenten zu verringern, wurde ein Suppressor (AERS 500
(2 mm), Thermo Fisher, Waltham, USA) vor den eigentlichen Leitfahigkeitsdetektor DS6
Heated Conductivity Cell von Thermo Fisher (Waltham, USA) geschalten. Der Suppressor
wurde bei 12 mV betrieben. In der verwendeten Methode wurde eine Flussrate von
0,25 ml min! und eine Temperatur von 30 °C verwendet. Zur Probenvorbereitung wurden die

Proben der Wachstumskurven mit einem 0,2 um PTFE-Spritzenvorsatzfilter von VWR
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(Radnor, USA) filtriert um Zellen und andere Partikel zu entfernen. Um eine Quantifizierung
durchfiihren zu kénnen, wurde eine Kalibriermessreihe mit Natriumsulfat erstellt. Mithilfe der
Software Chromeleon 7 (Thermo Fisher, Waltham, USA) konnten anschlieBend die Analyten

identifiziert und quantifiziert werden.

2.10. Bioinformatische Methoden

2.10.1. Allgemeine in-silico DNA-Arbeiten

Allgemeine in-silico DNA-Arbeiten wurden mithilfe der CLC Main Workbench v. 8.1 von
Qiagen (Aarhus, Didnemark) durchgefiihrt. Dies schlieft besonders das Erstellen von Primern,
alignments und Sekundirstruktur-Analysen ein. Fiir die Plasmidannotationen und die
Erstellung der Plasmidkarten wurde der SnapGene Viewer v. 5.0.7 von GSL Biotech LLC
(Chicago, USA) verwendet.

2.10.2. Codon-optimierung

Die Optimierung der tRNA-Codons fiir K. spormannii erfolgte mithilfe des Web-Tools
OPTIMIZER (Puigbo et al., 2007). Hier wurde die Methode ,,guided random* zur Codon-
Optimierung gewdhlt. Diese wihlt die Codons der einzelnen Aminosduren anhand ihres
prozentualen Vorkommens in der DNA des jeweiligen Organismus aus. Die
Wabhrscheinlichkeiten der Codons von K. spormannii wurde den Genomsequenzierungs-Daten

entnommen (Reiner, Lapp, ef al., 2018).

2.10.3. Restriktionsmodifikationssystem Analyse

Die Analyse des Restriktionsmodifikationssystem (R/M-System) von K. spormannii wurde von
der REBASE-Datenbank durchgefiihrt (Roberts ef al., 2015). Diese erstellte aufgrund der in
den PacBio-Sequenzierungsdaten aufgezeichneten DNA-Modifikationen von K. spormannii
und Homologie-Daten zu bereits bekannten R/M-Systemen potenticlle R/M-System-

Gencluster und ordnet ihnen die jeweiligen Methylierungsmuster zu.

2.10.4. Genomische Variantendetektion

Die Detektion der genomischen Variationen in den Illumina Sequenenzierungsdaten des
elektroautotroph adaptierten K. spormannii Stamms EAD wurde mithilfe der CLC Genomics
Workbench v. 12.0 von Qiagen (Aarhus, Ddnemark) durchgefiihrt. Falls nicht anderweitig

erwdhnt, wurden die Standard-Parameter der einzelnen Plugins verwendet. Zundchst wurden
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die erhaltenen Rohdaten der Illumina-Sequenzierung (sieche 2.7.10) prozessiert. Dafiir wurden
die Sequenzierung benétigten Adaptersequenzen getrimmt und reads mit einer zu geringen
Qualitét entfernt (p < 0,05). AnschlieBend wurden die reads mit dem Referenzgenom von
K. spormannii abgeglichen und anhand dieses mappings die Variantendetektion durchgefiihrt.
Diese erfolgte mithilfe des Low Frequency Variant Detection Plugins mit einer required

significance von 1 % und einer minimum frequency von 10 %.

2.10.5. BLAST- und Proteindoménen-Analysen

Sequenzhomologie-Analysen wurden mithilfe der BLAST-Analyse auf den Servern des
National Center for Biotechnology Information (NCBI; Rockville Pike, Bethesda MD, USA)
anhand der non-redundant protein sequences (nr) Datenbank durchgefiihrt. Die Analyse
konservierter Proteindoménen erfolgte ebenfalls auf den Servern von NCBI anhand der
conserved domain database (CDD). Diese schlieBt nicht nur NCBI-eigenen Proteindoménen-

Datenbanken, sondern auch externe wie Pfam, SMART, COG, PRK oder TIGRFAM mit ein.

2.10.6. Proteinmodellierung und Darstellung

Die Vorhersage der 3D-Modelle von Proteinen wurde standardméfBig mit SWISS-MODEL
anhand des templates mit dem hochsten GMQE-Wert (global model quality estimation)
durchgefiihrt (Waterhouse et al., 2018). Allein fiir die 3D-Modell-Vorhersage von PhaPksp
wurde RaptorX verwendet (Killberg et al., 2012). Fiir beide Methoden wurden jeweils die
Standardparameter verwendet. Die Darstellung der Proteinmodelle erfolgte mit PyMOL
v. 2.3.2 von Schrodinger (New York, USA).
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III. Ergebnisse

Die folgenden aufgefiihrten Ergebnisse sind in drei Teilabschnitte gegliedert. Im ersten Teil
werden die Ergebnisse der Adaption von Kyrpidia spormannii an die elektroautotrophen
Wachstumsbedingungen in den FlieBzellen gezeigt. Dabei wird auf die phinotypischen
Eigenschaften des adaptierten Stamms, in Form von makroskopischen, mikroskopischen und
elektrochemischen Untersuchungen im Vergleich zu dem K. spormannii Wildtyp eingegangen.
Der adaptierte Stamm wurde anschlieend genotypischen Untersuchungen zur Aufkldrung
potentieller genomischer Variationen unterzogen. Im zweiten Teil werden sowohl die
bioinformatischen Analysen der Gene bzw. Genprodukte des PHB-Synthese-Genclusters
(cluster: engl. fiir Gruppe) von K. spormannii, als auch die Ergebnisse zu dessen heterologer
Expression in E. coli gezeigt. Im dritten Teil sollen zudem die Ergebnisse zur Entwicklung

eines genetischen Systems fiir K. spormannii aufgefiihrt werden.

3.1. Adaption von Kyrpidia spormannii an elektroautotrophe

Wachstumsbedingungen

Um das kathodische Biofilmwachstum von Kyrpidia spormannii zu optimierten wurde ein
iterativer Langzeitkultivierungsansatz verfolgt. Um die natiirliche Mutationsrate zu steigern,
wurde das Inokulum jedes Zyklus zusétzlich mit UV-Licht (A2s54nm) bestrahlt. Die Kultivierung
erfolgte insgesamt flir vier Mal vier Wochen in den beschriebenen FlieBzellenperipherien. Eine
beispielhafte fotographische Aufnahme des kathodischen Biofilms aus diesen Versuchen, ist in
Abb. 9 dargestellt. Es war dabei moglich, die Bildung eines Biofilms mit bloBem Auge als
grauen Schleier auf der schwarzen Kathode zu erkennen. Da das Ziel des Experiments in erster
Linie die Verbesserung des Biofilmwachstums darstellte und dies durch den abschlieSenden
Vergleich mit dem Wildtyp evaluiert werden sollte, wird an dieser Stelle auch auf eine
Darstellung der Stromdichten der jeweiligen iterativen Durchgénge verzichtet. Ein weiterer
Grund hierfiir ist die Tatsache, dass die gemessenen Stromdichten als alleiniger Parameter,
keine oder nur bedingt Aussagen iiber die zugrundeliegenden elektrochemischen Vorgénge
liefern. Speziell in oxischen Systemen, kann die kathodische Reduktion von Sauerstoff einen
starken Einfluss auf die gemessene Stromdichte haben, sodass dessen Evaluation, nur
zusammen mit den ausgewerteten OCT-Aufnahmen der Vergleichs-Kultivierung,

vorgenommen wurde.
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Abb. 9: Fotographische Aufnahme des Biofilms von Kyrpidia spormannii nach 10 Tagen Inkubation. Der Biofilm ist als
griulicher Schleier auf der schwarzen Kathode zu erkennen. Die verwendete Graphitkathode ist 10 x 2 cm (L x B) groB8.
Die Flieirichtung des Mediums innerhalb der Flieizelle ist gekennzeichnet.

3.1.1. Kathodisches Biofilmwachstum von K. spormannii Stamm EAD

Nach Abschluss des letzten Kultivierungszyklus wurde der adaptierte Stamm (nachfolgend
Kyrpidia spormannii Stamm EAD bzw. EAD bezeichnet) hinsichtlich des kathodischen
Biofilmwachstums einem Vergleich gegeniiber dem Wildtyp-Stamm unterzogen. Dafiir wurden
wiahrend der Kultivierung die erreichten Stromdichten aufgezeichnet, das Augenmerk lag
jedoch speziell auf der Bestimmung des Biofilmwachstums beider Stimme. Um die Biofilm-
Akkumulation zu quantifizieren wurden Aufnahmen mittels optischer Kohdrenztomographie
(OCT) angefertigt. Die Aufnahmen wurden am Engler-Bunte-Institut des KITs in Karlsruhe
angefertigt. Durch das transparente Polycarbonat-Sichtfenster der FlieBzelle konnte das
Biofilmvolumen und dessen Oberflaichenbeschaffenheit in situ mittels OCT-Messungen
bestimmt werden. Zu jedem Messzeitpunkt wurden 6,0 x 4,0 x 3,0 mm (B x L x H) groB3e
Bereiche an drei verschiedenen Messstellen der jeweiligen Kathode aufgenommen. Diese
unterschieden sich in erster Linie in ihrer Uberstromgeschwindigkeit und den konstruktions-
bedingten Stromungseigenschaften (Hackbarth et al., 2020). Eine Stromungssimulation der
verwendeten FlieBzellen, sowie eine Markierung der beobachteten Messstellen im vorderen
(A; nach 8 mm), im mittleren (B; nach 48 mm) und im hinteren (C; nach 88 mm) Teil der
Kathode sind in Abb. 10 dargestellt. Die Abbildung zeigt zuséitzlich die korrespondierenden
Uberstromgeschwindigkeiten, 0,5 mm oberhalb der Kathode (vo,5 mm).
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Abb. 10: Stromungssimulation der verwendeten Fliefizellen. Die Stromungslinien zeigen die resultierende
Stromungsgeschwindigkeit des Mediums bei einem Volumenstrom von 100 ml min?, 0,5 mm oberhalb der
Kathodenoberfliche (vo,5 mm). Zusitzlich ist vo,5 mm iiber die Linge der Kathode in einem Diagramm dargestellt. Die
Messstellen der OCT-Aufnahmen sind mit A, B und C gekennzeichnet. Aus Hackbarth et al., 2020.

3.1.1.1. Biovolumen und Akkumulationsraten

Um den Biofilm zu charakterisieren wurde das Biovolumen BV anhand der Auswertung der
einzelnen OCT-Messungen bestimmt. Es stellt eine Normalisierung des ermittelten
Biofilmvolumens auf die beobachtete Fldche dar (Wagner und Horn, 2017). Die Auswertung
des Biovolumens iiber den Kultivierungszeitraum von 10 Tagen fiir die jeweiligen Messstellen
ist in Abb. 11A dargestellt. Die Graphen wurden anhand der analysierten Daten mit einem
polynomialen Fit 5. Ordnung (R* > 0,96) erstellt (Bauer et al., 2019; Hackbarth et al., 2020).
Fiir alle Messstellen konnte die Akkumulation von Biofilm beobachtet werden. Der Verlauf
von BV kann fiir beide Biofilme grob in drei Phasen eingeteilt werden: Zu Beginn
(EAD: Tag 0-3; WT: 0-5) steigt BV an, erreicht anschlieBend eine ca. dreitidgige Plateauphase,
bevor es erneut ansteigt (EAD: ab Tag 5; WT ab Tag 8). Zwischen den einzelnen Messstellen
unterscheidet sich das maximal erreichte BV. Unabhingig des getesteten Stammes ist zu
beobachten, dass das gemessene maximale BV hdoher ist, je weiter sich die Messstelle im
hinteren Teil der Kathode befindet. Die Beobachtung konnte schon in fritheren Experimenten
gemacht werden (Hackbarth ef al., 2020). Ein Vergleich des maximalen BV zeigt, dass an
Messstelle A und B zwischen den Stimmen nur ein kleiner Unterschied festgestellt werden
kann. Beide Stimme erreichten ein maximales BV an den Stellen A und B von
ca. 45 um® um? (A) bzw. 70 um® pum (B). Einzig an Stelle C konnte ein ca. 33 % groBeres

maximales BV bei Stamm EAD gemessen werden (136 bzw. 102 pm® pm). Um einen besseren
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Vergleich mit den spéter gezeigten Parametern zu ermoglichen, wurde zusitzlich das mittlere
Biovolumen BV des gesamten kathodischen Biofilms berechnet. Die Beobachtung, dass es
moglich ist, BV iiber den Mittelwert der hier verwendeten einzelnen Messstellen realitéitstreu
zu berechnen, konnte fiir den Biofilm von K. spormannii in diesen FlieBzellen schon gezeigt
werden (Hackbarth et al., 2020). Bei der Betrachtung des Graphen von BV ist der zeitliche
Verlauf mit der Einteilung in drei Phasen (Akkumulation — Plateau — Akkumulation) ebenfalls
zu erkennen (Abb. 11B). Das maximale BV des kathodischen Biofilms von Stamm EAD betrug
ca. 85 um’ pm2, und damit eine Steigerung von 18 % im Vergleich zum Wildtyp.
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Abb. 11: Verlauf des ermittelten Biovolumens BV und des mittleren Biovolumens BV von Stamm EAD und des
Wildtyps (WT) wihrend der FlieBzellen-Kultivierung. A, zeigt den Verlauf von BV fiir die einzelnen Messstellen der
beiden Stimme, wiihrend B den Verlauf von BV darstellt. Die Kurven stellen einen polynomialen Fit (5. Ordnung) dar
(R%2> 0,96). Der Zeitpunkt des LSV-Endes ist ebenfalls angegeben.

Ein weiterer Parameter welcher betrachtet wurde, ist die Biofilm Akkumulationsrate BV*
(Wagner und Horn, 2017). Diese wurde durch die erste Ableitung der Biovolumen-Polynome
errechnet. Die erstellten Graphen des zeitlichen Verlaufs der Akkumulationsraten sind in Abb.
12A abgebildet. Es wird deutlich, dass sich der Verlauf von BV* besonders in den ersten fiinf
Kultivierungstagen unterscheidet. Beim Wildtyp steigt BV* zu Beginn der Kultivierung zwar
an, erreicht das Maximum jedoch erst nach etwa 1,5 Tagen. Hingegen ist BV* bei Stamm EAD
gleich zu Beginn am hochsten und féllt dann bis Tag 3 ab. Damit kann fiir Stamm EAD das
maximale BV* noch wihrend des LSVs, also der initialen Polarisierungsphase der Kathode
erreicht werden. Auch ein weiteres Ansteigen von BV* beider Stimme am Ende der
Kultivierung (ab Tag 8) ist zu beobachten. Zudem unterscheidet sich der Wert des maximalen

BV*, von nun an als BV,,,, bezeichnet, zwischen den beiden Stimmen (Abb. 12B). Diese
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betrugen fiir Stamm EAD ca. 28, 55 und 97 um® um™ d’! fiir die jeweiligen Messstellen A, B
und C. Dies bedeutet eine 3,3-, 4,0- und 4,1-fache Steigerung von BV, im Vergleich zum
Wildtyp. Die maximale mittlere Biofilm Akkumulationsrate BV, , von Stamm EAD betrug
59 um? pm2 d!, eine ca. 4-fache Steigerung gegeniiber des Wildtyps (Abb. 12B).
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Abb. 12: Verlauf der ermittelten Biofilm Akkumulationsrate BV" (A) und die maximalen Biofilm Akkumulationsraten

BVuax bzw. BV}, (B) von Stamm EAD und des Wildtyps (WT) wiihrend der FlieBzellen-Kultivierung. BV* wurde

mithilfe der 1. Ableitung der BV-Polynome ermittelt. BV}, ., bzw. BV, sind fiir die einzelnen Messtellen ABC, sowie
fiir die gemittelten Biovolumen-Werte abgebildet.
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3.1.1.2.  Makroskopische Analysen des kathodischen Biofilms

Um die makroskopische Struktur des kathodischen Biofilms von K. spormannii zu visualisieren
und diese zwischen den beiden Stimmen zu vergleichen, wurden Hohenprofile des Biofilms
ausgehend von den OCT-Aufnahmen erstellt (Bauer ef al., 2019; Hackbarth et al., 2020). Diese
machen es mdglich, die Verdnderung der Biofilmdicke (engl.: biofilm thickness), sowie seiner
Struktur im Verlauf des Experiments zu verfolgen. In Abb. 13 ist eine Auswahl der
Hohenprofile der Messstellen A, B und C fiir beide Staimme an verschiedenen Messzeitpunkten
dargestellt. Zu Beginn des Experiments (Tag 0) befanden sich lediglich kleinere Partikel auf
den Kathodenoberflichen. Im zeitlichen Verlauf des Experiments ist die Akkumulation von
Biofilm fiir beide Stimme an den immer heller werdenden Bereichen der Hohenprofile zu

erkennen.

Zur besseren Aufklarung der strukturellen Eigenschaften, sollte die Morphologie in Form des
Parameters der sogenannten Oberflichen-Rauheit (engl.: surface roughness) miteinbezogen
werden. Diese setzt die durchschnittliche Hohe des Biofilms innerhalb der beobachteten Flache,
in Bezug zur Standardabweichung der jeweiligen Hohe in jedem Punkt bzw. Pixel. Der so
erhaltene Quotient dieser beiden Werte wird auch (Oberfldchen-)Rauheits-Koeffizient R,
genannt (Wagner und Horn, 2017). Hier wird im speziellen auf den Durchschnittswert des
Rauheits-Koeffizienten iiber die drei beobachteten Messstellen R}, eingegangen. Generell kann
eine stetige Abnahme der Rauheit beider Biofilme im zeitlichen Verlauf des Wachstums gezeigt
werden (siche Abb. 14; Verlauf von R der einzelnen Messstellen im Anhang, Abb. 50). Die
umgekehrte Interpretation dieser Tatsache ist, dass die Biofilmoberfldchen in diesem Zeitraum
immer gleichmiBiger werden. Das hdchste R}, konnte zu Beginn des Experiments (Tag 0)
gemessen werden. Ab diesem Zeitpunkt sinkt die Rauheit immer weiter, die Biofilme wuchsen
also hin zu immer gleichmifBigeren Strukturen. Die Unterschiede zwischen den Biofilmen
beider Stimme sind besonders gut zwischen Tag 1 und 3 zu erkennen. Wihrend R}, bei Stamm
EAD etwa einen Wert von 0,5 annimmt, fallt dieser fiir den WT von etwa 1,5 auf 0,8. Dieser
Abfall korreliert zeitlich mit den hochsten Biofilm Akkumulationsraten und dem Anstieg von
BV . Im weiteren Verlauf ndhern sich die Biofilme zwar in ihren Rauheiten an, der Biofilm von

Stamm EAD bleibt jedoch bis zum Ende des Experiments gleichméaBiger.
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Messstelle B Messstelle C

Messstelle A

Abb. 13: Verlauf der Hohenprofile des Biofilms von Stamm EAD und des Wildtyps (WT) wihrend der FlieBizell-
Kultivierung. Gezeigt sind die Hohenprofile der Tage 0, 0,75, 1, 3, 5 und 10 fiir die jeweiligen Messstellen A, B, und C.
Zu beachten sind die variierenden Legenden fiir die unterschiedlichen Messstellen, die in mm angegeben sind.
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Der Verlauf von R, fiir beide Stimme zeigt sich auch visuell in den Hohenprofilen. Der
Wildtyp-Biofilm formt auf seiner Oberfldche unverkennbare ,, Turm“-artige Strukturen. Die
Zwischenrdaume zwischen diesen Strukturen werden zwar im Laufe der Kultivierung

geschlossen (Abnahme von Rjy), bleiben jedoch in Teilen bis zum Schluss erhalten.
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Abb. 14: Verlauf des Oberfliichen-Rauheits-Koeffizient R; des Biofilms von Stamm EAD und des Wildtyps (WT)
wihrend der Flieizellen-Kultivierung. Die jeweiligen Werte der einzelnen Messstellen (ABC) wurden anhand der
Auswertung der Hohenprofile ermittelt. Der Zeitpunkt des LSV-Endes ist ebenfalls angegeben.

Ein weiterer Parameter der Biofilme, welcher in den Hohenprofilen zu erahnen ist und welcher
auch im Zusammenhang mit dem Verlauf des Biovolumens steht, ist der Bedeckungsgrad der
Kathodenoberfliche, die Substratbedeckung SC (engl.: substratum coverage) (Hackbarth et al.,
2020). In Abb. 15A ist die mittlere Substratbedeckung SC der drei Messstellen beider Biofilme
iiber der Zeit dargestellt (Graph jeder einzelne Messstelle befindet sich im Anhang, Abb. 50).
Es ist fiir SC deutlich zu erkennen, dass der Zeitpunkt, an dem der Biofilm des Wildtyps die
Kathode vollstindig bedeckt hat, spéter erreicht wird, als fiir Stamm EAD. So hat Stamm EAD
bis zum Ende des LSVs die Kathode zu 80 % bedeckt. Der Zeitpunkt an dem die Kathode zu
{iber 95 % bedeckt war (hier SCq5 bzw. SCo5 genannt), erreichte Stamm EAD nach ca. 2,8 Tagen
und hat diesen Punkt damit ungefédhr doppelt so schnell erreicht wie der Wildtyp (Abb. 15B).
Fiir die einzelnen Messstellen kann dieses Phinomen ebenfalls beobachtet werden: Der SCos-
Wert ist bei Stamm EAD an den einzelnen Messstellen ca. 2-3 mal frither erreicht als beim
Wildtyp (Abb. 15B). Dabei ist auch zu beobachten, dass fiir beide Biofilme die Bedeckung der
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Kathode im vorderen Bereich der Kathode langer dauert als im hinteren Bereich. Vergleicht
man Abb. 15A mit dem Verlauf von BV (Abb. 11B), fillt die starke Korrelation der beiden
Kurven besonders in den ersten fiinf Kultivierungstagen auf. Speziell in der initialen

Bedeckungsphase des Biofilms scheint BV* einen Maximalwert zu erreichen.
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Abb. 15: Verlauf der mittleren Substratbedeckung SC (A) und SCqs bzw. SCos (B) von Stamm EAD und des Wildtyps
(WT) wihrend der Fliezellen-Kultivierung. Die jeweiligen Werte der einzelnen Messstellen (ABC) wurden anhand der
Auswertung der Hohenprofile ermittelt. Der Zeitpunkt des LSV-Endes ist ebenfalls angegeben.

3.1.1.3. Elektrochemische Eigenschaften

Neben der Evaluation des kathodischen Biofilms in den FlieBzellen wurden zusitzliche
elektrochemische Daten in Form der Stromdichten aufgezeichnet. Mithilfe der Stromdichten
konnen passive (kapazitive), aber auch aktive (faradaysche) Interaktionen des Biofilms mit der
Kathode beschrieben werden. Es ist dabei zu beachten, dass die aufgenommenen Stromdichten,

den Elektronenfluss der kompletten Kathode beschreiben und somit nicht einzelnen Stellen auf
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der Kathode zugeordnet werden konnen. Die Stromdichte I, wurde wihrend der gesamten
Kultivierungsdauer, also wéihrend des LSVs und der anschlieBenden Chronoamperometrie
(CA), aufgezeichnet. Die Potentiale in diesen Phasen betrugen 0 bis -500 mV vs. SHE (LSV,
initiale 18 h) bzw. -500 mV vs. SHE wihrend des folgenden CAs. Mit sinkendem Potential
konnte wihrend des LSVs fiir beide Systeme ein Anstieg von I, festgestellt werden (Abb. 16).
Bis zum Ende des LSVs wurde beim Wildtyp ein maximales I;, von ca. 24 pA cm? bzw.
17,5 pA cm™ bei Stamm EAD gemessen. Mit dem Start des CAs fielen diese Werte innerhalb
der darauffolgenden 6 h um ca. 40 % ab. Zwischen Tag 1 und 2,5-3 ist der grofite Unterschied
im Verlauf vom I, beider Systeme zu beobachten. Wéahrend beim WT eine Steigerung bis auf
eine maximale Stromdichte von ca. 27 pA ¢m™ zu verzeichnen ist, fillt I, bei Stamm EAD
weiter bis auf ca. 9 pA cm™ ab. Im System des Wildtyps ist auBerdem nach seinem Maximum
ein Absinken von I, bis Tag 4 auf ca. 17 pA cm? bemerkbar. Im spiteren Verlauf des
Experiments steigen die Stromdichten beider Systeme zwischen Tag 4 und 10 erneut um ca.
26 % auf ca. 22 pA cm™ (WT) bzw. 11,7 uA cm™ (EAD) an. Die mittleren Stromdichten iiber
den gesamten Zeitraum des Experiments betrugen bei Stamm EAD 10,8 pA cm™. Im Wildtyp-
System war die mittlere Stromdichte mit 20,3 pA ¢cm etwa doppelt so hoch.
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Abb. 16: Verlauf der Stromdichte I;, und I, /SC der Fliefzellsysteme von Stamm EAD und des Wildtyps (WT) wiihrend
der Kultivierung. Der Zeitpunkt des LSV-Endes ist ebenfalls angegeben.
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Ein weiterer Parameter durch welchen die elektrochemische Interaktion von Mikroorganismen
mit einer Kathode beschrieben werden kann ist die relative Stromdichte Ip zur Fldche, die von
Biofilm bedeckt ist. Pons und Kollegen beschreiben dieses Ipmikobiell als die ,,intrinsische
mikrobielle Stromdichte* (Pons et al., 2011). Da die Stromdichte in diesem Experiment auf die
gesamte Kathodenfldche bezogen ist, wurde fiir die Berechnung von Ip,mikrobict, die mittlere
Substratbedeckung SC verwendet und wird hier als I, /SC bezeichnet. In Abb. 16 ist zu
erkennen, dass diese wahrend des LSVs und mit steigendem Bedeckungsgrad der Kathode stark
abnimmt und beinahe gédnzlich umgekehrt proportional zum Bedeckungsgrad verlduft (Abb.
15). Zudem gleicht sie dem Verlauf der Graphen des Rauheits-Koeffizienten (Abb. 14). Da
Stamm EAD die Kathode schon nach einem Tag fast vollstindig bedeckt hat (SC > 90 %),
nihert sich I, /SC ab diesem Zeitpunkt den Werten von I, an. Beim Wildtyp hingegen flacht

die Kurve langsamer ab, bis auch ab Tag 5 eine komplette Kathodenbedeckung erreicht ist.

3.1.1.4. Mikroskopische Analysen

Um einen genaueren Einblick in die Zusammensetzung des Biofilms und die Aktivitdt der
Zellen zu bekommen, wurden zusitzliche fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen des Biofilms
angefertigt. Da in den Aufnahmen kein morphologischer Unterschied zwischen dem Wildtyp
und Stamm EAD zu erkennen war, sind nachfolgend nur Aufnahmen von Stamm EAD
aufgefiihrt. Die Mikroskopie dieser Biofilmproben erfolgte nach Beendigung des Versuchs. Als
Proben fiir diese Untersuchungen dienten zum einen entnommene Biofilm-Flocken aber auch
die Graphitkathode selbst. Die Aufnahmen mit dem 10x Objektiv zeigten grofe, mit Nilrot
gefarbte Zell-, bzw. Biofilmaggregate, die nach der Entnahme der Kathode noch immer als
dichte Strukturen auf deren Oberfliche zu erkennen waren (Abb. 17A). Zusétzlich konnte
gezeigt werden, dass die mit Nilrot farbbaren Strukturen des Biofilms auch mit DAPI gefarbt
werden konnten (Abb. 17B). Da DAPI ein speziell in DNA interkalierender
Fluoreszenzfarbstoff ist, kann davon ausgegangen werden, dass es sich hier um Zellen innerhalb

des Biofilms handelt.

Durch die Verwendung des 63x Objektivs konnten neben Teilen groBerer Aggregate, auch
Einzelzellen auf der Kathodenoberfliche identifiziert werden (Abb. 18A). In diesen Zellen
konnten intrazellulare PHB-Granula ausgemacht werden. Einige der Zellen scheinen auBlerdem
endstidndige Sporen zu tragen. Die Live/Dead-Féarbung der Kathodenoberfliche zeigte eine

Mischung aus toten (roten) und lebendigen (griinen) Zellen innerhalb der groen Flocken, die
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sich noch auf der Kathode befanden (Abb. 18B). Einzelne distinkte lebendige und tote Zellen

konnten auflerdem in den weniger dicht besiedelten Bereichen erkannt werden.

Da es nicht moglich war die Kathodenoberfliche mit dem 100x Objektiv zu untersuchen
(aufgrund der fehlenden Moglichkeit einer Olimmersion), wurden hier Bilder von
entnommenen Biofilm-Flocken erstellt. Aufnahmen mit Nilrot und DAPI zeigten sowohl rot
und blau gefdrbte Einzelzellen, jedoch zusétzlich einen blauen ,,Schleier* iiber Teilen dieser
Flocken (Abb. 19A und B). Die Live/Dead-Firbung zeigte auch hier Bereiche in denen
lebendige, aber auch tote Zellen vorzufinden waren (Abb. 19C und D).

A Graphitkathode (10x)

B Biofilm-Flocken (10x)
Nilrot + DAPI

100 pm
(]

Abb. 17: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der Graphitkathode (A) und von Biofilm-Flocken (B) des Biofilms
nach 10 Tagen (10x-Objektiv). A. Nilrot-Firbung der Kathode. B. Nilrot- und DAPI-Firbung von entnommenen
Biofilm-Flocken. Die Einzelbilder der jeweiligen Kaniile sind klein, deren Uberlagerung groB dargestellt.
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A Graphitkathode (63x)
Nilrot

Endsténdige
F———— Sporen

20 pm

B Graphitkathode (63x)
Propidiumiodid + Syto-9 Propidiumiodid

W

20 pm

Abb. 18: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der Graphitkathode mit Biofilms nach 10 Tagen (63x-Objektiv). A.
Nilrot-Firbung der Kathode. B. Live/Dead-Fiarbung der Kathode. Die Einzelbilder der jeweiligen Kanile sind klein,
deren Uberlagerung grof} dargestellt.
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A B

Biofilm-Flocken (100x) Biofilm-Flocken (100x)
Nilrot + DAPI Nilrot + DAPI

Biofilm-Flocken (100x) Biofilm-Flocken (100x)

Propidiumiodid + Syto-9 Propidiumiodid Propidiumiodid + Syto-9 Propidiumiodid

Abb. 19: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von entnommenen Biofilm-Flocken nach 10 Tagen (100x-Objektiv).
A. Nilrot- und DAPI-Firbung von entnommenen Biofilm-Flocken. B. Live/Dead-Firbung von entnommenen Biofilm-
Flocken. Die Einzelbilder der jeweiligen Kaniile sind klein, deren Uberlagerung groff dargestellt.
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3.1.2. Heterotrophes und hydrogenotrophes Wachstum

Um zu liberpriifen, ob das Adaptionsexperiment zu einem verbesserten allgemeinen Wachstum
von Kyrpidia spormannii gefiihrt hat, wurden Wachstumskurven unter heterotrophen, wie auch
unter hydrogenotrophen Bedingungen von Stamm EAD und dem Wildtyp angefertigt. Dafiir
wurde fiir die heterotrophe Kultivierung RR2A-Medium (Tab. 6) und fiir die hydrogenotrophe
Kultivierung ES-Medium (Tab. 7) mit Hz als Elektronen- und Energiequelle, sowie CO: als
Kohlenstoffquelle verwendet. Es lie§ sich feststellen, dass kein signifikanter Unterschied
zwischen dem Wachstum der beiden Stdmme unter den jeweils getesteten

Wachstumsbedingungen bestand (Abb. 20 und Abb. 21).
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Abb. 20: Wachstumskurve des heterotrophen Wachstums von K. spormannii Stamm EAD und dem Wildtyp (WT). Die
Kultivierung erfolgte dabei im Triplikat.
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Abb. 21: Wachstumskurve des hydrogenotrophen Wachstums von K. spormannii Stamm EAD und dem Wildtyp (WT).
H: diente hierbei als Elektronen- und Energiequelle, CO: war die einzige Kohlenstoffquelle. Die Kultivierung erfolgte
dabei im Triplikat.
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3.2. Variationsanalyse von Kyrpidia spormannii Stamm EAD

Die Vergleichskultivierung unter elektroautotrophen Bedingungen zeigte ein verbessertes
kathodisches Biofilmwachstum des adaptierten Stamms EAD, speziell in Bezug auf die
Wachstumsraten, die Substratbedeckung und die GleichméaBigkeit des gewachsenen Biofilms.
Da solche phinotypischen Verdnderungen in Adaptionsexperimenten oft durch erworbene
genetische Mutationen hervorgerufen werden, sollte die Frage der genotypischen Varianten des
adaptierten Stamms EAD, die sich im Vergleich zum Wildtyp gebildet hatten, adressiert
werden. Hierzu wurde die genomische DNA von Stamm EAD isoliert, per Illumina-
Sequenzierung sequenziert und mit dem Genom des Wildtyps verglichen. Die verwendete
[Mlumina-Sequenzierung ist Teil der NGS-Methoden (next generation sequencing) und wurde
gewihlt, da sie eine besonders niedrige Fehlerrate aufweist. Diese geringe Fehlerrate ist fiir eine

verldssliche Variationsanalyse, mit moglichst wenigen falsch-positiven Ergebnissen, essentiell.

3.2.1. Allgemeine Sequenzierungs- und Variationsauswertung

Die Illumina-Sequenzierung wurde bei IMGM Laboratories GmbH (Martinsried, DE) auf
einem MiSeq PE150 Gerdt durchgefiihrt. Insgesamt lieferte die Sequenzierung
38.354.462 reads mit einer Durchschnittslinge von 140 bp. Diese wurden prozessiert und
anschlieBend einem mapping (engl. fiir Abgleichen) unterzogen. Als Referenz hierfiir diente
das Wildtyp-Genom von Kyrpidia spormannii EA-1 (GenBank Sequenz CP024955.1) (Reiner,
Lapp, et al., 2018). Insgesamt konnten dem Referenzgenom 38.058.785 reads zugeordnet
werden, welches einer Basenabdeckung von 1469 (+ 290) entspricht. Einen ersten Hinweis auf
das Vorhandensein von Mutationen in den zugeordneten reads stellte die hohe Anzahl
unpassender Basenpaarungen (engl.: non-perfect matches) dar: in 43 % aller zugeordneten

Reads konnte mindestens eine Basenpaardanderung (engl.: mismatch) detektiert werden.

Anschlieend wurde eine Variantenerkennung durchgefiihrt. Diese erstellt auf Basis der falsch-
zugeordneten Basen des mappings eine Liste, welche die Basenvarianten im Vergleich zur
Referenzsequenz auffiihrt. Fiir die Variantenerkennung wurde das Low Frequency Variant
Detection Plugin der CLC Genomics Workbench verwendet, mit einem Schwellenwert
(engl.: threshold) der minimalen Haufigkeit (engl.: frequency) einer Basendnderung von 10 %.
Die Haufigkeit gibt dabei den Anteil an, mit der eine bestimmte Basenvariation (engl.: count)
innerhalb des abgedeckten Bereichs (engl.: coverage) vorkommt. Diese Basenvariationen
konnen in fiinf verschiedene Typen unterteilt werden: Bei (I) SNV (single nucleotide variant)

wird eine Base durch eine andere ersetzt (oft auch als SNP (single nucleotide polymorphism)
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bezeichnet). (II) MNVs (multiple nucleotide variant) zeichnen sich hingegen durch den
Austausch von zwei oder mehr Basen aus. Weiterhin gibt es (III) Insertionen und (IV)
Deletionen, bei denen im Vergleich zur Referenz, eine oder mehrere Basen eingefiigt bzw.
entfernt wurden. Eine (V) Ersetzung (engl.: replacement) bezeichnet einen komplexeren
Sachverhalt. Oft sind solche Variationen eine Mischung der vier oben genannten Typen. Sie
umfassen dabei also meist mindestens eine Nukleotid-Variation in Kombination mit dem
Einfiigen oder Entfernen einer weiteren Base. Der Begriff der Variation ist in diesem
Zusammenhang nicht gleichzusetzen mit dem der Mutation. Mutationen beschreiben die
Verdnderung einer DNA Sequenz in einem Organismus, welche auf natiirliche Weise oder
durch duBlere Einfliissse wie schiadigende Strahlung hervorgerufen werden kann. Variationen
beschreiben hingegen die Verdnderungen bzw. Variationen in der DNA Sequenz in Bezug auf
die gesamte Population. Die Verdnderungen kénnen einerseits durch Mutationen hervorgerufen
werden, andererseits jedoch auch durch andere Umwelteinfliisse oder genetische Vorginge wie

die Rekombinationen oder genetischen Drift.

Im Zuge der Variantenerkennungen konnten insgesamt 839 Variationen bzw. potentielle
Mutationsereignisse detektiert werden, die mit einer H&ufigkeit von iiber 10 % in der
sequenzierten Population vorkommen (Abb. 22). Etwa die Hilfte davon konnten in kodierenden
Sequenzen (engl.: coding sequences, CDS) verortet werden. Hiervon hatten ein Grof3teil der
Variatioben die Anderung einer Aminosiure zur Folge (sogenannte laute Mutationen) (Abb.
22). Eine grofle Anzahl dieser lauten Mutationen entfallen dabei auf SNVs (60 %). MNVs,
Deletionen und Insertionen machen zusammen weitere 39 % aus, wohingegen Ersetzungen nur

zu einem kleinen Teil vorkommen.

74



Ergebnisse

Stille Variationen (61)

I AuBerhalb von CDS
I in CDS

Ersetzungen (3)

wy -

Gesamt-Variationsanzahl: 839

Abb. 22: Aufteilung der ermittelten Variationen, die mit einer Hiufigkeit von iiber 10 % in der Population von Stamm
EAD aufgetreten sind. SNVs — single nucleotide variations; MNVs — multiple nucleotide variations; Del. — Deletionen;
Ins. — Insertionen.

Innerhalb der auftretenden SN'Vs konnte beobachtet werden, dass bestimmte Basenédnderungen
gehduft auftraten (Abb. 23). Besonders die Transversionen A zu T bzw. T zu A und G zu C und
C zu G, aber auch die Transitionen A zu G und C zu T hatten einen groBBeren Anteil an der

Gesamtheit der beobachteten Basendnderungen.

100

Haufigkeit des Basentauschs

A T G C

Base in der Referenz

Abb. 23: Hiufigkeit mit der eine bestimmte Base der Referenz-Sequenz durch eine andere Base in den ermittelten
Varianten mit einer Hiufigkeit von iiber 10 % ersetzt wurde.
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Der folgende Teil der Arbeit soll den Fokus auf zwei verschiedene Phinomene der Varianten
in Stamm EAD setzen. Ein Fokus soll auf der Analyse der Varianten liegen, die mit einer
besonders hohen Héufigkeit in der sequenzierten genomischen Information von Stamm EAD
zu finden waren. Im Weiteren soll zudem auf CDS mit einer besonders hohen Mutationsrate,

also mit einer auffallend hohen Variationsanzahl in einer CDS, eingegangen werden.

3.2.2. Analyse der Varianten mit grofler Haufigkeit

Betrachtet man Variationen mit groBeren Haufigkeiten als 10 %, kann mit steigender Haufigkeit
ein Abfall der absoluten Variantenanzahl festgestellt werden (Abb. 24A). Von den 839
Variationen, die mit einer Haufigkeit von iiber 10 % detektiert wurden, sind es noch elf
Variationen mit einer Haufigkeit von iiber 33 %, und fiinf mit iiber 90 %. Die folgende Analyse
der Variationen soll sich nun mit den elf Variationen beschéftigen, die mit einer Haufigkeit von
iiber 33 % auftraten. Dazu gehoren insgesamt sechs laute Mutationen (vier SNVs, zwei
Deletionen), drei stille Mutationen und zwei Mutationen aullerhalb einer CDS (Abb. 24B). In

Tab. 28 ist ein genauerer Uberblick iiber das Ergebnis der Variantendetektion dieser Varianten

dargestellt.
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Abb. 24: A: Die absolute Variantenanzahl, die mit einer steigenden Héaufigkeit auftreten. B: Eine genauere Unterteilung
der Variationen die mit einer Hiaufigkeit von iiber 33% auftreten.
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Tab. 28: Ergebnisse der Variantendetektion der Variationen mit einer Hiufigkeit von iiber 33 %. Die Nummerierung
der Nukleotide (Nt-Nr.) und die Annotationen beziehen sich auf das sequenzierte und annotierte Genom von
K. spormannii (GenBank: CP024955.1). CR — coding region (engl. fiir kodierende Region); AS — Aminoséure.

Nt-Nr. Typ Variation Haufighelt Annotation . k- .. AS-
[%] Anderung | Anderung
71257 SNV G>T 55,25 mfd 2708G>T G903V
1084169 | Del. G- 44,02 acs?2 1272Del T425fs
1352442 SNV G>T 99,75 CVVe6s5 06825 410G>T CI137F
1476258 | Del. A - 34,88 CVves 07525 72Del V25fs
1515328 | Ins. - 2 GG 90,82 - - -
1563731 | SNV C>T 38,81 - - -
1859765 | SNV T=>G 36,81 CVVes 09460 528T>G -
2495265 | SNV A->C 99,78 CVVes 12480 932T>G V311G
2838678 | SNV T>C 99,42 CVves 14005 822A>G -
3241436 | SNV A>T 37,06 murA2 698T>A 1233N
3335370 | SNV G>T 99,75 CVvVes 16360 1425G>T -
3.2.2.1.  Mutation in mfd (55,25 %)

Die Basenidnderung 2708G>T in der kodierenden Sequenz von mfd (CVV_00395) fihrt in

55,25 % der Population zu der Aminoséuren-Anderung G903V. Dieses Gen ist im Genom von

K. spormannii als mfd (transcription-repair coupling factor) annotiert. Blast-Analysen und die

Analyse konservierter Proteindoménen in dessen Genprodukt konnten dabei bestitigen, dass es

sich hierbei mit groer Wahrscheinlichkeit um das Protein Mfd handelt (Tab. 29 und Tab. 30).

Tab. 29: Ergebnis der Blast-Analyse von mfd (CVV_00395). Es sind die ersten beiden signifikanten Treffer gezeigt.

Annotation

Nichste Verwandte

e-Wert

Identitit [%]

transcription-repair coupling factor

Kyrpidia tusciae

96,74

Effusibacillus pohliae

62,30

Tab. 30: Ergebnis der Analyse konservierter Proteindominen in mfd (CVV_00395). Es sind die ersten beiden Treffer
der konservierten Proteindoménen mit ihren Bezeichnungen und der dazugehdrigen accession-Nummer gezeigt.

Proteindoméne
Beschreibung e-Wert
(accession-Nr.)
Mfd (COG1197) transcription-repair coupling factor (superfamily II helicase) 0
Mfd (TIGR00580) transcription-repair coupling factor (mfd) 0
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Das Protein Mfd (mutation frequency decline) spielt in der Zelle als Teil der DNA-
Reparaturmechanismen wéhrend der Transkription eine wichtige Rolle. Die Funktion von Mfd
besteht darin, die RNA-Polymerase (RNAP) wéhrend der Transkription von der DNA zu
dissoziieren, falls die RNAP nicht mehr in der Lage ist die RNA weiter zu elongieren (Roberts
und Park, 2004). Dies geschieht insbesondere dann, wenn sich nicht-kodierende DNA-Lé&sionen
(wie Pyrimidin-Dimere) in der kodierenden Sequenz gebildet haben. Solche DNA-Lisionen
konnen unter anderem durch UV-Licht oder oxidativen Stress entstehen. Infolgedessen
rekrutiert Mfd den DNA-Reparaturkomplex UvrABC, welcher die DNA-Lésion durch die
Nukleotidexzisions-Reparatur auflost und die DNA-Sequenz wieder in seiner originalen Form
herstellt (Roberts und Park, 2004). Das Mfd-Protein ist in E. coli in mehrere funktionelle und
strukturelle Domidnen unterteilt: Eine UvrA-Interaktions-Doméne, eine RNA-Polymerase-
Interaktions-domédne (RID) und eine Doméne mit Helikase-Motiv. In E. coli konnte dabei
festgestellt werden, dass die C-Terminus-Region des Helikase-Motivs essentiell fiir die
Translokalisation der RNAP und damit fiir die Funktion von Mfd ist (Selby und Sancar, 1995).
Die in Stamm EAD auftretende Mutation konnte in eben jenem C-Terminus des Helikase-

Motivs lokalisiert werden.

3.2.2.2.  Mutation in acs2 (44,02 %)

In der kodierenden Sequenz des Gens acs2 (CVV_05350) trat die Variation 1272Del und damit
ein frameshift (fs) im nichsten Basentriplett (T425fs) in 44,02 % der Population auf. Diese
Deletion fiihrt dazu, dass im korrespondierenden Genprodukt nach Aminosdure (AS) 435 ein
Stoppcodon entsteht und damit das letzte Drittel des Proteins Acs2 fehlt (Gesamt: 635 AS). Um
eine potentielle Funktion von Acs2 zu bestimmen und damit die Auswirkungen des frameshifts
auf den Metabolismus von Stamm EAD abschitzen zu konnen, wurde eine Blast- und
Proteindominen-Analyse durchgefiihrt (Tab. 31 und Tab. 32). Aufgrund dieser Analyse wird
postuliert, dass es sich bei Acs2 um eine AMP-formende Acetyl-CoA Synthetase handelt. Diese
katalysiert die ATP-abhidngige Aktivierung von Acetat mit Coenzym-A (CoA) und bildet
Acetyl-CoA.

Tab. 31: Ergebnis der Blast-Analyse von acs2 (CVV_05350). Es sind die ersten beiden signifikanten Treffer gezeigt.

Annotation Nichste Verwandte e-Wert Identitit [%]

Kyrpidia tusciae 0 97,40
acetate-CoA ligase

Bacillus thermozeamaize 0 68,95
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Tab. 32: Ergebnis der Analyse konservierter Proteindomiinen in acs2 (CVV_05350). Es sind die ersten drei Treffer der
konservierten Proteindoménen mit ihren Bezeichnungen und der dazugehdérigen accession-Nummer gezeigt.

Proteindomine
Beschreibung e-Wert
(accession-Nr.)
PRK00174 acetyl-CoA synthetase 0
ACS (cd05966) acetyl-CoA synthetase (AMP-forming) 0
Ac CoA lig AcsA
(TIGRO2188) acetate-CoA ligase (acetyl-CoA synthetase and acetyl-activating enzyme) | 0

Um die strukturellen Auswirkungen abzuschédtzen wurde eine Vorhersage der Struktur des
Proteins auf der Basis von Homologien zu bereits kristallisierten Proteinen mithilfe des SWISS-
MODEL-Servers durchgefiihrt. Die erhaltene Struktur ist in Abb. 25 dargestellt, wobei das
fehlende Drittel rot eingefarbt wurde. Es zeigte sich dabei, dass durch den frameshift nicht nur
ein groBBer Teil des Proteins fehlt, sondern auch, dass damit ein groBBer Teil der Aminosduren
des aktiven Zentrums fehlen (siehe in Abb. 25: Aminoséurereste (blau) und Produkt (Acetyl-
CoA; tiirkis)). K. spormannii besitzt mit acsl (CVV65 04600) noch ein Homolog zu acs?.
Proteindominen-Analysen zeigten die gleichen konservierten Doménen, weswegen Acs1 ohne

weitere Analysen die gleiche Reaktion zugesprochen wird.

Abb. 25: Vorhergesagte Proteinstruktur von Acs2. Das Modell wurde anhand von Homologien zur Kristallstruktur der
Acetyl-CoA Synthetase von Salmonella typhimurium (PDB-Nr. 2P2M) durch Swiss-Model erstellt. Rot: fehlende
Aminosiure durch die Variation T425fs; Blau: Aminoséiuren des aktiven Zentrums; Tiirkis: Produkt (Acetyl-CoA).
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3.2.2.3.  Mutation in CVV_06825 (99,75 %)

Die Basendnderung 410G>T in der kodierenden Sequenz des Gens CVV_ 06825 kam in 99,75 %
der Population vor und fiihrte zu der Aminosiure-Anderung C137F. Dieses Gen ist als ein
transkriptioneller Repressor im Genom annotiert, jedoch konnte die Analyse konservierter
Proteindoménen zeigen, dass es der Gruppe der Fur-Proteine zugeordnet werden kann (Tab.
33). Diese Gruppe beinhaltet unter anderem eine Reihe verschiedener Regulatoren der Fe?'-,
Zn*- oder Mn*"-Aufnahme. Blast-Analysen zeigten, dass die grote Homologie zu dem Fur-

Protein PerR besteht (Tab. 34).

Tab. 33: Ergebnis der Analyse konservierter Proteindoméinen in CVV_06825. Es sind die ersten zwei Treffer der
konservierten Proteindoméinen, mit ihren Bezeichnungen und der dazugehérigen accession-Nummer gezeigt.

Proteindoméne
Beschreibung e-Wert
(accession-Nr.)
Fur (COGO0735) Fe’t or Zn®* uptake regulation protein 1,6%e™
Fur_like (cd0753) Ferric uptake regulator (Fur) and related metalloregulatory proteins; 3,2%e 2
DNA-binding repressors and activators

Tab. 34: Ergebnis der Blast-Analyse von CVV_06825. Es sind die ersten zwei signifikanten Treffer gezeigt.

Annotation Nichste Verwandte e-Wert | Identitit [%]
transcriptional repressor Kyrpidia tusciae 0 98,59
peroxide-responsive transcriptional repressor PerR | Halobacillus halophilus | 0O 60,74

PerR ist sowohl in Gram-positiven als auch in Gram-negativen Mikroorganismen ein stark
konserviertes Protein, das primér die Funktion eines H202- und NO-Sensorproteins erfiillt. In
B. subtilis umfasst das PerR-Regulon — neben perR selbst — weitere Gene, die an der Abwehr
von oxidativem Stress (katA, ahpCF und mrgA), der Metall-lonen Homoostase (zosA, fur,

hemAXCDBL) und der Produktion von Surfaktanten (srfA4) beteiligt sind (De Bruijn, 2016).

Die funktionelle Einheit von PerR in B. subtilis ist ein Homodimer (Traoré et al., 2006). Jedes
dieser Monomere besitzt zwei Metall-lonen Bindestellen: eine strukturelle Zn**- und eine
regulatorische Fe?*- oder Mn**-Bindestelle. Die Koordination von Fe?* oder Mn?" ist zum einen
fiir die Bindung von PerR an dessen DNA-Bindestelle und zum anderen fiir die Funktion als
H202-Sensorprotein essentiell (Dubbs und Mongkolsuk, 2012). Diese Funktion beruht auf der
Reaktion von H202 mit Fe?*, wodurch in einer Femton-Reaktion Fe*" und ein Hydroxyl-Radikal
entsteht. Letzteres oxidiert eines der Fe?*-komplexierenden Histidin-Reste zu 2-Oxo-Histidin.

Da diese Oxidation nicht reversibel ist, fithrt dies zu einer irreversiblen Schidigung der
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Bindestelle und zum Abbau des Proteins (Mongkolsuk und Helmann, 2002). Schlussendlich

wird die Repression, beispielsweise H2O2-detoxifizierender Proteine, geldst.

Die Bindung von Zn*" ist hingegen essentiell fiir die Dimerisierung der beiden Monomere und
damit fiir die Struktur von PerR. Es wird derzeit jedoch nicht angenommen, dass die
Koordination der Zn?*-Atome eine Rolle in der Sensor-Eigenschaft von PerR spielt, da die
komplexierenden Cystein-Reste in hohem MalRe resistent gegeniiber der Oxidation durch H202
sind (Traoré et al., 2006). Jedes Zn**-Atom wird von vier dieser Cystein-Reste komplexiert, die
in zwei konservierten CXXC-Motiven am C-Terminus des Proteins lokalisiert sind
(Mongkolsuk und Helmann, 2002). Diese konnten ebenfalls in dem hier analysierten PerR von
K. spormannii identifiziert werden (C92, C95, C134, C137). Die Variante in der Population
von Stamm EAD zeigt einen Austausch von C137 durch ein Phenylalanin (C137F). Um einen
genaueren Einblick in die strukturellen Anderungen dieser Mutation zu bekommen wurde eine
3D-Rekonstruktion von PerR auf der Basis des PerRs von Bacillus subtilis erstellt (Abb. 26A).
Bei der genaueren Betrachtung der Zn?"-Bindestelle konnte anhand dessen auch die
Lokalisation der vier komplexierenden Cysteine bestitigt werden (Abb. 26B). Zusitzlich wurde
die gleiche Struktur auch mit der in Stamm EAD vorherrschenden Mutation C137F
durchgefiihrt (Abb. 26C).

Abb. 26: Vorhergesagte Proteinstruktur von CVV_06825. Das Modell wurde anhand von Homologien zur
Kristallstruktur von PerR aus Bacillus subtilis (PDB-Nr. 2RGV) durch Swiss-Model erstellt. A: Struktur des
Homodimers von PerR. B: Detail-Aufnahme der Zink-Bindestelle mit den komplexierenden Cystein-Resten.
C: Detailaufnahme der Zink-Bindestelle mit der Variation C137F.
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3.2.2.4.  Mutation in CVV_07525 (34,88 %)

In der kodierenden Sequenz von CVV 07525 fiihrt die Deletion von Nukleotid 72 zu einem
frameshift an Valin 25 in 34,88 % der Population von Stamm EAD. Es handelt sich bei
CVV_07525 um ein 8 kDa kleines Protein, welches als hypothetical protein (engl. fiir
hypothetisches Protein) annotiert ist. Es konnte ihm durch Sequenzanalysen keine genauere
Funktion zugeordnet werden. Auch der genomische Kontext mit mdglichen funktionellen

Gemeinsamkeiten lieferte dazu keinen Anhaltspunkt.

3.2.2.5. Mutation in CVV_12480

In der kodierenden Sequenz von CVV 12480 wurde der Aminosdure-Austausch V233G in
99,78 % der Population von Stamm EAD vorgefunden. Im Genom von K. spormannii ist
CVV 12480 als Fe-S Bindeprotein annotiert, jedoch zeigte die Analyse der konservierten
Proteindominen eine potentielle Funktion in der Energiekonservierung als Teil des succinate
dehydrogenase/fumarate reductase Komplexes oder als C-Untereinheit eines CoB-CoM

heterodisulfide reductase Komplexes (Tab. 35 und Tab. 36).

Tab. 35: Ergebnis der Blast-Analyse von CVV_12480. Es sind die ersten zwei signifikanten Treffer gezeigt.

Annotation Naichste Verwandte e-Wert Identitit [%]
Kyrpidia tusci 0 99,01
(Fe-S)-binding protein YTprand fuseiae
Sulfobacillus thermosulfidooxidans 0 79,11

Tab. 36: Ergebnis der Analyse konservierter Proteindominen in CVV_12480. Es sind die ersten drei Treffer der
konservierten Proteindomiinen mit ihren Bezeichnungen und der dazugehérigen accession-Nummer gezeigt.

Proteindoméne
Beschreibung e-Wert
(accession-Nr.)
GlIpC (COG0247) Fe-S oxidoreductase [Energy production and conversion] 6,36%¢”*
PRK06259 succinate dehydrogenase/fumarate reductase iron-sulfur subunit 3,39%e”
CoB-CoM heterodisulfide reductase, subunit C; The last step in
CoB CoM SS C . .
methanogenesis leaves two coenzymes of methanogenesis, CoM and 2 geld
(TIGR03290) CoB; Similar enzyme complex subunits are found in various other ’
species, but likely act on a different substrate

Weitere Blast-Analysen der umliegenden Gene zeigten grofle Sequenzidentititen zu
verschiedenen Untereinheiten eines Heterodisulfidreduktase- (HDR-) dhnlichen Komplexes
von K. tusciae, aber auch zu Sulfobacillus sp. (sieche Anhang, Tab. 43 fiir die Blast-Ergebnisse).

Dieser Komplex ist besonders in Methanogenen als der Reduktase-Komplex des
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Heterodisulfids CoB-S-S-CoM beschrieben. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass HDR-
dhnliche Proteine auch in anderen acidophilen schwefeloxidierenden Bacteria und Archaea
vertreten sind. Dieser HDR-Komplex scheint hier eine wichtige Rolle in der Oxidation von
Disulfid-Verbindungen zu Sulfit zu haben (Cao et al., 2018). Dessen Substrat sind wohl Sulfan-
Schwefelverbindungen (RSSnH), die von reduzierten Schwefelspezies aus dem
Extrazellularraum ins Cytoplasma transportiert werden (Justice et al., 2014; Cao et al., 2018).
Das gesamte analysierte Gencluster mit CVV 12480 hat durch seinen Aufbau und die
Sequenzidentititen der einzelnen Proteine eine starke Homologie zu dem hdr-&hnlichen
Gencluster aus Sulfobacillus thermosulfidooxidans AMDSBAL1 (Abb. 27). Ahnliche Gencluster
konnten auch in anderen acidophilen Schwefeloxidierern wie Acidithiobacillus sp. oder

Aquifex aeolicus beschrieben werden.

Sulfobacillus thermosulfidooxidans AMDSBAI

hdrC —_—
44 %

12465 L

Kyrpidia spormannii

Abb. 27: Schematische Darstellung des hdr-dhnlichen Genclusters von Sulfobacillus thermosulfidooxidans AMDSBA1
mit der jeweiligen Sequenzidentitiit (in %) zu dem potentiellen Gencluster aus K. spormannii. Die Sequenzabdeckung
war fiir alle untersuchten Proteine iiber 90 %. Nach Justice et al., 2014.

Bisher wurde die Fahigkeit der Oxidation reduzierter Schwefelspezies fiir K. spormannii noch
nicht beschrieben. Daher wurden Wachstumskurven des Wildtyps und des Stamms EAD unter
lithoautotrophen Wachstumsbedingungen mit elementarem Schwefel (S°) als Elektronen- und
Energiequelle, CO:z als Kohlenstoffquelle und O als Elektronendonor durchgefiihrt. Da die
Entstehung von SO4*, sowie eine Ansiuerung des Mediums, Zeichen des Wachstums mit S°
sind, wurden diese Parameter aufgezeichnet. Ein abiotischer Ansatz diente als Negativ-
Kontrolle. Es lieB sich fiir beide Kulturen nach ca. fiinf Tagen eine leichte Triibung beobachten,
die einher ging mit der Akkumulation von SO4>" (bis zu 0,45 mM) und dem Absinken des pHs
von 3,7 bis auf etwa 2,9 (Abb. 28). Diese Ergebnisse sprechen fiir die metabolische Aktivitét
und damit fiir das Wachstum von K. spormannii mit S° als Elektronen- und Energiequelle. Die

abiotische Kontrolle zeigte im Gegensatz dazu keine solche Anzeichen fiir Wachstum. Es
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konnte jedoch kein signifikanter Unterschied in der Wachstumsrate der beiden getesteten

Staimme festgestellt werden.

Uber die Struktur dieses HDR-#hnlichen-Komplexes und der Funktion seiner einzelnen
Komponenten ist bisher nur wenig bekannt, daher kann auch keine verldssliche Aussage tliber

die Auswirkungen der in Stamm EAD beobachteten Variante V233G getroffen werden.
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Abb. 28: Wachstumskurve von Kyrpidia spormannii WT und Stamm EAD unter lithoautotrophen
Wachstumsbedingungen mit S° als Elektronen- und Energiequelle und O: als Elektronenakzeptor. Die Anderung der
Sulfat-Konzentration (A SO4*) und der pH-Wert wurden aufgezeichnet. Die Kontrolle stellte ein abiotisches
Experiment dar. Die Wachstumskurven wurden im Triplikat durchgefiihrt.
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3.2.2.6. Mutation in murA2

In der kodierenden Sequenz von murA2 (CVV65 15980) fihrte die Basendnderung 698T>A in
37,08 % der Population zu der Aminosdurednderung I233N. Das korrespondierende
Genprodukt ist als das Enzym UDP-N-Acetylglucosamin 1-carboxyvinyltransferase annotiert,

was durch Blast- und Proteindoménen-Analysen bestitigt werden konnte (Tab. 37 und Tab.

38).

Tab. 37: Ergebnis der Blast-Analyse von murA2 (CVV65_15980). Es sind die ersten zwei signifikanten Treffer gezeigt.

Annotation Nichste Verwandte e-Wert Identitit [%]
UDP-N-acetylglucosamine | Kyrpidia tusciae 0 99,76
I-carboxyvinyltransferase | Effusibacillus pohliae 0 69,29

Tab. 38: Ergebnis der Analyse konservierter Proteindoménen in murA2 (CVV65_15980). Es sind die ersten drei Treffer
der konservierten Proteindoménen mit ihren Bezeichnungen und der dazugehorigen accession-Nummer gezeigt.

Proteindomiéine
Beschreibung e-Wert
(accession-Nr.)
PRK09369 UDP-N-acetylglucosamine 1-carboxyvinyltransferase 1,8%e%
MurA (COGO766) UDP-N-acetylglucosamine 1-carboxyvinyltransferase [Cell 2.38%¢ 162

wall/membrane/envelope biogenesis]
UdpNAET (cd01555) | UDP-N-acetylglucosamine enolpyruvyl transferase 3,54%e1%

Die UDP-N-Acetylglucosamin 1-carboxyvinyltransferase MurA katalysiert den ersten Schritt
der Biosynthese des Peptidoglykans. Dabei iibertrigt MurA die Enolpyruvat-Gruppe von
Phosphoenolpyruvat (PEP) auf UDP-N-Acetylglucosamin (UNAG), wobei Enolpyruvyl-UDP-
N-Acetylglucosamin (EP-UNAG) entsteht (Abb. 29). Dieses wird in der weiteren
Peptidoglykan-Biosynthese durch die Mur-Enzyme MurB-F zur finalen Peptidoglykan-
Vorstufe UDP-MurNAc-Pentapeptid umgesetzt und anschlieBend durch weitere enzymatische

Schritte iiber die Cytoplasmamembran transportiert (Teo und Roper, 2015).

PEP P,

UDP-N-Acetylglucosamin kM A} » UDP-N-Acetylglucosamin-enolpyruvat
ur

Abb. 29: Schematische Darstellung der von MurA Kkatalysierten enzymatischen Reaktion. PEP — Phosphoenolpyruvat;
Pi — anorganisches Phosphat.
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Um die Auswirkungen dieser Mutation auf die Proteinaktivitdt experimentell zu testen, wurde
das Wildtyp-Protein (MurA2wr) und die Variante aus Stamm EAD (MurA2mut) heterolog in
E. coli exprimiert, gereinigt und die Enzymaktivititen bestimmt. Der Vektor pASK-IBA43plus
wurde fiir die heterologe Expression gewihlt, da durch die Klonierung des Gens in diesen
Vektor ein N-terminaler Polyhistidin-(His-)Tag an die Gensequenz kloniert werden konnte. Fiir
die Klonierung der Expressions-Plasmide wurde murA2wr mit den Primern 1 und 2 (Tab. 9)
amplifiziert, wobei genomische DNA (gDNA) von K. spormannii als template verwendet
wurde. Der Basenaustausch 698T>A wurde iiber eine PCR-basierte site-directed mutagenesis
in die Nukleotid-Sequenz murA2wr eingefiihrt (Primer 3 und 4). Die beiden Amplifikate der
Gene murA2wrund murA2m.: wurden anschlieBend mittels isothermaler in-vitro Ligation in den
Vektor pASK-IBA43plus ligiert. Dieser wurde zuvor mit den Restriktionsenzymen Pstl und
EcoRI geschnitten. Die erhaltenen Plasmide wurden nun jeweils in E. coli BL21 transformiert

(siche Anhang, Abb. 51 fiir die Plasmidkarten).

Anschlieend wurden die Proteine in E. coli BL21 pASK-IBA43plus murA2wr und E. coli
BL21 (DE3) pASK-IBA43plus_ murA2mu exprimiert. Die Zellen wurden mittels French Press
lysiert, grobe Zell- und Membranbestandteile in der Ultrazentrifuge abzentrifugiert und der
16sliche Uberstand mit den beiden heterolog exprimierten Proteinen weiterverwendet. Da die
aus K. spormannii stammenden Proteine, im Gegensatz zu denen aus dem mesophilen
Organismus E. coli thermostabil sind, wurde eine Hitzefillung der E. coli Proteine
durchgefiihrt. Dies sollte helfen Verunreinigungen wahrend der Affinitdtschromatographie zu
reduzieren. Mit den zentrifugierten und filtrierten Proben nach der Hitzeféllung wurde eine
Affinititschromatographie iiber eine Ni**-NTA-Siule durchgefiihrt. Es wurden die Imidazol-
Konzentrationen 50, 100, 150 und 250 mM zur Elution des Proteins gewéhlt. In Abb. 30 sind
die SDS-Gele der einzelnen Reinigungsschritte beider Proteine zu sehen. In den Eluat-
Fraktionen nach der Affinitdtschromatographie sind klare Banden zu erkennen, die anhand ihrer
GroBle den beiden Proteinen MurA2wr und MurA2mu (je 46,8 kDa) zugeschrieben werden
konnen. Das Eluat der 150 mM Fraktion wurde fiir die anschlieBenden Aktivitatstests

verwendet.
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Abb. 30: SDS-Gele der Aufreinigung von His-MurA2wr (A) und His-MurA2mut (B). Die Gele zeigen jeweils den
Zellextrakt nach der Zelllyse (CE, 30 ug Protein), den Uberstand nach der Ultrazentrifugation (US, 30 pg Protein), die
Proteinfraktion nach der Hitzefillung (20 pg Protein), den Durchfluss des His-Tag Aufreinigung (20 pg Protein) und
die einzelnen Elutions-Fraktionen (je 5 pg Protein). Die Grofien des Markers (M) entsprechen dem Marker BlueStar
Prestained Protein Marker und sind in kDa angegeben

Die gereinigten Proteine wurden nun auf ihre katalytischen Eigenschaften getestet. Dafiir wurde
ein Test auf der Basis von Malachit-Griin gewéhlt, bei dem das anorganische Phosphat (Pi)
gemessen wird, welches wiahrend der Reaktion entsteht. Fiir beide Enzyme konnte durch die
Akkumulation von Pi gezeigt werden, dass es sich bei ihnen um eine aktive UDP-N-
Acetylglucosamin 1-carboxyvinyltransferase handelt (Abb. 31). Das ermittelte Vmax der beiden
Enzyme war fiir MurA2wr 8,9 uM min™!, fiir MurA2mu 1,84 pM min’!. Es lieB sich also

feststellen, dass die ermittelte Mutation 233N in MurA2 zu einer Verringerung der Aktivitit

um 80 % fihrt.
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Abb. 31: Auswertung der Aktivititstests von MurA2wr (schwarz) und MurA2mut (rot). Der Test wurde im Triplikat
durchgefiihrt.

Um herauszufinden, ob diese Aktivititsverringerung moglicherweise auf strukturelle
Verdnderungen der MurA2-Mutante zurlickgefiihrt werden konnte, wurde eine 3D-
Rekonstruktion der Kristallstruktur von MurA2wr erstellt (Abb. 32A). Diese zeigt den
typischen Aufbau von MurA mit seinen zwei scheinbaren Fass-artigen Doménen, die iiber eine
»Scharnier-Region miteinander verbunden sind (Barreteau et al., 2008). Bisherige Analysen
in Enterobacter cloacae und Escherichia coli konnten zeigen, dass dieses Protein in seiner
offenen Form (Abb. 32B, links) die Substrate bindet und darauthin in seiner geschlossenen
Form die Reaktion katalysiert (Abb. 32B, rechts) (Barreteau et al., 2008). Die Mutation 1233N
befindet sich in der ,,Scharnier-Region des Proteins (sieche Abb. 32A, roter Pfeil) und damit in

einer potentiell wichtigen Region fiir den ,,Auf-Zu*“~-Mechanismus des Proteins.
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Abb. 32: Vorhergesagte 3D-Proteinstruktur von MurA2 aus K. spormannii (A) und die strukturellen Anderungen von
MurA wihrend der Reaktion (B). A: Die Struktur wurde mit SWISS-MODEL anhand der Strukturhomologien zu
MurAT1 aus Bacillus anthracis (PDB-Nr: 3SG1) erstellt. Der rote Pfeil deutet die Stelle an, in der sich die Mutation 1233N
befindet. B: Links: Offene, liganden-freie Form von MurA aus Enterobacter cloacae (PDB-Nr.: 1INAW) und
geschlossene Form mit UDP-GlcNAc und Fosfomycin aus Escherichia coli (PDB-Nr.: 1UAE). Aus Barreteau ez al., 2008.

3.2.2.7. Stille Mutationen

In drei der detektierten Variationen konnten stille (synonyme) Mutationen, also solche, welche
die Aminosduresequenz des Proteins nicht @ndern, mit einer zum Teil hohen Héufigkeit
detektiert werden. Insgesamt belduft sich der Anteil stiller Mutationen an den gesamten
Mutationen in kodierenden Sequenzen auf 13,6 %. Das Auftreten von stillen Mutationen konnte
in Adaptionsexperimenten schon wiederholt beobachtet werden, weswegen davon ausgegangen

wird, dass auch sie vorteilhaft fiir die schnelle Evolution und Adaption eines Organismus sind

(Lebeuf-Taylor et al., 2019).
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CVV_16360

In Gen CVV_16300 konnte der Basenaustausch 1425G>T mit einer Haufigkeit von 99,75 %
ermittelt werden. Die Analyse der Proteindoménen des kodierten Proteins legt eine potentielle
Funktion als Pyruvat-Oxidase nahe (Tab. 39). Es konnte sich daher um ein Enzym handeln,

dass die in Abb. 33 gezeigte Reaktion katalysiert.
Pyruvat + Phosphat + O, ———> Acetyl-Phosphat + CO, + H,0,

Abb. 33: Schematische Darstellung der katalysierten Reaktion einer potentiellen Pyruvat-Oxidase CVV_16300.

CVV_14005
In Gen CVV_14005 konnte der Basenaustausch 822A>G mit einer Haufigkeit von 99,42 %
ermittelt werden. Proteindoménenanalysen legen hier eine potentielle Funktion als Teil eines

Ni**-Transporters nahe (Tab. 39).

CVV_09460

In Gen CVV_09460 konnte der Basenaustausch 528T>G mit einer Haufigkeit von 36,81 %
ermittelt werden. Nach den konservierten Proteindomédnen zu urteilen handelt es sich hierbei
um eine Prolin-spezifische Peptidase, deren genauere Funktion jedoch nicht weiter spezifiziert

werden konnte (Tab. 39).

Tab. 39: Ergebnis der Analyse konservierter Proteindoméinen in Genen, die eine stille Mutation tragen. Die ersten zwei
Treffer der konservierten Proteindoméinen mit ihren Bezeichnungen und der dazugehorigen accession-Nummer sind
gezeigt. Es sind lediglich Treffer mit e-Werten unter ¢! aufgefiihrt.

Variation Proteindoméine Beschreib W
eschreibun e-Wert
(Gen-Nr.) (accession-Nr.) &
PRKO08611 pyruvate oxidase 3,8%e?”
CVve5_16360 TPP_POX Thiamine pyrophosphate (TPP) family, Pyruvate 6.63%c67
(cd02014) oxidase (POX) subfamily ’
DppC ABC-type dipeptide/oligopeptide/nickel transport 1.20%c 63
CYVES 14005 (COG1173) system, permease component ’
h nickel nikC %
(TIGR02790) nickel ABC transporter, permease subunit NikC 1,43%¢
pro_imino_pep 2 o
CVV65_09460 (TIGRO1250) proline-specific peptidase 1,18%e
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3.2.2.8. Variationen in nicht-kodierenden Bereichen

Eine weitere Beobachtung, die bei der Variantendetektion gemacht werden konnte, war das
Auftreten von Variationen in nicht-kodieren, intergenischen Bereichen. Da diese
Auswirkungen auf regulatorische DNA-Sequenzen haben kdnnen, wurden die Gene analysiert,

die vor bzw. nach der detektierten Basenvariation lokalisiert waren.

Insertion nach Nukleotid 1515328

Nach Nukleotid (Nt) 1515328 kam es mit einer Haufigkeit von 90,82 % zu einer Insertion von
zwei Guaninen. Dieses Nukleotid liegt 37 nt vor CVV_07760 bzw. 59 nt vor CVV_07755 (Abb.
34). Sowohl die Annotation, als auch die durchgefiihrten Proteindoménenanalysen legen fiir
CVV_07760 eine Funktion als Methyltransferase CheR nahe (Tab. 40). Diese ist ein Teil der
Regulationsmechanismen der Chemotaxis. Fir CVV_07755 konnte weder durch seine

Annotation, noch durch die Analyse der Proteindoménen eine Funktion zugeordnet werden.

Nt 1515328

5t

AGG

3

....... 07755

07760 (cheR ?) -

59 nt 37 nt

Abb. 34: Schematische Darstellung des nicht-kodierenden Bereichs zwischen den Genen CVV_07755 und CVV_07760
mit der Insertion der zwei Guaninen nach Nukleotid 1515328.

Tab. 40: Ergebnis der Analyse konservierter Proteindomiinen der Gene, die sich vor bzw. nach einer Variation in einem
nicht-kodierenden Bereich befinden. Die ersten zwei Treffer der konservierten Proteindominen, mit ihren
Bezeichnungen und der dazugehorigen accession-Nummer sind gezeigt. Es sind lediglich Treffer mit e-Werten unter
e10 aufgefiihrt.

Proteindomiine
Gen-Nr. Beschreibung e-Wert
(accession-Nr.)
CheR 0
(COGI1352) Methylase of chemotaxis methyl-accepting proteins 541%e
CVves 07760
MeTrc .
(smart00138) Methyltransferase, chemotaxis proteins 5,49%e

Basenaustausch an Nukleotid 1563731
An Nukleotid 1565328 fand der Basenaustausch C>T mit einer Haufigkeit von 38,81 % statt.
Dieses befindet sich 35 nt nach Gen CVV 08000, welchem jedoch weder durch seine

Annotation, noch durch Proteindoménenanalysen eine Funktion zugeordnet werden konnte.
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3.2.3. Analyse der Gene mit hoher Mutationsrate

Es stellte sich heraus, dass die Verteilung der lauten Mutationen innerhalb der betroffenen CDS
nicht gleichméBig ist, sondern dass bestimmte CDS verhéltnismédBig oft von Mutationen
betroffen sind. So sind die 387 lauten Mutationen auf nur 155 verschiedene CDS verteilt. Etwa
85 % der betroffenen CDS haben mehr als eine Variation und allein 12 CDS haben 5 bis 13

Variationen mit einer Haufigkeit von mindestens 10 % (Abb. 35).

Anzahl der CDS

9 10 11 12 13
Anzahl der Variationen pro CDS

[
15915 e PSP
T T T T T T T T T
4 5 6 7 8
Abb. 35: Anzahl der CDS, die eine unterschiedliche Anzahl an Variationen besitzen.

In diesem Teil der Arbeit soll nun auf die sieben Gene eingegangen werden, fiir die mehr als
sieben Mutationen pro CDS ermittelt werden konnten. Tab. 41 =zeigt hierbei eine
Zusammenfassung der ermittelten Daten zu den einzelnen Genen. Die Mutationsraten der
einzelnen Gene nahmen Werte sich zwischen 2,96*%107 (¢k¢) und 10,84*10 (10770) an. Eine
weitere Beobachtung die gemacht werden konnte war, dass die Variationen in den Genen in
den meisten Féllen dazu fiihrten, dass eine lokale Hiufung der variierten Aminosduren
stattfand. Auffillig ist auBerdem, dass diese lokalen Haufungen mit teilweise gleichen
Héufigkeiten detektiert werden konnten. Die Funktion der einzelnen Gene wurde anhand ihrer
Annotation oder Proteindoméinenanalysen durchgefiihrt und soll im Folgenden kurz behandelt

werden.
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Tab. 41: Ubersicht der ermittelten Daten der Variationen mit einer hohen Mutationsrate. Die hier aufgefiihrte
Zusammenfassung der Proteindoméinenanalysen ist im Anhang, Tab. 44 genauer erliutert.

Mutationsrate Zsfg. der
Annotiertes Gen Mutationen in CDS (Mutationen Aminosiure- Proteindoméinen-
(Lénge in bp) (Hiufigkeit in %) pro Anderungen Analyse (oder
Basenpaar) Annotation)
argH (1344) 391del (10,91) 9,67*%1073 1131fs Arginiosuccinat-
388C>A (10,89) L1301 Lyase ArgH
386 387insT (10,93) G129fs
382del (10,76) 1128fs
380T>G (10,78) 11278
377 378insT (10,88) G126fs
308A>C (17,55) H103P
305T>C (17,54) L102P
301 302delinsTT (15,52) K101L
298G>A (18,28) G100S
295G>T (18,16) G99C
286G>C (10,47) GI96R
278A>T (14,11) D93V
CVv_10770 339 340insC (12,75) 10,84*1073 All4fs hypothetical
(1015) 334del (15,27) T112fs protein®
330 331insT (15,20) Prol1fs
326T>A (11,13) L109H
324 325insG (11,19) L109fs
322T>A (11,17) S108C
319del (11,18) A107fs
317T>A (11,11) V106G
312del (15,21) P105fs
308 209insA (14,67) G104fs
303del (11,71) 1103fs
CVv_10610 235C>G (12,50) 5,29%1073 H79A Proteindoméne:
(1512) 1121A>C (13,66) F374C Aromaten-/Alken-
1123C>G (13,75) A375G hydroxylierende
1208C>G (10,25) P403R Monooxygenase
1211A>T (10,33) N4041 (a-Untereinheit)
1214C>G (10,36) P405R
1218del (10,13) D406fs
1220A>C (10,30) N407T
CVV 08360 1252C>G (10,50) 6,01%¥1073 P418A Proteindoméne:
(1332) 1250A>G (10,55) L417A “YheC/D like
89T>C (11,39) M30T ATP-grasp”
87del (11,38) M30fs
85G>C (11,43) G29R
80G>C (11,52) R27P
78 79insA (11,67) R27fs
77G>A R26H
CVV_03605 735 _736delinsCA (10,73) | 4,98*1073 G245 _D246delinsDN | Cobalamin-
(1608) 738 739insC S247fs Synthase CobQ
742delinsAA L248fs
749T>C L250P
754G>C G252R
756 _757delinsAA G253S
760 _761delinsCG F254R
763G>C G255R
tht 1387C>T 2,96*1073 L463F Transketolase Tkt
(2025) 1390A>T T464S
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1396dup D466fs
1397A>C D466A
1401C>G S467N
1405del A4691s
1406C>T A496V
Crv_02760 659T>A 4,37*1073 L220Q Transposase
(1374) 656C>T A219V
652T>G Y218D
362_363insT Al123fs
360G>C G120D
355G>C VI119L
352del M118fs

argH (CVV65_02325)
Das Protein fiir das argH kodiert, ist auch als das Enzym Argininosuccinat-Lyase bekannt und
katalysiert als Teil des Harnstoffzyklus die Spaltung von Argininosuccinat zu Arginin und

Fumarat.

Cvv_10770
Bei dem Genprodukt von Gen CVV_10770 handelt es sich um ein als ,,hypothetisches Protein"
annotiertes Protein. Thm konnten weder mit Blast- noch mit Proteindomanen-Analysen eine

Funktion zugeordnet werden.

CVv 10610

Bei dem Genprodukt von Gen CVV_10610 handelt es sich um ein annotiertes YHS domain-
containing protein. Blast- und Proteindomanen-Analysen konnten seine Funktion néher als die
a-Untereinheit einer Aromaten- und Alken-hydroxylierende Monooxygenase spezfizieren. Da
diese jedoch eine sehr diverse Klasse an Enzymen darstellen, kann dem Protein CVV_10610

keine eindeutige Funktion in Form einer spezifischen Reaktion zugeordnet werden.

CVV 08360

Das Genprodukt von Gen CV'V_08360 ist ebenfalls als ein ,,hypothetisches Protein annotiert.
Blast- und Proteindominen-Analysen ergaben ,,YheC/D-like ATP-grasp“ als eine potentielle
Proteindomine. Diese Doméne beschreibt generell Proteine, die in der Modifikation und

Biosynthese von Sporenhiillen- und Kapselproteinen beteiligt sind.

CVV_03605
Das Genprodukt von Gen CVV 03605 ist als die Cobalamin-Synthase CobQ annotiert. Dies
konnte auch durch Blast- und Proteindoménenanalysen bestdtigt werden. CobQ spielt eine

wichtige Rolle in der Cobalamin Biosynthese, in der es bestimmte ATP-abhingige
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Amidierungen des Porpyhrinrings mithilfe von Glutamin als NH2-Quelle katalysiert (Blanche
etal., 1991).

tkt (CVV _14375)

Das tkt-Gen (CVV_14735) wurde schon in vorherigen Arbeiten anhand von Sequenzanalysen
als Teil des Calvin-Zyklus-Genclusters in K. spormannii identifiziert (Reiner et al., 2020). Die
Transketolase (Tkt) katalysiert dabei verschiedene Reaktionen im reduktiven Teil des

Pentosephosphatwegs und ist damit ein wichtiger Teil der Regulation des Calvin-Zyklus.

CVv 02760

Bei CVV_02760 handelt es sich um das annotierte Gen einer Transposase, was ebenfalls durch

Proteindominen-Analysen bestétigt werden konnte.

95



Ergebnisse

3.3. Identifizierung und Funktionalitatstests der PHB-Synthesegene

In fritheren Arbeiten, die sich mit der Synthese von PHB in Kyrpidia spormannii befassten,
konnten schon einige potentiell daran beteiligte Gene durch Sequenzanalysen identifiziert
werden (phaA, phaB, phaC und phaR) (Reiner, Jung, et al., 2018; Reiner et al., 2020). Dabei
stellte sich heraus, dass der Aufbau des PHB-Syntheseclusters dem von Bacillus megaterium
gleicht (Abb. 36). In der hier vorliegenden Arbeit sollten nun weitere Gene die an der PHB-
Biogenese in K. spormannii beteiligt sind identifiziert, und die Funktionalitit des PHB-
Synthese-Genclusters durch eine heterologe Expression in E. coli experimentell verifiziert

werden.

B. megaterium

08490 08495 08500

Abb. 36: Schematische Darstellung des PHB-Synthese Genclusters in B. megaterium und der bisher identifizierten Gene
in K. spormannii. phaP — Phasin; phaQ — Regulatorprotein; phaR — Regulatorprotein und Teil der PHA-Synthaseeinheit;
phaB — Acetoacetyl-CoA Reduktase; phaC — PHA-Synthase. Die Gennummern des phaR-phaB-phaC — Genclusters aus
K. spormannii sind als CVV_XXXXX angegeben.

3.3.1. Identifizierung weiterer Gene der PHB-Biogenese

Um weitere Gene zu identifizieren wurde eine bioinformatische Untersuchung der Gene
vorgenommen, die um das phaR-phaB-phaC-Gencluster (phaRBCksp) lokalisiert sind. Dabei
konnte Gen CVV _08505 als ,poly-beta-hydroxybutyrate-responsive repressor* identifiziert
werden. In B. megaterium wurde das Gen phaQ ebenfalls als solches beschrieben (Lee et al.,
2004). Aufgrund dieser Tatsache und der Lokalisation in der Ndhe von phaRBCksp, wurde
davon ausgegangen, dass es sich bei Gen CVV 08505 um das Gen fiir das PHB-
Regulatorprotein PhaQ (phaQksp) handelt.

PhaQ hat in der Biogenese von PHB die Funktion eines Regulators, wobei es sowohl seine
eigene Expression reguliert, aber insbesondere die von PhaP, einem wichtigen PHA-Struktur-

bzw. Hiillprotein (Lee et al., 2004). Dabei bilden phaQ und phaP in B. megaterium ein
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bicistronisches Operon, welches ausgehend von einer Promotorsequenz vor phaQ transkribiert
wird (Lee et al., 2004). Daher wurde sich in der weiteren Analyse verstirkt auf die
Untersuchung des phaQ-folgenden Gens (CVV_08500) konzentriert, mit der Hypothese, dass
es sich hierbei um phaP aus K. spormannii (phaPksy) handeln konnte. Mit einem
Molekulargewicht von 22,5 kDa stellt das ermittelte Genprodukt von CVV_08500 ein Protein
dar, welches ein phasin-typisches Molekulargewicht besitzt (Potter e al., 2004; Tirapelle et al.,
2013; Mezzina und Pettinari, 2016). Blast- und Proteindominenanalysen ergaben hingegen
keine Ubereinstimmung mit bisher beschriebenen Phasinen. Da Phasine jedoch sehr distinkte
Sekundéirstrukturen in Form einer hohen Abundanz von Alpha-Helices besitzen, wurde
CVV_08500 auf seine Sekundirstrukturen iiberpriift (Mezzina und Pettinari, 2016). Die
Vorhersage der Sekundérstrukturen ergab, dass das Protein fiinf a-Helices besitzt, in denen ein

Grofteil der Aminosduren (75 %) angeordnet sind (Abb. 37).

Helix 1 > Helix 2 > Helix 3 |
MTQATPNPKKPEKTTYRSDTILDPAWKY YEDRAGDWQRFIEKRENDYLNAVAESRKLLATARKNVEGLTKDLIRESEQVWKSFLPKDSNPEDAQESQKQ
Helix 4 > Helix 5 >

SWETLAQKAQDLWWTPWKSYMDWSEAYEARWEEQNQTWIRQVQEQRKVFWDFVDQNKDALKKVQYQWFHALEDGVRPWLSAWGKENA

Abb. 37: Vorhersage der a-Helices in der Aminosiuresequenz des Genprodukts von CVV_08500 aus K. spormannii.

Weiterhin wurde eine 3D-Struktur-Vorhersage von CVV_08500 anhand der Kristall-Struktur
des PhaPs von Aeromonas hydrophila gemacht (Zhao et al., 2016). Diese zeigte eine typische
Anordnung der a-Helices, wie sie auch fiir andere Phasine beschrieben werden konnte (Abb.
38A) (Zhao et al., 2016). Durch die Einfarbung hydrophober Oberflaichenstrukturen konnten
aulerdem die amphiphilen Molekiileigenschaften der vorhergesagten 3D-Struktur von
CVV_08500 gezeigt werden, die ebenfalls wichtig fiir die Funktion der Phasine als
Strukturprotein der hydrophoben PHB-Granula sind (Abb. 38B). Daher ist davon auszugehen,
dass es bei Gen CVV_08500 um das phaP von K. spormannii handelt.

Zusammenfassend lésst sich mit den durchgefiihrten in-silico Untersuchungen der beiden Gene
CVV _08505 (phaQ) und CVV _08505 (phaP) ein aktualisiertes Schema des PHB-Synthese
Genclusters in K. spormannii postulieren (Abb. 39). Im Vergleich mit dem Aufbau des
Genclusters in B. megaterium, ist hier die gleiche Orientierung der Gene phaQP zu phaRBC in
K. spormannii auffillig (Abb. 36).
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B Seite 1 Seite 2

Abb. 38: Analysen der 3D-Strukturen des potentiellen PhaP von K. spormannii (PhaPksp). A: Vorhergesagte 3D-
Struktur anhand des PhaPs von Aeromonas hydrophila (PhaPany). B: Analyse der Oberflichen-Hydrophobizitit von
PhaPksp und PhaPany.

PHB-Synthese Gencluster K. spormannii

08505 08500 08490 08485 08480

Abb. 39: Schematische Darstellung des potentiellen PHB-Synthese Genclusters in K. spormannii. phaP — Phasin; phaQ
— Regulatorprotein; phaR — Regulatorprotein und Teil der PHA-Synthaseeinheit; phaB — Acetoacetyl-CoA Reduktase;
phaC — PHA-Synthase. Die jeweiligen Gennummern sind als CVV_XXXXX aus K. spormannii angegeben.
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3.3.2. Heterologe Expression potentieller PHB-Synthesegene in E. coli

Um die Funktionalitit des identifizierten PHB-Synthese-Genclusters phaQPRBC aus
K. spormannii zu Uberpriifen, wurden die Gene phaQPRBC zusammen mit dem [-Ketohiolase-

Gen phaA (10615) heterolog in E. coli exprimiert.

Hierzu wurde das Plasmid pBAD202 phaA phaQPRBC erstellt. Die beiden Gensequenzen
wurden mit den Primern 5 und 6 (phaAd) bzw. mit den Primern 7 und 8 (phaQPRBC) aus der
genomischen DNA von K. spormannii amplifiziert. Die Klonierung des Plasmids erfolgte
anschlie8end in zwei Schritten: zuerst wurde pBAD202 mit den Restriktionsenzymen Ncol und
Pmel geschnitten und das phaA-Konstrukt iiber eine isothermale in-vitro Ligation eingefiigt.
Das erhaltene pBAD202 phaA wurde darauthin mit Xmnl geschnitten und das phaQPRBC-
Konstrukt ebenfalls iiber die isothermale in-vitro Ligation eingefiigt. Schlussendlich wurde das
erhaltene pPBAD202 phaA phaQPRBC mittels Elektroporation in E. coli BL21 transformiert.
Die Plasmidkarte von pBAD202 phad phaQPRBC ist im Anhang, Abb. 52 abgebildet.

Der Stamm E. coli BL21 pBAD202 phadA phaQPRBC wurde, wie in 2.8.1 beschrieben,
kultiviert und die Plasmide induziert. Nach einer weiteren Kultivierung von 20 h wurde eine
Nilrot-Farbung des Stammes, sowie eines E. coli BL21 Wildtyps als Negativ-Kontrolle
durchgefiihrt. In den nachfolgenden fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen konnten
intrazelluldre Granula-Strukturen in E. coli BL21 pBAD202 phaA phaQPRBC beobachtet
werden (Abb. 40). In der Kontrolle wurden lediglich die Zellmembran und teilweise die

Zellpole durch Nilrot angeférbt.

A

E.coli BL21 pBAD202_phaA _phaQPRBC E.coli BL21 Wildtyp (Kontrolle)

Abb. 40: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen des Nilrot-gefirbten E. coli BL21 pBAD202_phaA_phaQPRBC (A)
und eines E. coli BL21 Wildtyps (B).
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Um einen qualitativen Nachweis zu erlangen, ob es sich bei den beobachteten intrazelluldren
Strukturen tatsdchlich um PHB handelt, wurde eine HPLC-basierte Nachweismethode
durchgefiihrt. Zusitzlich sollte eine quantitative Aussage des gemessenen PHB-Gehalts
bezogen auf die Zelltrockenmasse anhand eines PHB-Standards erfolgen. Dafiir wurde E. coli
BL21 pBAD202 phad phaQPRBC wie oben beschrieben kultiviert und die Zellen
gefriergetrocknet. Das PHB von 100 mg gefriergetrockneter Zellen wurde extrahiert und mittels
saurer Hydrolyse in seine Monomere gespalten. Diese Hydrolysate wurden anschlieBend
mittels HPLC analysiert und die Retentionszeit bei einer Wellenldnge von 210 nm mit der des
PHB-Standards verglichen. Bei den Proben aus E. coli pPBAD202 phaA phaQPRBC konnte
ein Peak bei einer Retentionszeit von 23,9 min in dem Chromatogramm detektiert werden,
welcher mit der Retentionszeit des Peaks des PHB-Standards iibereinstimmte. Unter der
Einbeziehung der PHB-Eichgerade konnte ein Anteil von 9,6 % PHB in der Zelltrockenmasse

ermittelt werden.
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3.4. Entwicklung eines genetischen Systems fiir K. spormannii

Im abschlieBenden Teil dieser Arbeit sollte ein genetisches System flir Kyrpidia spormannii
entwickelt werden. Dieses sollte, zusammen mit den vorherigen Ergebnissen, dabei helfen
durch gezielte genetische Manipulationen ein besseres Verstdndnis iiber die elektroautotrophe
Lebensweise und die Produktbildung in K. spormannii zu erhalten und dessen Produktspektrum
im Hinblick auf einen biotechnologischen Prozess zu erweitern. In den seltensten Fillen kdnnen
dabei die Komponenten und Verfahren eines gut erforschten und genetisch zuginglichen
Laborstamms wie E. coli verwendet werden. Einige allgemeine Dinge die dabei beriicksichtigt

werden sollten sind:

- die Codon-Verwendung (engl.: codon-usage),

- die Kompatibilitit des verwendeten Replikationsursprungs (origin of replication, Ori),

- der Schutz vor dem Abbau der eingebrachten DNA durch das Restriktions-/Modifikations-
system des Zielorganismus

- die gewéhlte Transformationsmethode.

Da es sich bei Kyrpidia spormannii um einen thermophilen Mikroorganismus handelt muss
zusitzlich auch die thermische Stabilitdt aller verwendeter Proteine und Selektionsmarker
beachtet werden. Im Weiteren soll daher zuerst die Anpassung dieser Parameter an
K. spormannii  beschrieben werden und anschlieBend die damit durchgefiihrten

Transformationsversuche.

3.4.1. Das Selektionssystem

In dieser Arbeit sollte ein Selektionssystem verwendet werden, das auf dem Antibiotikum
Kanamycin beruht. Kanamycin ist zum einen thermisch sehr stabil ist, zum anderen sind
mehrere thermostabile Selektionsmarker-Gene erhiltlich (Peteranderl et al., 1990;
Kananaviéiute und Citavi¢ius, 2015). Als ein solches Selektionsmarker-Gen wurde hier eine
fiir K. spormannii codon-optimierte Variante von 7K /01 verwendet (Liao und Kanikula, 1990).
Diese DNA-Sequenz wurde zusammen mit dem nativen Promotorbereich (Pnat) extern
synthetisiert und im Labor gesichert (pT7blue Pnat-TK101ksp) (siche Anhang, Abb. 53 fiir die
Sequenz von Pna-TK101ksp). Um sicherzustellen, dass der Promoter fiir die Expression von
TK101 funktional ist, sollte ein potentiell konstitutiv-exprimierender Promotor fiir die
Kanamycin-Resistenz aus dem Genom von K. spormannii ausgewihlt werden. Die Wahl fiel
auf den Promoter der Aminoacyl-tRNA Synthetase von Methionin (Methionin-tRNA
Synthetase (CVV_00280); Promoter: Pmet). Aminoacyl-tRNA Synthetasen sind als Enzyme,
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welche die Aminosdure mit ihren jeweiligen tRNA verkniipfen, essentiell fiir die
Proteinsynthese und miissen daher konstitutiv exprimiert werden. Als Start-Aminosdure eines
beinahe jeden Proteins muss die Methionin-tRNA dabei immer in ausreichender Abundanz in
der Zelle vorliegen. Um die Funktionalitit von Pmet (200 bp vor CVV65 00280) zu testen,
wurde es zusammen mit dem codon-optimierten Gen des thermostabilen Fluoreszenzproteins
FFTS-YFP (fast folding thermostable YFP) extern synthetisiert und gesichert (Aliye et al.,
2015). Die Sequenz des synthetisierten Pmet-FFTS-YF Pksp-Konstrukts ist im Anhang, Abb. 54
gezeigt. E. coli pT7blue Pwmet-FFTS-YFPksy wurde in LB ohne einen Induktor kultiviert und
fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen damit durchgefiihrt. Hierbei konnten die deutlich

fluoreszierenden E. coli-Zellen die konstitutiven Eigenschaften von Pwmet belegen (Abb. 41).

Phasenkontrast + Fluo(esienz .| Phasenkontrast

Abb. 41: Phasenkontrast- und fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von E. coli pT7blue_ Pvmet-FFTS-YF Pksp.

Anschlieffend sollte die Plasmide pT7blue Pnat-TKI10Iksp und pT7blue Pmet-TK101ksp in
E. coli auf ihre Funktion als Kanamycin-Resistenzgen getestet werden. Die Klonierung von
pT7blue Pwmet-TK101ksp wurde in mehreren Schritten durchgefiihrt. Pmet wurde mit den Primern
18 und 19 aus pT7blue Pme-FFTS-YFPksp und TK101ksp mit den Primern 17 und 20 aus
pT7blue Pna-TK101ksp amplifiziert. Beide Amplifikate wurden durch eine Fusions-PCR mit
den Primern 17 und 19 fusioniert und amplifiziert. Das erhaltene Konstrukt Pmet-TK701ksp

wurde nun in den linearisierten pT7-Vektor (durch eine PCR mit Primern 15 und 16) iiber eine
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isothermale in-vitro Ligation ligiert. Die beiden Plasmide pT7blue PNat-7K/0/ksp und
pT7blue Pmet-TKI101ksp konnten schlieBlich mittels Elektroporation in E. coli BL21
transformiert werden. Beide Stimme wurden nun, zusammen mit E. coli BL21 WT als
Kontrolle, auf ihr Wachstum mit und ohne Kanamycin getestet. Dabei konnte beobachtet
werden, dass beide Plasmid-tragenden Stimme in der Lage waren mit Kanamycin zu wachsen,
wobei der Stamm mit dem Konstrukt Pmet-TK 101 ksp, sowohl mit als auch ohne Kanamycin ein
deutlich besseres Wachstum zeigte (Abb. 42). Die Kontrolle zeigte erwartungsgemal3 kein

Wachstum mit Kanamycin.

2 4 Jl=— Py TKI0I (Kan50) —e— Py, -TKI0I (Kan50) —— Kontrolle (Kan50)
b
- m- P, -TKI0I (-) - @ P -TKIOI () - 4- Kontrolle (-)

ODgyo
S
1

A A A A
L L L L

—
10 12 14 16 18 20 22 24
Zeit [h]

Abb. 42: Wachstumskurven von E. coli BL21 pT7blue_Pnat-TK101ksy und E. coli BL21 pT7blue_Pwmet-TK101ksp mit
50 pg ml'! (Kan50) und ohne (-) Kanamycin. Als Kontrolle diente E. coli BL21 WT.

3.4.2. Klonierung der Transformationsplasmide

Fiir die Klonierung der finalen Transformationsplasmide sollten nun die Konstrukte Pnat-
TK101ksp und Pmet-TK101ksp jeweils in die drei verwendeten Vektoren pG1AE, pG2AE und
pNW33N  kloniert werden. Diese Vektoren besitzen drei unterschiedlichen
Replikationsurspriinge: pBST1 (pG1AE), pUB110 (pG2AE) und pBC1 (pNW33N). Deren
stabile Replikation konnte schon in anderen thermophilen Firmicutes, speziell der Gattung
Geobacillus, nachgewiesen werden konnte (KananaviGiute und Citavigius, 2015). Dafiir

wurden die Vektoren mit verschiedenen Restriktionsenzymen geschnitten: pG1AE und pG2AE
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mit Bglll/ Pmel und pNW33N mit HindIII/EcoR1. Die beiden 7K/0/-Konstrukte wurden mit
Primern amplifiziert, welche Uberhinge zu den jeweiligen geschnittenen Vektoren trugen (Tab.
42). Anschlieend wurden die Amplifikate {iber eine isothermale in-vitro Ligation in ihre
jeweiligen Ziel-Vektoren ligiert. Die Plasmidkarten der erhaltenen Transformationsplasmide

sind im Anhang in Abb. 55, Abb. 56 und Abb. 57 abgebildet.

Tab. 42: Verwendete Primer fiir die Klonierung der Transformationsplasmide.

Ziel-Vektor TK101-Konstrukt Primer-Nr.
Pmet-TK 101 ksp 21 & 25
pGl1AE
Prnat-TK101ksp 22 & 25
PMet'TKIOIKsp 23 & 25
pG2AE
Prat-TK101ksp 24 & 25
Pmet-TK 101 ksp 26 & 28
pPNW33N
PNat-TK]O]Ksp 27 & 28

3.4.3. Entwicklung eines host-mimicking Plasmids

Nahe alle Prokaryoten besitzen ein sogenanntes Restriktions-/Modifikationssystem (R/M-
System), dass sie dazu befdhigt zwischen eigener und fremder DNA zu unterscheiden. Das
R/M-System besitzt dabei zwei Funktionen: die Methylierung der eigenen DNA an spezifischen
Basensequenzen und die Restriktion falsch-methylierter DNA (Vasu und Nagaraja, 2013). Es
stellt daher oft ein Hindernis in der Entwicklung eines zuverlissigen genetischen Systems dar.
Aus diesem Grund wurde auch K. spormannii aut ein solches R/M-System hin untersucht,
indem die generierten PacBio-Daten der Genomsequenzierung von K. spormannii von der
REBASE Datenbank analysiert wurden (Roberts et al., 2015; Reiner, Lapp, et al., 2018). Dabei
stellte sich heraus, dass K. spormannii iiber ein vollstindiges R/M-System des Typs 1 verfiigt
(REBASE Org#26681). Dieses besteht aus drei Proteinen: Der Methylierungs- (M.KspEAT11I),
Spezifitits- (S.KspEA1I) und Restriktions- (KspEA1IP) Untereinheit. Die jeweiligen Gene sind
in ihrer genomischen Anordnung in Abb. 43A dargestellt. Eine Methylierung konnte in 99,7
bzw. 99,6 % der genomischen DNA von K. spormannii an der FErkennungs-
sequenz -ATCNNNNNNRTTG- nachgewiesen werden. Es handelt sich dabei um eine m6A-
Methylierung, bei der das C-Atoms 6 von Adenosin methyliert wird. Die Methylierung an der

Erkennungssequenz ist schematisch in Abb. 43B dargestellt.
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M.KspEAII S.KspEAII KspEAI1IP

rr}6
5. ATGNNNNNNRTTG ..3

3. TACNNNNNNY,?\AC ..o

m6

Abb. 43: Restriktions-/Modifikationssystem Typ I von Kyrpidia spormannii. A: Darstellung der Gene des R-/M-Systems
im Genom von K. spormannii: Methylierungsuntereinheit (M.KspEAI1l), Spezifititsuntereinheit (S.KspEAII) und
Restriktionsuntereinheit (KspEA1IP) mit deren jeweiligen Gen-Nummern (als CVV_XXXXX). B: Erkennungssequenz
des R/M-Systems mit den methylierten Adenosinen (m6A-Methylierung).

Um den Abbau durch dieses R/M-System bei der Transformation in K. spormannii zu umgehen,
sollte ein sogenanntes host-mimicking (engl. fiir ,, Wirts-Nachahmung®) System erstellt werden.
Dabei wird ein E. coli Stamm mit den Methlyierungsenzymen des Ziel-Organismus versehen,
um Plasmide zu generieren, die dessen Methylierungsmuster besitzen. Um ein solches host-
mimicking-Plasmid fir K. spormannii zu erstellen, wurden mehrere Klonierungsschritte
durchgefiihrt, die in Abb. 44 dargestellt sind. Zuerst wurden die Methylierungs- und Spezifitits-
Untereinheit mit den Primern 9 und 10 bzw. 11 und 12 aus der genomischen DNA von
K. spormannii amplifiziert und iiber eine Fusions-PCR mit den Primern 9 und 12 fusioniert und
amplifiziert. Da eine ausreichende Expression der S-Untereinheit gewihrleistet werden sollte,
wurde iiber die Primer-Uberhiinge eine zusitzliche Ribosomen-Bindestelle zwischen den
beiden Genen eingefiigt. Das MS-Konstrukt wurde daraufhin in einem mit Ncol und Pmel
geschnittenen pPBAD202-Vektor iiber eine isothermale in-vitro Ligation ligiert (pBAD-MS).
Da der pBAD Vektor einen high-copy Ori (colE1) besitzt und damit eine zu starke spétere
Verdiinnung des eigentlichen Transformationsplasmids bei der Plasmidisolation entstehen
wiirde, sollte er durch den low-copy Ori des Plasmids pACBSR (p15A) ersetzt und gleichzeitig
das Kanamycin-Resistenzgen gegen das Chloramphenicol-Resistenzgen (ch/R) ausgetauscht
werden. Dafiir wurde zum einen das Konstrukt p15A-ch/R mit den Primern 13 und 14 aus
pACBSR amplifiziert und zum anderen pBAD-MS mit BspHI und Nsil geschnitten.
AnschlieBend wurden beide Bestandteile in einer isothermalen in-vitro Ligation miteinander

ligiert und in den methylierungs-defizienten E. coli Stamm HSTO04 transformiert.
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Abb. 44: Schematische Darstellung der Klonierung des Methylierungs- bzw. host-mimicking-Plasmids pMET-MS. Die
Klonierung erfolgte dabei in zwei Schritten: Zuerst wurden die Methylierungs- und Spezifitits-Untereinheiten des
R-/M-Systems fusioniert und in den Vektor pBAD202 kloniert (pBAD-MS). AnschlieBend wurde dessen Kanamycin-
Resistenzgen (kanR) und der high-copy-Ori colE1 durch das Chloramphenicol-Resistenzgen (ci#/R) und den low-copy-
Ori p15A ersetzt, um schlieSlich pMET-MS zu erhalten.
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Schlielich wurden alle in 3.4.2 erstellten Transformationsplasmide mittels Elektroporation
jeweils in den Methylierungsstamm E. coli HST04 pMET-MS transformiert. Zur Verifizierung
der Methylierungseigenschaft wurde mit einer Auswahl der Staimme (jene mit Pnat-TK701ksp)
ein Dot-Blot Test mit den isolierten Plasmiden durchgefiihrt. Dabei wird die isolierte Plasmid-
DNA auf eine Nitrocellulosemembran gekoppelt und ein Antikdrper-Nachweis durchgefiihrt
mit einem Antikorper der spezifisch an m6A-methylierte DNA bindet. Um eine Methylierung
der verwendeten Transformationsplasmide zu erreichen, wurde das Methylierungsplasmid
pMET-MS wihrend der Kultivierung mit L-Arabinose induziert. Als Kontrolle dienten ein
naturgemdll unmethyliertes PCR-Produkt, ddH20 und die isolierten Plasmide einer nicht-
induzierten Kultur. Der Dot-Blot Test zeigte ein deutlich stirkeres Signal der Proben des
induzierten Stammes im Vergleich zu den verwendeten Kontrollen (Abb. 45). Dies deutet auf
eine groBere Menge m6A-methylierter DNA in diesen Proben hin und spricht daher auch fiir
eine erfolgreiche Methylierung der Transformationsplasmide durch das Methylierungsplasmid
pMET-MS (Abb. 45). Es ist ebenfalls eine leichte Abstufung in den Intensititen der induzierten
Proben mit den unterschiedlichen Plasmiden zu erkennen (pG1A > pG2A > pNW33N), welche
die Anzahl der Erkennungssequenzen in den jeweiligen DNA-Sequenzen widerspiegelt

(pG1A: 4, pG2A: 3, pNW33N: 2).
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Abb. 45: Dot-Blot Test einiger Transformationsplasmide. Die Nitrocellulosemembran zeigt Plasmide, die in dem
Methylierungsstamm durch eine Induktion von pMET-MS methyliert wurden (Ind.). Als Kontrollen wurden die
Plasmide eines nicht-induzierten Methylierungsstamms (UI), PCR-Produkt und ddH:0 aufgetragen.
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3.4.4. Transformationsversuche

Schlussendlich wurden fiir die anschlieBenden Transformationen alle Transformationsplasmide
(pG1A_Pnat-TK101ksp, pG2A_PNat-TK101ksp, pPNW33N_PNat-TK101ksp, pPG1A_Pmet-TK101ksp,
PG2A Pwmet-TK101ksp, pPNW33N Pwmet-TK101ksp) in Stamm HST04 pMET-MS methyliert und
isoliert. Insgesamt wurden in dieser Arbeit drei verschiedene Transformationsmethoden
verwendet: Elektroporation, Protoplasten-Transformation und eine auf Sepiolith-basierende

Methode.

Elektroporation

Die Elektroporation wurde mit jeweils 1 pg der isolierten Plasmide durchgefiihrt und
schlieBlich auf Agarplatten mit und ohne Kanamycin ausplattiert. Es konnte jedoch selbst nach
14 Tagen kein Wachstum auf Platten mit Kanamycin detektiert werden, wohingegen sich nach

etwa 3 Tagen die ersten Kolonien auf Platten ohne Kanamycin bildeten.

Protoplasten-Transformation

Die Herstellung der Protoplasten von K. spormannii wurde vor der Verwendung fiir die
Transformation mikroskopisch iiberpriift. Nach einer Inkubationszeit von 22 h in einem
osmotisch-stabilisierenden Medium mit Lysozym konnte ein GroBteil der Zellen aufgrund ihrer
runden Morphologie als Protoplasten identifiziert werden (Abb. 46). Bei einem gewissen Teil
konnte dabei auch weiterhin die Zellwand mit den ,,zusammengezogenen™ Protoplast im

Inneren beobachtet werden.

Protoplasten
mit umgebender <
Zellwand

= Protoplasten

Abb. 46: Phasenkontrast-Mikroskopie der Protoplasten-Generierung in K. spormannii nach 22 h.
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Die Transformationen wurden mit 2 pg der isolierten Plasmide durchgefiihrt. Nach einer
Regenerationsphase von 24 h wurden die Zellen auf osmotisch-stabilisierten Agarplatten
(RR2Areg) mit und ohne Kanamycin ausplattiert. Auf den Platten ohne Kanamycin bildete sich
nach ca. 3 Tagen ein Schleim-artiger Rasen, auf dem sich nach ca. 7 Tagen einige distinkte

Kolonien bildeten. Die Platten mit Kanamycin zeigten jedoch kein Wachstum.

Sepiolith-basierte Transformation

Fir die Sepiolith-basierte Transformation wurden jeweils 1 pg der isolierten Plasmide
eingesetzt und die Zellsuspension zusammen mit einer Sepiolith-haltigen Losung auf
Agarplatten mit und ohne Kanamycin unter leichtem Druck ausplattiert. Jedoch konnte auch
hier kein Wachstum nach 14 Tagen detektiert werden, sobald Kanamycin als Selektionsmarker
verwendet wurde. Auf den Platten ohne Kanamycin konnten nach ca. 5 Tagen die ersten

Kolonien beobachtet werden.
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IV. Diskussion

Vor dem Hintergrund der heutzutage immer mehr in den gesellschaftlichen Fokus riickenden
Auswirkungen des Klimawandels ist die Reduktion der Treibhausgasemissionen eine der
grofBten Herausforderungen unserer Zeit. Daher ist die Entdeckung und Erforschung von
Technologien die in der Lage sind diese Emissionen zu verringern von gro3er Bedeutung. Eine
dieser Technologien ist die noch relativ junge mikrobielle Elektrosynthese (MES), bei welcher
Biokatalysatoren mithilfe elektrischen Stroms dazu genutzt werden, aus emittiertem CO2
komplexere Kohlenstoffverbindungen zu synthetisieren. Der 2018 isolierte und als
elektroautotroph charakterisierte Mikroorganismus Kyrpidia spormannii, vereint dabei viele
Eigenschaften die ihn fiir einen potentiellen Einsatz in einem mikrobiellen Elektrosynthese-
Prozess attraktiv machen (Reiner et al., 2020). Es konnte gezeigt werden, dass dieses
thermophile Knallgasbakterium in der Lage ist, kathodische Biofilme von beachtlicher Hohe
(>100 um) zu bilden (Hackbarth et al., 2020). Die in dieser Arbeit durchgefiihrte Adaption zur
Optimierung eines elektroautotroph kultivierten kathodischen Biofilms und die anschlieBende
genotypische Beschreibung dieses Stamms sollten dabei Aufschliisse iiber die mechanistischen
Vorgénge der elektroautotrophen Wachstumseigenschaften von K. spormannii geben und
mogliche Optimierungsstellen offenlegen. Die Biofilmbildung des adaptierten Stamms konnte
im Rahmen dieser Arbeit besonders in Form einer schnelleren initialen Akkumulation und der
Homogenitdt des Biofilms erheblich verbessert werden. Die Analyse der genomischen
Variationen im adaptierten Stamm soll im Folgenden mit deren moglichen phénotypischen
Auswirkungen diskutiert werden. AuBerdem konnten weitere Einblicke in die
Polyhydroxybutyrat-Synthese von K. spormannii gewonnen und wichtige Schritte hin zu einem
genetischen System erfolgreich abgeschlossen werden, die hier noch einmal besprochen werden

sollen.

4.1. Generelle Beobachtungen der Variantendetektion

Die Adaption an vorherrschende Umweltbedingungen durch eine natiirliche Selektion gilt
schon seit dem 19. Jahrhundert, speziell durch die Arbeiten von Charles Darwin, als ein
wichtiger Prozess in der Evolution. Eine Adaption geschieht mechanistisch durch die
Ausbreitung und den Austausch von Mutationen, welche die Fitness und die
Reproduktionsfihigkeit in ihrer Umwelt positiv beeinflussen (Elena und Lenski, 2003). In

dieser Arbeit wurde eine Adaption von K. spormannii auf elektroautotrophe
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Wachstumsbedingungen als kathodischer Biofilm durchgefiihrt und anschlieBend die dabei
entstandenen genetischen Variationen mit dem Ausgangsstamm (dem Wildtyp) verglichen. Um
die natiirlich auftretende Mutationsrate dabei weiter zu steigern wurden die Zellen zusétzlich
mit UV-Licht, als ein sehr potentes Mutagen, bestrahlt. Unter selektiven Bedingungen, wie in
dem hier beschriebenen Adaptionsexperiment, sind hohe Mutationsraten generell von Vorteil,
da sie dem Organismus die notwendige genetische Variabilitdt geben um eine genetische
Anpassung zu erleichtern. UV-Licht wird oft eingesetzt, um durch eine zufillige Mutagenese
Stimme zu generieren, die beispielsweise toleranter gegeniiber toxischen Substanzen sind, oder

um die Produktionsrate eines Biokatalysators zu steigern.

Um beurteilen zu konnen inwieweit UV-induzierte Mutationen zu den beobachteten
Basenvariationen beigetragen haben, wurde eine Analyse der Hiufigkeit der jeweiligen
Basenaustausche gemacht (Abb. 23). Dabei fiel auf, dass die UV-typische Transversion C 2> T
(bzw. G =2 A, je nach betroffenem Strang), wie sie durch UV-induzierte Pyrimidin-Dimere
entstehen, in den beobachteten Mutationen nicht signifikant hdufiger vorkamen als andere
Basenaustausche (Brash, 2015). Dies war auf diese Art und Weise nicht erwartet worden,
konnte jedoch entweder an einer zu geringen UV-Dosis oder an den effizienten
Reparaturmechanismen der Zelle gelegen haben. Einen Hinweis auf die Anpassung von Stamm
EAD an das hohere Mal3 an Mutationen (UV-induziert oder natiirlich) kann in der Variation
des mfd- (mutation frequency decline) Gens gefunden werden. Als Teil der DNA-
Reparaturmechanismen der Zelle 16st Mfd die RNA-Polymerase von der DNA, wenn dessen
Transkription durch eine DNA-Lidsion blockiert wird, worauthin weitere Proteine der
Nukleotidexzisions-Reparatur rekrutiert werden (Selby, 2017). Mfd ist dabei nachweislich
wichtig fiir die Erkennung UV-induzierter DNA-Lésionen, da gezeigt werden konnte, dass
Mfd-Mutanten eine hohere Sensivitét gegentiber UV-Licht haben (Selby und Sancar, 1993). In
E. coli fithren iterative Bestrahlungen mit UV-Licht zu Mutationen in Proteinen der DNA-
Reparatur und damit auch zu einer hoheren Resistenz gegeniiber UV-Licht (Alcantara-Diaz et
al., 2004). Deshalb konnte auch hier die Mutation in Mfd fiir eine beginnende Anpassung von
K. spormannii an die UV-Licht Bestrahlungen sprechen. Der spezifischen Mutation in Stamm
EAD konnte jedoch anhand von Sequenzanalysen keine spezielle strukturelle Auswirkung
zugeordnet werden. Hier miissten weitere Versuche zeigen inwieweit die Mutation einen

Finfluss auf die Struktur und die Funktion von Mfd hat.

Eine Beobachtung, die bei der Auswertung der Variationen mit grofer Haufigkeit (>33 %)
gemacht werden konnte, war neben Variationen die eine Aminosiure-Anderung in einem

Protein hervorriefen, das Auftreten von stillen Variationen und Variationen auferhalb von
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kodierenden Sequenzen. Die durch synonymen Basenaustausch entstehenden stillen
Mutationen galten lange als Mutationen ohne Funktion. In bisherigen Adaptionsversuchen von
Mikroorganismen und Phagen konnte jedoch das immer wiederkehrende Auftreten von stillen
Mutationen beobachtet werden, die nachgewiesener Weise auch zu einem erhdhten Fitness-
Level beitrugen (Kashiwagi et al., 2014; Lebeuf-Taylor et al., 2019). Phénotypische
Verianderungen durch synonyme Mutationen beruhen dabei meistens auf der Anpassung des
Protein-Expressionslevels durch die Stabilitdt der mRNA oder der Verwendung einer tRNA,
die sich in ihrer Abundanz von der vorherigen unterscheidet (Ikemura, 1981; Kudla et al., 2009;
Lauring et al., 2012; Kashiwagi et al., 2014). Der in dieser Arbeit ermittelte Anteil von
synonymen Basenaustauschen innerhalb kodierender Sequenzen von 13,6 % deckt sich dabei
mit Beobachtungen bisheriger Mutationsexperimente in einigen E. coli- oder Hefestimmen
(Lang und Desai, 2014). Auch Variationen aufBlerhalb von kodierenden Sequenzen
(intergenische Bereiche) konnten in Stamm EAD detektiert werden. Diese wurden schon in
fritheren Arbeiten als ein wichtiger Teil der Wirts-Adaption von Pathogenen oder der Bildung
Antibiotika-resistenterer Pseudomonas putida Stimme beschrieben (Hossein Khademi et al.,
2019). Dabei spielen sie meist eine Rolle in der Regulation der Genexpression, indem sie
regulatorische DNA-Sequenzen, wie Regulatorprotein-Bindestellen, Promotorsequenzen oder
Terminatorsequenzen verdndern. Zudem konnen sie auch die 5°- und 3°-UTRs (untranslated

regions; engl. fiir untranslatierte Region) der mRNA und damit die Translation beeinflussen.

Neben den Mutationen die jeweils in groler Anzahl in der Population vorkamen, fiel auf, dass
die 839 detektierten Variationen mit einer Haufigkeit von tiber 10 % nur auf 151 Gene verteilt
sind. Dabei wurde keine generelle Anhdufung von Mutationen in bestimmten groeren
genomischen Bereichen beobachtet, sondern eine punktuelle Haufung in einigen distinkten
Genen. Die Einordnung der ermittelten Mutationsraten der hier untersuchten Gene mit den
meisten Mutationen pro Gen (Tab. 41; Mutationsraten 2,96*107 bis 10,84*107) fillt jedoch
schwer, da zu diesem Zeitpunkt nicht klar ist, wie viele Generationen Stamm EAD durchlaufen
hat. Dieser Wert ist unerldsslich fiir den Vergleich von Mutationsraten mit vorherigen
Experimenten. Die Generationenzahl ist besonders durch das Wachstum als Biofilm schwer zu
bestimmen, da eine Abschitzung nur anhand des Biovolumens nicht moglich ist. Die
Entstehung von Mutationen in den gleichen Genen innerhalb verschiedener Subpopulationen
bildet ein oft beobachtetes, generelles Muster in genetischen Adaptionen an sich verdndernde
Umweltbedingungen (Barrick et al., 2009; Lang und Desai, 2014; Galen et al., 2015). Da in
dieser Arbeit viele der ermittelten Variationen innerhalb dieser Mutations-Hotspots mit einer

nahezu identischen Héufigkeit ermittelt werden konnten, deutet dies auf deren Vorhandensein
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in der gleichen Subpopulation hin. Ein zufélliges Vorkommen mit der gleichen Haufigkeit kann
nahezu ausgeschlossen werden. Oft betreffen solche Mutations-Hotspots nicht direkt
funktionelle Aminosduren, wie solche eines aktiven Zentrums von Enzymen, sondern die
strukturellen Doménen eines Proteins, wie Transmembran-, Linker- und Interaktions-Doménen
(Sekowska et al., 2016; Lind et al., 2019). Daher akkumulieren solche Mutationen auch meist
in spezifischen lokalen Bereichen der kodierenden Sequenz eines Proteins. Diese strukturellen
Verdnderungen eines Proteins konnen dessen Funktionen auf vielfiltige Weise verdndern, von
Protein-Protein-Interaktion bis zu Auswirkungen auf katalytische Eigenschaften (Lind ef al.,
2019). Inwieweit die in dieser Arbeit beobachteten Mutations-Hotspots strukturelle und damit
auch funktionelle Auswirkungen auf die Proteine und die jeweilige Subpopulation haben

miissen jedoch weitergehende Funktions- und Strukturanalysen der Proteine zeigen.

4.2. Auswirkungen der Varianten auf das -elektroautotrophe

Biofilmwachstum

In dieser Arbeit wurde das erste Mal die Adaption eines Mikroorganismus an elektroautotrophe
Wachstumsbedingungen gezeigt. Hierdurch konnten neue Hinweise flir die notwendigen
physiologischen Eigenschaften gesammelt werden, die eine optimierte Nutzung eines
Biokatalysators in einem mikrobiellen Elektrosynthese-Prozess moglich machen. Die hier
erreichte Adaption von Kyrpidia spormannii zeigte sich insbesondere an der verbesserten
Bildung eines kathodischen Biofilms. Es konnte dabei kein verbessertes Wachstum unter
heterotrophen Bedingungen ermittelt werden, weshalb eine Adaption auf die zwischenzeitliche
heterotrophe Kultivierung auszuschlieBen ist (Abb. 20). Speziell in den ersten fiinf Tagen der
elektroautotrophen Vergleichskultivierung mit dem Wildtyp-Stamm konnte eine ca. 4-fach
erhohte Biofilm Akkumulationsrate festgestellt werden (Abb. 12), zusammen mit einer etwa
doppelt so schnellen Bedeckung der Kathodenoberfldche, die in ihrem zeitlichen Verlauf derer
der Biovolumenzunahme gleicht (Abb. 11 und Abb. 15). Es muss dabei beachtet werden, dass
mit den hier ermittelten Daten die Biovolumenzunahme nicht gleichbedeutend mit dem
Biofilmwachstum ist, da ein ausschlieBlich auf Zellteilung basiertes Wachstum bisher nicht
nachgewiesen werden konnte. Hinweise auf die metabolische Aktivitit und damit auf die
Zellteilungsfahigkeit des kathodischen Biofilms von K. spormannii konnten in dieser Arbeit
jedoch  durch Live/Dead-Farbungen (Abb. 18 und Abb. 19) wund CO2-
Inkorporationsexperimente fritherer Arbeiten erbracht werden (Reiner, 2019). Eine weitere

Beobachtung, die fiir beide Biofilme gemacht wurde, war das Erreichen eines ortsspezifischen,
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maximalen Biovolumens auf der Kathode (Abb. 11A), das hochstwahrscheinlich den
unterschiedlich hohen Stromungsgeschwindigkeiten in der FlieBzelle geschuldet ist. Zudem
war fiir beide Biofilme eine Korrelation zwischen der Substratbedeckung und der Biofilm-
Akkumulationsrate sichtbar (Abb. 12 und Abb. 15). Diese Beobachtung konnte schon in
fritheren Arbeiten gemacht werden und wird auf eine Limitation des Elektronentransfers von

der Kathode durch den wachsenden Biofilm zuriickgefiihrt (Hackbarth et al., 2020).

4.2.1. Kathodische Biofilmbildung

Bei der Bildung eines Biofilms auf einer Elektrode mit negativer Ladung zeigen sich primér
zwel Hauptschwierigkeiten: Zum einen die elektrostatische AbstoBung der Zellen durch ihre
ebenfalls negative Oberflichenladung, zum anderen die elektrochemische Produktion von
bioziden reaktiven Sauerstoffspezies (engl.: reactive oxygen species, ROS). Daher wird das
Anlegen eines Potentials auch dazu verwendet Biofilme davon abzuhalten Oberflichen zu
besiedeln und/oder diese von Oberflichen zu 16sen (Sultana et al., 2015). Die kathodische
Sauerstoffreduktion zu dem starken Oxidationsmittel Wasserstoffperoxid (H202) stellt in
oxischen bioelektrochemischen Systemen daher eine grole Herausforderung fiir die Bildung
von Biofilmen dar. Generell sind in elektrochemischen Systemen zwei verschiedene Arten der
Sauerstoffreduktion zu beobachten: die 4-Elektronen Reduktion zu H20 und die 2-Elektronen
Reduktion zu H202. Aufgrund ihrer elektrokatalytischen Eigenschaften katalysieren in solchen
Systemen die hdufig — und auch in dieser Arbeit — verwendeten Graphitkathoden vorwiegend
die 2-Elektronen Reduktion zu H20: (Rismani-Yazdi et al., 2008). Babauta und Kollegen
konnten eine Entstehung von H202 schon ab einem Potential von ca. 26 mV vs. SHE messen
(Babauta ef al., 2013). Obwohl die H202-Entstehung in den hier verwendeten Flie3zellen nicht
eingehend evaluiert wurde, kann unter den verwendeten Parametern (-500 mV vs. SHE) von
einer H202-Entstehung ausgegangen werden. Ein effizienterer H2O2-Abbau konnte dabei
Stamm EAD dazu verholfen haben die Kathode schneller vollstindig zu bedecken als der
Wildtyp. Ein Indiz fiir eine Anpassung an oxidativen Stress lieferte die Variation in PerR, dem
zentralen Regulatorprotein der oxidativen Stress-Antwort. Dessen Mutation in der strukturell
wichtigen Zn**-Bindestelle konnte eine Auswirkung auf die Effizienz des Abbaus von H20:
haben. Es bleibt jedoch unklar inwieweit der Austausch eines der komplexierenden Cysteine
zu einem Phenylalanin hier zur Stabilitidt des Dimers beigetragen haben konnte. Strukturelle
Untersuchungen von PerR in B. subtilis zeigen, dass ein Austausch des homologen Cysteins
C139 durch Serin zu einem Verlust der Repressorfunktion, ein Austausch durch Aspartat oder

Histidin jedoch zu keinem Verlust fiihrt (Mongkolsuk und Helmann, 2002). Im Gegensatz zu
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den Aminoséduren Asp und His ist Phe aufgrund seiner hydrophoben Eigenschaften jedoch nicht
als typischer Metallligand bekannt (Uversky und Permiakov, 2007). Es sind daher zwei
Szenarien denkbar: ein Verlust der Repressorfunktion durch den Verlust des Zn**-Atoms oder
eine verminderte Bindekapazitit der PerR-Monomere, was zu einem instabilen Dimer und
damit zu einer verminderten Repressoraktivitit fiihren konnte. Gegen den kompletten Verlust
der Repressorfunktion spricht jedoch, dass PerR Mutanten von Bacillus subtilis zwar resistent
gegeniiber H20: sind, aber ein generell verlangsamtes Wachstum zeigen (Faulkner et al., 2012).

Diese Beobachtung konnte hier nicht gemacht werden.

Ein weiteres Problem, dass mit der kathodischen Sauerstoffreduktion einhergeht ist die
schlechte Beurteilbarkeit der tatsdchlichen mikrobiellen Stromdichte, also dem von Zellen
aufgenommenem Strom. Ahnlich wie bei Hackbarth und Kollegen, konnte auch hier eine
Korrelation zwischen der Bedeckung der Kathode und der beobachteten Stromdichte, sowie
ID,mikrobiell ausgemacht werden (Abb. 15 vs. Abb. 16) (Hackbarth et al., 2020). Es kann daher
davon ausgegangen werden, dass ein gewisser Teil der beobachteten Stromdichte, speziell vor
der gesamten Bedeckung der Kathode, mit der Reduktion von Sauerstoff erkldrt werden kann.
Zusammen mit der gesamten Bedeckung und der Bildung eines etwa gleichbleibenden
Biovolumens konnte auch hier eine sich stabilisierende Stromdichte verzeichnet werden
(Hackbarth et al., 2020). Es besteht jedoch weiterhin die Moglichkeit der — wenn auch
langsameren — Diffusion von Sauerstoff durch den Biofilm an die Kathodenoberflache. Da in
diesem Versuch eine verminderte Stromdichte, selbst nach der kompletten Bedeckung der
Kathode, fiir Stamm EAD verzeichnet werden konnte, sollte auch hier die Sauerstoffreduktion
mit in die Evaluation der Stromdichten einbezogen werden. Sowohl die Hohenprofile als auch
die daraus abgeleiteten Rauheits-Koeffizienten zeigen bei gleichem Biovolumen eine
gleichmiBigere Oberfliche des Stamm EAD im Vergleich zum WT (Abb. 11, Abb. 13 und
Abb. 14). Eine Erklarung wire, dass die Diffusionsstrecke des Sauerstoffs durch den Wildtyp-
Biofilm an einigen Stellen geringer ist als in Stamm EAD (Abb. 47). Dies macht die Einordnung
der geringeren Stromdichte von Stamm EAD selbst nach der kompletten Bedeckung, auch im

Hinblick auf die Evaluation der mikrobiellen Elektronenaufnahme zu einer Herausforderung.
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Hohe

Abb. 47: Schematische Darstellung eines Biofilm-Reliefs von Stamm EAD und dem Wildtyp (WT). Sie zeigt die
unterschiedliche kleinste Hohe der Biofilme und die daraus resultierenden Sauerstoff-Diffusionstrecken.

Eine mdgliche Erkldrung wie die verdnderte Biofilm-Morphologie von Stamm EAD zustande
gekommen ist, konnte die verdnderte Zusammensetzung der EPS bzw. der
Zelloberflichenbeschaffenheit sein. Bisher ist die Zusammensetzung der EPS von
K. spormannii noch unbekannt. Einzig fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen des mit DAPI
gefdrbten Biofilms lassen das Vorhandensein von extrazelluldrer DNA (eDNA) vermuten (Abb.
19). Ein Indiz fiir eine verdnderte EPS in Stamm EAD konnten die Mutationen in argH sein,
fiir das in der Variantendetektion die meisten Mutationen pro Gen ermittelt werden konnten.
Die Argininosuccinat-Lyase ArgH ist Teil des Harnstoffzyklus und katalysiert dort die Spaltung
von Argininosuccinat zu L-Arginin und Fumarat. Sie stellt damit eine wichtige Verbindung des
Harnstoffzyklus mit dem Citrat-Zyklus dar. Frithere Arbeiten, die ArgH im Zusammenhang mit
der Biofilm-Bildung behandelten, stellten fest, dass Transposon-Mutanten von argH in
Stapyhlococcus aureus teilweise drastische Auswirkungen auf die Bildung des Biofilms, dessen
EPS-Zusammensatzung und die Vitalitit der Zellen innerhalb des Biofilms haben (De Backer
et al., 2018). Obwohl die genauen mechanistischen Zusammenhénge hier noch nicht geklért
werden konnten, wurde in weiteren Arbeiten gezeigt, dass L-Arginin, als eines der Produkte
von ArgH, ebenfalls Auswirkungen auf die Biofilmbildung in Streptococcus sp. hat (He et al.,
2016; Huang et al., 2017). L-Arginin ist neben Ornithin, Methionin und Lysin eines der
wichtigsten Ausgangssubstrate in der Biosynthese von Polyaminen (PAs), einer Gruppe kleiner
Molekiile, die eine Reihe wichtiger zelluldrer Aufgaben erfiillen (Miller-Fleming et al., 2015;
Michael, 2018). Die hdufigsten bakteriellen Polyamine stellen dabei Putrescin und Spermidin
dar. Beide spielen eine wichtige Rolle als Signalmolekiil fiir die Regulation zwischen der
Bildung eines Biofilms und dem Ausschwérmen einzelner Zellen (engl.: swarming). Die
Variationen in argH konnten daher zu einem verénderten Arginin-Level in Stamm EAD gefiihrt
haben und damit die Biofilm-Bildung, die Zusammensetzung der EPS und schlussendlich auch

die Morphologie des Biofilms beeinflusset haben.
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Eine mogliche Auswirkung auf die Zusammensetzung der EPS bzw. auf die
Oberfldachenbeschaffenheit der Zellen in Stamm EAD konnte auch die Variation in MurA2
haben. Die UDP-N-Acetylglucosamin 1-carboxyvinyltransferase MurA katalysiert den ersten
Schritt der Peptidoglykan-Biosynthese und ist damit ein wichtiger Bestandteil der Ausbildung
der Zelloberfliche in Gram-positiven Bakterien. MurA hat dabei auch Auswirkungen auf die
Biofilmbildung, wie in Listeria monocytogenes und Clostridium difficile gezeigt werden konnte
(Renier et al., 2014; Poquet et al., 2018). In dieser Arbeit konnten in-vitro Enzymtests mit den
aufgereinigten Protein-Varianten zeigen, dass die Mutation 233N in MurA2 zu einer um 80 %
verringerten Aktivitdt des Enzyms fiihrt (Abb. 31). Dieser Aktivitédtsverlust konnte durch die
strukturellen und proteinkinetischen Auswirkungen der Mutation 1233N, auf die ,,Scharnier*-
Region von MurA2, erklart werden (Abb. 32). Es bleibt zum jetzigen Zeitpunkt jedoch offen,
welche Auswirkungen diese Mutation auf den Biofilm in-vivo hat. Es liegt jedoch nahe, dass
eine verringerte Dicke der Peptidoglykanschicht um die Zelle zu einer erleichterten Aufnahme
gasformiger Substrate wie CO2 und Oz oder anderen Nahrstoffen im Biofilm fiihrt. Das wiirde
Zellen die Mdglichkeit geben auch in gleichméBigeren Strukturen noch eine ausreichende
Menge an Substraten aufnehmen zu konnen und die Biofilmoberfliche, wie im Wildtyp
beobachtet, nicht weiter erh6hen zu miissen. Die Tatsache, dass dies keinen Wachstumsvorteil
bei den getesteten planktonischen heterotrophen und lithoautotrophen  (Hz)
Wachstumsbedingungen hatte, kann auf eine mehr als ausreichende Substratmenge bzw. den

hohen H»-Partialdruck zuriickgefiihrt werden.

Die in diesem Abschnitt analysierten Variationen, mit potentiellen Auswirkungen auf die
kathodische Biofilm-Bildung von K. spormannii, zeigen, dass die kathodische Reduktion von
Sauerstoff einen wichtigen Punkt in der Optimierung eines MES-Prozesses darstellt. Damit
sollte in Zukunft ein Augenmerk auf die H202-Resistenz von Biokatalysatoren in oxischen
MES-Systemen gelegt werden. Eine schnellere Bildung eines Biofilms durch eine effizientere
Abwehr reaktiver Sauerstoffspezies ist dabei nicht nur fiir den Organismus selbst, sondern auch
fiir die Effizienz des gesamten Prozesses wichtig. So wirkt die schnellere Bedeckung der
Kathode wie ein Isolator vor iibermdBiger Sauerstoffreduktion und fithrt damit zu einem
geringeren Verluststrom innerhalb des Prozesses (Hackbarth ef al., 2020). Aulerdem zeigen
die Variationen in argH und mutA2, dass die Bildung und Morphologie des Biofilms auch mit
der Anpassung der EPS und der Zellwand an die nicht-natiirlichen, elektroautotrophen
Bedingungen zusammenhingt. Es konnte sich hier um eine Anpassung an die
Diffusionseigenschaften von Substraten, Néhrstoffen oder Signalmolekiilen innerhalb des

Biofilms und durch die Zelloberfliche handeln. Besonders bei Gram-positiven
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elektroautotrophen Mikroorganismen mit ihrer dickeren Peptidoglykanschicht konnte solch

eine Anpassung von Vorteil sein.

4.2.2. Elektronenaufhahme

Die Elektronenaufnahme elektroautotropher Mikroorganismen kann nach jetzigem Stand in
zwei Hauptmechanismen aufgeteilt werden: die direkte und die indirekte Aufnahme von
Elektronen. Fiir die indirekte Aufnahme sind mehrere Elektronenshuttles wie verschiedene
Redoxmediatoren oder an der Kathode biotisch oder abiotisch produzierte Stoffe wie H2 oder
Formiat moglich. In K. spormannii deuten aktuell mehrere Indizien auf eine Wasserstoft-
vermittelte Elektronenaufnahme hin. Zum einen scheint eine abiotische Entwicklung von Ha
unter den Kultivierungsparametern (-500 mV vs. SHE; pH 3,5; 60 °C) als sehr wahrscheinlich
und zum anderen konnte in Transkriptom-Analysen unter elektroautotrophen
Wachstumsbedingungen eine starke Expression der [NiFe]-Hydrogenase nachgewiesen werden
(Reiner et al., 2020). Die H2-Entwicklung wird dabei speziell durch den niedrigen pH-Wert und
das potentielle Aufrechterhalten eines niedrigen Hz-Partialdruck angetrieben (Reiner, 2019).
Die Kultivierung in den hier verwendeten FlieBzellen bietet zudem die Mdoglichkeit, dass der
Ha-Partialdruck durch die hohe Uberstrdmgeschwindigkeit der Kathode am Beginn der
Kultivierung weiter verringert wird. Die Involvierung des gasformigen Substrats H2 konnte
aufgrund seiner Diffusion durch einen Biofilm auch eine Strategie sein, die obersten Schichten

des Biofilms (>100 um) mit einem Elektronendonor zu versorgen.

Inwieweit die elektrochemische Produktion von H2 in Konkurrenz zur vorher beschrieben
Sauerstoffreduktion zu H2O2 an der Kathodenoberflache steht, ist momentan nicht bekannt. Bei
einer gleichzeitigen abiotischen Katalyse von Hz sowie H202 konnte ein Wachstumsvorteil fiir
Stamm EAD herrschen, falls die Variation in PerR die postulierte effizientere H2O2-Abwehr
ermOglicht. Dies konnte auch ein Grund sein, weshalb Stamm EAD in der Lage ist, die Kathode
schneller als der Wildtyp und auch schon wihrend des LSVs zu bedecken (Abb. 15). Eine
weitere Erklarung dafiir konnte die Adaption an wasserstoffoxidierende (hydrogenotrophe)
Wachstumsbedingungen bieten, indem K. spormannii in der Lage ist bei weitaus niedrigeren
H»-Partialdriicken zu wachsen und damit eine weitere Wasserstoffproduktion, auch fiir den
dariiber liegenden Biofilm, antreibt. Dagegen spricht jedoch, dass in dieser Arbeit keine
Variationen in dem Hydrogenase-Gencluster oder damit direkt in Verbindung stehenden Genen
identifiziert werden konnten. Mogliche Implikationen auf die [NiFe]-Hydrogenase konnten
lediglich in potentiellen Ni**-Regulations- und Aufnahmemechanismen gefunden werden. So

ist das oben erwéhnte PerR auch ein wichtiger Regulator der Metallhomdostase, unter anderem
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auch von Nickel, einem der beiden Kofaktoren des aktiven Zentrums der [NiFe]-Hydrogenase
von K. spormannii. Zudem konnte eine stille Mutation in CVV_14005, der potentiellen
Permease-Untereinheit NikC eines Ni**-Transporters in 99,42 % der Population von Stamm
EAD detektiert werden. Obwohl die schlussendlichen Auswirkungen dieser Variationen nicht
geklart werden konnten, sind dies Hinweise auf eine mogliche Unterversorgung des Wildtyps
mit Nickel im Biofilm. Da dies eine Biofilm-spezifische Adaption wire, ist es auch nicht weiter
verwunderlich, dass es keine Auswirkungen auf das rein planktonische hydrogenotrophe
Wachstum von Stamm EAD hatte (Abb. 21). Aufgrund seiner guten Redoxaktivitdt ist Nickel
jedoch ein sehr abundanter Kofaktor von Metalloenzymen in der Zelle. Typische Ni*'-haltige
Enzyme sind Hydrogenasen, CO-Dehydrogenasen, Acetyl-CoA Synthasen und auch
Superoxid-Dismutasen (Volbeda und Fontecilla-Camps, 2013). Gerade in K. spormannii
scheint die Superoxid-Dismutase auch unter elektroautotrophen Bedingungen aufgrund der
hohen Belastung mit Sauerstoffradikalen eine wichtige Rolle zu spielen, da sie zu den am
hochsten exprimierten Gene zdhlt (Reiner ef al., 2020). Eine mdgliche Nickel-Unterversorgung

konnte im Biofilm also auch durch dieses Enzym zustande kommen.

Eine weitere Variation, die in dieser Arbeit mit einer hohen Héufigkeit detektiert wurde liegt in
dem Gen CVV _12480. Dessen Genprodukt scheint Teil eines Heterodisulfid-Reduktase
Komplexes in K. spormannii zu sein. Lienemann und Kollegen konnten zeigen, dass der
gereinigte Heterodisulfid-Reduktase Superkomplex aus dem methanogenen Archaeum
Methanococcus maripaludis in der Lage ist, Formiat und kleine Mengen H: an der
Kathodenoberfliche oder in Eisenkorrosions-experimenten zu produzieren (Lienemann et al.,
2018). Dieser Superkomplex besteht jedoch aus mehreren Komponenten: dem eigentlichen
Heterodisulfid-Reduktase- (HDR-) Komplex, einer Formiat-Dehydrogenase und einer [NiFe]-
Hydrogenase. Der Vergleich der [NiFe]-Hydrogenase von K. spormannii mit den nichsten
homologen bekannten Hydrogenasen verwandter Organismen legt nahe, dass diese nicht in
einem  solchen Komplex assoziiert ist (Reiner, 2019). Auflerdem zeigten
Eisenkorrosionsexperimente mit Zelliiberstand von K. spormannii keinen messbaren Einfluss
etwaiger extrazellulirer Enzyme auf die Formiat- oder H»:-Produktion, wie es fiir
M. maripaludis gezeigt werden konnte (Lienemann et al., 2018; Reiner, 2019). In dieser Arbeit
durchgefiihrte Sequenzanalysen des HDR-Komplexes legen vielmehr nahe, dass es sich hier
um einen eigenstindigen cytoplasmatischen Proteinkomplex handelt. Dieser scheint eine Rolle
in der Oxidation reduzierter Schwefelspezies zu haben und nicht, wie im Wood-Ljungdahl-
Weg methanogener und acetogener Mikroorganismen, mit Wasserstoft als Elektronendonor,

die Reduktion von Ferredoxin und den CoB-CoM Heterodisulfid zu katalysieren (Cao et al.,
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2018; Lienemann et al., 2018). Dieser Hypothese folgend, konnte in dieser Arbeit gezeigt
werden, dass K. spormannii in der Lage ist mit elementarem Schwefel als reduzierter
Schwefelverbindung zu wachsen (Abb. 28). Als moglicher Elektronendonor fiir K. spormannii
ist elementarer Schwefel (S°) selbst in einem mikrobiellen Elektrosynthese Prozess jedoch eher
unwahrscheinlich, da schon eine Reduktion des einzigen im Medium enthaltenen Schwefel-
Salzes SO4> zu Thiosulfat, eine oxidiertere Verbindung als S°, eines Potential von etwa -1,7 V
vs. SHE bedarf (Salimijazi et al., 2019). AuBBerdem konnte keine Sulfat-Reduktion zu Sulfid in
anderen bioelektrochemischen Systemen bei einem Potential von -400 mV vs. SHE (30 °C,
pH 7) nachgewiesen werden (Deutzmann und Spormann, 2017). Es ist bisher jedoch noch
unklar, wie die elektrokatalytischen Eigenschaften von SO4> in dem hier verwendeten System
bei einem Potential von -500 mV vs. SHE (60 °C, pH 3,5) sind. Es kénnte sich auch um andere
abiotisch oder enzym-katalysierte reduzierte Schwefel-(oxid-) und -Kohlenstoffverbindungen
als Elektronenshuttle handeln. Denn die Substrate des im Cytoplasma lokalisierten HDR-
Komplexes sind nicht die eigentlichen Schwefelverbindungen, sondern primér protein-
gebundene Sulfan-Schwefelgruppen (RSSnH) wie Persulfide (RSSH), oder Disulfide (RSSR),
die in bisher noch weitgehend unbekannten Schritten aus einer Reihe moglicher extrazellulédrer
Schwefelverbindungen entstehen. Es wird bisher postuliert, dass RSSnH-Gruppen durch die
Reaktion mit extrazelluldren Thiolen (z. B. an Cystein-Resten) entstehen und so in die Zelle
transportiert werden (Justice et al., 2014). In Hyphomicrobium denitrificans konnte
beispielsweise gezeigt werden konnte, dass der HDR-Komplex essentiell fiir die Oxidation von
Dimethylsulfid (DMS) ist, dessen Schwefelgruppe protein-gebunden in die Zelle transportiert
und dort durch den HDR-Komplex oxidiert wird (Koch und Dahl, 2018). Das postulierte
Schema eines solchen moglichen kathodischen Schwefelreduktionsprozesses ist in Abb. 48

dargestellt.
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Abb. 48: Schematische Darstellung eines potentiellen schwefel-basierten Elektronenaufnahmemechanismus von
K. spormannii. Eine oxidierte Schwefelverbindung (Sox) wird mithilfe kathodischer Elektronen zu einer reduzierten
Schwefelverbindung (Srea) reduziert. Diese werden auf bisher noch unbekannte Weise als Persulfid-Gruppe (-SSH) an
den Cysteinrest eines cytoplasmatischen Proteins iibertragen. Das Persulfid wird durch den HDR-Komplex zu einer
Sulfid-Gruppe (-SH) und Sulfit oxidiert. Der Elektronenakzeptor des HDR-Komplexes ist momentan noch nicht genau
geklirt, jedoch wird von NAD* oder dem Quinonpool (Q = QHz) ausgegangen. Nach Cao et al., 2018.

Die genaue Aufklirung der Rolle der Variation in CVV 12480 stellt eine weitere
Herausforderung dar. Aufgrund von Analysen in Acidithiobacillus spp. und Aquifex aeolicus
wird davon ausgegangen, dass der HDR-Komplex aus fiinf Proteinkomponenten (HdrA,
HdrB1, HdrC1, HdrB2 und HdrC2) besteht, der an der Cytoplasmamembran lokalisiert ist. In
dieser Arbeit durchgefiihrte Sequenzanalysen legen dafiir die Beteiligung der Genprodukte von
CVV_12500-12480 sowie CVV12465 an diesem Komplex nahe. Die dazwischen befindlichen
potentiellen elektronentransferierenden Flavoproteine (ETFs) CVV_12475/12470 konnten Teil
eines Etf-Quinon Oxidoreduktase Komplexes sein, der Teile der Elektronen aus der Reaktion
des HDR-Komplexes in den Quinonpool iibertriagt (Abb. 48, orangene gestrichelte Linie).
Weiterhin wird auch eine potentielle Elektronenbifurkationsreaktion des HDR-Komplexes
aufgrund seiner Interaktion mit einem Lipoat-Kofaktor, der spezifisch an diesen Komplex zu
binden scheint, angenommen. Durch diesen Kofaktor wird angenommen, dass der HDR-
Komplex auch an Reduktion von NAD* zu NADH (E° =-320 mV) beteiligt sein kénnte.
Hierfiir wiire dann aufgrund des Redoxpotentials des HSO3/HS™ Redoxpaares (E*” = -116 mV)
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die Reduktion eines weiteren unidentifizierten Elektronenakzeptors mit einem hdheren
Potential notig (Abb. 48, blaue gestrichelte Linie) (Thauer et al., 1977). Ein weiterer Hinweis
fiir die Beteiligung des HDR-Komplexes unter elektroautotrophen Bedingungen kann in den
vergleichenden Transkriptomdaten fritherer Exprimente erkannt werden: so sind die Gene
CVV_12500-12465 unter elektroautotrophen Bedingungen mit einem log2-fold change von
0,3-1,7 im Vergleich mit lithoautotrophen Bedingungen mit Hz als alleinigen Elektronendonor

bzw. 3-4,5 unter heterotrophen Bedingungen hoher exprimiert (Reiner ef al., 2020).

Der bisher am hiufigsten beschriebene indirekte Elektronenaufnahmemechanismus fiir
Mikroorganismen in einem MES-Prozess stellt H2 dar, wobei auch weitere Elektronenshuttle
wie Fe?* und Ammonium diskutiert werden. Die in dieser Arbeit postulierte
Elektronenaufnahme unter der Beteiligung von Schwefelverbindungen als Elektronenshuttle
konnte bisher noch nicht gezeigt werden. Jedoch konnte der Interspezies-Elektronentransport
durch Polysulfid-Verbindungen oder Cystein als Shuttlemolekiile nachgewiesen werden
(Tremblay et al., 2017). Zur Oxidation anorganischer Schwefelverbindungen sind neben
K. spormannii auch weitere potentiell elektrotroph wachsende Mikroorganismen wie
Acidithibacillus ferrooxidans, Thiobacillus denitrificans oder Sulfurimonas denitrificans in der
Lage. Diese besitzen teilweise ebenfalls den hier fiir K. spormannii beschriebenen HDR-
Komplex (Carbajosa et al., 2010; de Campos Rodrigues und Rosenbaum, 2014). So bildet diese
Haufung von Schwefeloxidierern ein auffdlliges Muster innerhalb der elektrotrophen
Mikroorganismen und legt damit auch eine potentielle Beteiligung von Schwefelverbindungen
in der Elektronenaufnahme nahe. Zusétzlich ist die Beteiligung von Thiolen wie Cystein
denkbar. Das Cystin/Cystein Redoxpaar bietet mit einem Standard-Redoxpotential E*
von -348 mV vs. SHE ein elektrochemisch passendes Elektronenshuttle fiir die meisten MES-
Systemen (Kaden et al., 2002). Dabei sind zum einen extrazelluldre Cysteine als Interspezies-
Elektronenshuttle, wie sie schon in synthrophen Gemeinschaften nachgewiesen werden
konnten, denkbar (Kaden et al, 2002). Zum anderen ist auch die Beteiligung
zelloberflichengebundener Cysteine moglich, wie sie in einer Reihe verschiedener Organismen

wie Listeria monocytogenes vorhanden sind (Aubry et al., 2009; Pillot et al., 2018).
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4.2.3. Kohlenstoffassimilation

Die autotrophe Kohlenstoffassimilation von K. spormannii erfolgt iber den Calvin-Zyklus. Die
dafiir notwendigen Proteine und ihre Funktion konnten schon in vorausgehenden Arbeiten
identifiziert und ihre Transkription unter litho- und elektroautotrophen Wachstumsbedingungen
bestitigt werden (Reiner et al., 2020). Experimente mit '3C-markiertem CO> zeigten dessen
Einbau in die Biomasse und belegten damit, zusammen mit den Transkriptomdaten, die aktive
Rolle des Calvin-Zyklus in der Kohlenstoffassimilation von K. spormannii. Bei der Auswertung
der Variationen von Stamm EAD in dieser Arbeit wurde das Transketolase-Gen CVV 14375,
welches unter autotrophen Bedingungen stark hochreguliert ist, als eins der Gene mit der
hochsten Mutationsrate identifiziert. Als Teil des reduktiven Pentose-Phosphat-Wegs im
Calvin-Zyklus konnten diese Mutationen auch Auswirkungen auf die COz-Fixierungsleistung
in Stamm EAD und damit auf sein Wachstum haben. Die Regulation des Calvin-Zyklus und
der CO2-Assimilationsrate ist eng mit dem Pentose-Phosphat-Weg verkniipft, da dieser in
verschiedenen Zuckerumformungsreaktionen schlussendlich Ribulose-5-Phosphat
synthetisiert, die Vorstufe des RuBisCO-Akzeptormolekiils Ribulose-1,5-Bisphosphat.
Weiterhin spielen Intermediate des reduktiven Pentose-Phosphat-Wegs eine wichtige Rolle als
Ausgangspunkt flir die Synthese verschiedener Aminosduren und Nukleotide (Antonovsky et
al., 2016). Bei der heterologen Expression der Enzyme des Calvin-Zyklus in E. coli konnte in
Adaptionsexperimenten an autotrophes Wachstum gezeigt werden, dass erst die Einfiihrung
einiger Mutationen in Teilen des Pentose-Phosphat-Wegs eine effiziente COz-Fixierung
moglich machten (Antonovsky et al., 2016; Herz et al., 2017; Gleizer et al., 2019). Diese
Ergebnisse zeigten, dass die Feineinstellungen in der Kontrolle des Pentose-Phosphat-Wegs
essentiell fiir eine effiziente CO2-Fixierung sind. Daher wird auch fiir die in dieser Arbeit
ermittelten Variationen der Transketolase von einer Auswirkung auf die Regulation des
reduktiven Pentose-Phosphat-Wegs ausgegangen. Dies konnte einen effizienteren Calvin-

Zyklus und damit eine effizientere CO2-Fixierung von Stamm EAD bewirkt haben.
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4.3. Die PHB-Biogenese in Kyrpidia spormannii

Das Biopolymer Polyhydroxybutyrat stellt ein interessantes Produkt eines mikrobiellen
Elektrosyntheseprozesses dar, der allein auf den kostengiinstigen Ressourcen CO:2 und
elektrischem Strom beruht. Dabei ist es unabdingbar die einzelnen Komponenten und die
Regulation der PHB-Biogenese des Biokatalysators zu analysieren. Fiir K. spormannii konnte
bisher iiber einen visuellen Nachweis die Bildung intrazellularer PHB-Granula gezeigt werden,
welche dieser unter den bisher getesteten heterotrophen, wie auch autotrophen,
Wachstumsbedingungen bildet. Anhand von Sequenzanalysen konnten auch die an der PHB-
Synthese beteiligten Gene, phad sowie phaRBC, identifiziert werden. Vergleichende
Transkriptomdaten zeigten aulerdem, dass diese unter elektroautotrophen Bedingungen hoher
exprimiert sind, als unter heterotrophen oder lithoautotrophen Bedingungen mit H> (Reiner et
al., 2020). Aufgrund der Tatsache, dass der Energie- und Kohlenstoffspeicher PHB besonders
unter ndhrstofflimitierenden Bedingungen synthetisiert wird, wurde daher auch von einer
Néhrstoffunterversorgung des Biofilms bzw. einzelner Bereiche davon ausgegangen (Reiner,
2019). In Stamm EAD konnten ebenfalls intrazelluldre Granula in den Zellen mithilfe von
Nilrot-Farbungen des Biofilms nachgewiesen werden (Abb. 18). Die Variantenanalyse zeigte
jedoch keine Variationen in den beteiligten PHB-Synthesegenen. Es scheint also kein oder ein
zu geringer evolutiondrer Druck geherrscht zu haben, diese Gene an die elektroautotrophen
Bedingungen anzupassen. Ob dies nun aufgrund einer verbesserten Néhrstoffversorgung des
adaptierten Biofilms oder durch Variationen des generellen Stoffwechsels nicht detektiert

werden konnte, kann an dieser Stelle nicht beantwortet werden.

In dieser Arbeit sollten noch weitere potentielle Gene der PHB-Biogenese detektiert werden,
um ein besseres Versténdnis iiber den Aufbau von PHB in K. spormannii zu erhalten. Durch
Sequenz- und Strukturanalysen kodierender Sequenzen vor den PHB-Synthesegenen phaRBC
konnten zwei weitere potentielle Gene der PHB-Biogenese identifiziert werden: das Gen des
Regulatorproteins PhaQ und des Strukturproteins PhaP. Wéhrend phaQ (CVV_08505) noch
iiber Sequenzanalysen identifiziert werden konnte, zeigte das Strukturprotein PhaP
(CVV_08500) keine Sequenzhomologien zu bisher bekannten Phasinen. Generell haben
Phasine teilweise nur eine geringe Sequenzdhnlichkeit untereinander (Mezzina und Pettinari,
2016). Im Gegensatz dazu besitzen sie sehr distinkte Sekundérstrukturen, die von einer Vielzahl
von a-Helices gekennzeichnet sind, wie sie auch fiir PhaP aus K. spormannii ermittelt werden
konnten (Abb. 37). AuBlerdem zeigten vorhergesagte 3D-Rekonstruktionen von CVV_08500

eine phasin-typische Tertidrstruktur mit einer homologen hydrophoben Oberfldachen-
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beschaffenheit zu dem bereits strukturell analysierten PhaP aus Aeromonas hydrophila (Abb.
38). Der Aufbau des ermittelten Genclusters gleicht in seinen Bestandteilen dem aus B. subtilis,
jedoch mit einer unterschiedlichen Anordnung. So sind die beiden mutmallich bi- bzw.
polycistronischen Genabschnitte fiir phaQP und phaRBC nicht in entgegengesetzte Richtungen
(B. subtilis), sondern in die gleiche Richtung orientiert (Abb. 36 und Abb. 39, siche unten). Ein
solcher Aufbau eines PHB-Synthese-Genclusters wurde bisher noch nicht beschrieben. Ob, und
wenn ja, welche Auswirkungen diese verdnderte Gen-Anordnung auf die PHB-Biogenese hat,
kann hier jedoch nicht beantwortet werden. Da die beiden regulatorischen DNA-Sequenzen,
die sich meist vor den jeweiligen Genen befinden, in K. spormannii nicht in der gleichen nicht-
kodierenden Sequenz liegen, konnte dies Auswirkungen auf die Regulation der Transkription

der Gene haben.

PHB-Synthese Gencluster K. spormannii

|
............. _» phap phaR ».»_
|

08505 08500 08490 08485 08480

Abb. 39: Schematische Darstellung des potentiellen PHB-Synthese Genclusters in K. spormannii. phaP — Phasin; phaQ
— Regulatorprotein; phaR — Regulatorprotein und Teil der PHA-Synthaseeinheit; phaB — Acetoacetyl-CoA Reduktase;
PphaC — PHA-Synthase. Die jeweiligen Gennummern sind als CVV_XXXXX aus K. spormannii angegeben.

Da bisher zudem noch keine sichere Aussage liber die tatsdchliche Funktionalitit der Gene in
der Bildung von PHB gemacht werden konnte, wurde das gesamte Gencluster, zusammen mit
dem potentiellen Gen fiir PhaA (CVV _10615), heterolog in E. coli exprimiert. Durch eine
Nilrot-Fiarbung zeigten sich in fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen klare intrazelluldre
Granula (Abb. 40). Diese intrazelluldren Strukturen konnten durch eine PHB-Aufreinigung und
eine anschlielende HPLC-basierte Nachweismethode des PHB-Monomers Crotonsédure,
eindeutig als Polyhydroxybutyrat identifiziert werden. Der ermittelte PHB-Anteil an der
Zelltrockenmasse von 9,6 % liegt dabei teilweise deutlich unter den bereits erreichten Werten
die bei der Expression anderer PHB-Synthesegene aus Gram-positiven Organismen wie
Bacillus oder Streptomyces sp. in E. coli nachgewiesen werden konnten (24-83 % (w/w) PHB
in der Zelltrockenmasse) (Balakrishna Pillai et al., 2018). Jedoch muss beachtet werden, dass
im Gegensatz zu dieser Arbeit, in den dortigen Experimenten die Gene aus anderen mesophilen

Organismen verwendet wurden und stark optimierte Wachstumsbedingungen zu diesen
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Ergebnissen  gefiihrt haben. Dazu zdhlen Anpassungen wie die verbesserte
Nahrstoffzusammensetzung des Mediums, die Kohlenstoffquelle und die Sauerstoffzufuhr.
Nichtsdestotrotz konnte das Hauptaugenmerk dieses Teils der Arbeit, mit dem Beweis der
Funktionalitét der ermittelten PHB-Synthesegene in E. coli, erfolgreich abgeschlossen werden.
Dies stellt eine wichtige Grundlage zur weiteren Erforschung des Genclusters in K. spormannii
dar. Hier wire speziell das Wissen iiber die exakte Aufgabe jeder einzelnen Komponente von
Vorteil, um ein besseres Verstindnis der PHB-Synthese in K. spormannii zu erhalten.
Weiterhin ist es nicht gelungen die PHB-Depolymerase zu identifizieren, welche fiir den Abbau
des PHBs verantwortlich ist. Dies stellt eine Herausforderung dar, da sie, dhnlich wie Phasine,
keine typischen sequenzspezifischen Homologien zu anderen beschriebenen PHB-
Depolymerase besitzen miissen und auch in ihren Proteindoméinen anderen o/pB-Hydrolasen der
Zelle gleichen (Tseng et al., 2006; Jendrossek et al., 2013). Speziell fiir einen spiteren PHB-
Syntheseprozess sind PHB-Depolymerase Mutanten von groBem Interesse, da sie, wohl

aufgrund des fehlenden Abbauenzyms, einen vielfach hoheren PHB-Anteil erreichen kdnnen.

4.4. Evaluation der Transformations-Experimente

Die Entwicklung eines genetischen Systems wird als ein unerldsslicher Schritt zur
Verbesserung eines Biokatalysators angesehen. So konnen damit Aufschliisse iiber die
zugrundeliegenden Mechanismen der Substrataufnahme und -Umsetzung gewonnen, aber auch
eine Erweiterung des Produktspektrums erreicht werden. Speziell fir die momentan
erforschten, potentiellen Biokatalysatoren fiir mikrobielle Elektrosyntheseprozesse fehlt
oftmals solch ein System, weswegen nur fiir einige wenige davon funktionelle Studien einen
Einblick in die mikrobiellen Mechanismen der Elektrosynthese geben konnten (Gregory et al.,
2004; Lohner et al., 2014). Hinzu kommt, dass in keinem dieser Mikroorganismen bisher durch
genetische Manipulation das Produktspektrum erweitert werden konnte. Dies liegt jedoch auch
an der Verwendung vieler acetogener und methanogener Organismen, deren starke
Verkniipfung des Kohlenstoff- und Energiestoffwechsels eine Weiterentwicklung hin zu
génzlich anderen Produkten als kurzkettige Kohlenstoffverbindungen, wie Methan, Acetat oder
Butyrat, fast unmoglich erscheinen lésst. In dieser Arbeit sollte ein genetisches System fiir den
elektroautotrophen Mikroorganismus K. spormannii entwickelt werden. Damit sollten die
gewonnenen Erkenntnisse des Adaptionsexperiments iiber mogliche Substrataufnahme-
mechanismen und die Produktbildung dazu genutzt werden, sowohl ein Verstindnis dafiir zu

bekommen, was K. spormannii dazu befahigt elektroautotroph zu wachsen, aber auch zu
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verstehen wie die PHB-Synthese genau von statten geht. AuBerdem ist es in K. spormannii
verhéltnismédfBig einfach die Produktpalette neben PHB zu erweitern, da in dessen
elektroautotrophen Metabolismus die Kohlenstoffassimilation (Calvin-Zyklus) weitestgehend

entkoppelt ist vom Energiestoffwechsel (oxidative Phosphorylierung) (Reiner et al., 2020).

Wie in Abschnitt 3.4 bereits erwéhnt, kann die Entwicklung eines genetischen Systems eine
grofle Herausforderung darstellen. So muss fiir die meisten Organismen ein zugeschnittenes
System entwickelt werden, das auf deren genetischen Gegebenheiten und die
Wachstumsbedingungen angepasst ist. Dazu zdhlen die Verwendung bevorzugter tRNA-
Codons (codon usage), der Schutz vor dem R/M-System, die Kompatibilitit der
Replikationsurspriinge, die Transformationsmethode und die Funktionalitdt aller Komponenten
bei den Wachstumsbedingungen des Ziel-Organismus. In dieser Arbeit wurden all diese
moglichen Probleme fiir die Entwicklung eines genetischen Systems in K. spormannii versucht
zu adressieren. So wurde eine flir K. spormannii codon-optimierte Version des Kanamycin-
Resistenzgens (kanR) TK7101 verwendet, welches bis zu einer Temperatur von 70 °C funktional
ist (Liao und Kanikula, 1990). Es handelt sich dabei um eine thermostabile Variante des
mesophilen kanR aus pUB110. Um mogliche Komplikationen mit dem potentiell nicht-
funktionalen nativen TK101-Promotors (Pnat) zu umgehen, wurde mit dem Promotor der
Methionin-tRNA Synthetase (Pmet) zudem ein konstitutiv exprimierender Promotor aus
K. spormannii verwendet. Eine Kopplung dieses Promotors an das Fluoreszenzprotein FFTS-
YFP und die anschlieBende Expression dieses Konstruktes in E. coli konnte durch
fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen die Konstitutivitidt des Promotors belegen (Abb. 41).
Weiterhin konnten auch Wachstumskurven beider Promotoren mit 7K/0! in E. coli deren
generelle Funktionalitit bei einer Selektion auf Kanamycin zeigen, wobei Pmet-7K 101 sogar zu
einem besseren Wachstum in E. coli fiihrte (Abb. 42). Die drei Vektoren, die fiir die Herstellung
der  Transformationsplasmide  dienten, = wurden anhand ihrer  verschiedenen
Replikationsurspriinge (Oris) ausgewdhlt. Die stabile Replikation des pBST1- (pG1AE), des
pUB110- (pG2AE), sowie auch des pBC1- (pNW33N) Oris konnten in anderen thermophilen
Firmicutes, speziell der Gattung Geobacillus, nachgewiesen werden (Kananaviciute und
Citavi¢ius, 2015). Da diese die phylogenetisch am ndhesten verwandte Gruppe von
K. spormannii darstellen, fiir die ein genetisches System etabliert ist, wurden diese Oris in
dieser Arbeit verwendet. Die Entwicklung des host-mimicking-Plasmids pMET-MS, auf der
Basis des identifizierten Typ I R/M-Systems, konnte ebenfalls erfolgreich abgeschlossen
werden. So zeigte der Dot-Blot Test mit einem a-m6A-Antikdrper von in-vivo methylierten und

isolierten Plasmiden eine deutliche Signalsteigerung im Vergleich zu der nicht-methylierten
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DNA der Kontrollen. Diese Beobachtung konnte zwar noch iiber einen HPLC-basierten
Nachweis der einzelnen methylierten Nukleotide erfolgen, wurde in dieser Arbeit jedoch als
Beweis fiir die korrekte Methylierung angenommen. Damit sollten die Plasmide nicht durch

das R/M-System von K. spormannii abgebaut werden.

Die durchgefiihrten Transformationsversuche mit den methylierten Transformationsplasmiden
fiihrten jedoch nicht zu der Bildung distinkter Kolonien wahrend der Selektion auf Kanamycin-
Platten und damit mutmaBlich auch nicht zu einer stabilen Replikation der transformierten
Plasmide. Die Herausforderung in der Bestimmung der Ursache liegt vor allem darin, dass bei
der Entwicklung eines solchen Systems eine Reihe an Griinden in Frage kommt. Durch die
vorhergehenden Versuche kénnen jedoch ein funktionsunfdhiges Kanamycin-Resistenzgen,
sowie ein Abbau der Fremd-DNA in K. spormannii nahezu ausgeschlossen werden. Es konnte
jedoch eine Inkompatibilitdt der verwendeten Oris vorliegen. Hier sollten in Zukunft auch
andere Oris oder eine direkte genomische Integration der Fremd-DNA in Betracht gezogen
werden. Weiterhin sollten auch die verwendeten Transformationsmethoden weiter optimiert
bzw. weitere, wie die Transformation mittels Konjugation, getestet werden. Generell gelten
thermophile Gram-positive Mikroorganismen als eher schwer transformierbar, was besonders
auf ihre dicke Peptidoglykanschicht und die niedrige Plasmamembran-Permeabilitét
zuriickzufithren ist (Kananavi¢iute und Citavi¢ius, 2015). Daher ist hier besonders viel
Optimierung ndtig um eine verldssliche Transformationsmethode zu entwickeln. Aufgrund der
Variation in murA2 und einer damit einhergehenden potentiellen diinneren Zellwand, wiirde
sich  auch der hier generierte K. spormannii Stamm EAD fir zukiinftige

Transformationsversuche anbieten.

128



Diskussion

4.5. Ausblick

Die in dieser Arbeit durchgefiihrte Adaption von Kyrpidia spormannii an elektroautotrophe
Wachstumsbedingungen zeigt das Potential auf, welches dieser Biokatalysator flir einen
biotechnologischen Prozess besitzt. So konnte eine um ein Vielfaches schnellere Biofilm-
Akkumulation und komplette Bedeckung der Kathode durch den adaptierten Stamm beobachtet
werden. Diese Beobachtung schlieit auch die Tatsache ein, dass K. spormannii mutmaBlich in
der Lage wire, selbst bei hoheren Potentialen zu wachsen, womdglich aufgrund der schon frith
(widhrend des LSVs) einsetzenden H2-Entstehung oder anderer, bisher unbeachteter
Elektronenaufnahmemechanismen, wie dem hier postulierten Mechanismus, der auch
Schwefelverbindungen als Redoxshuttle miteinbezieht. Bisher konnte diese friihe Bedeckung
der Kathode fiir den Wildtyp aufgrund der zusitzlichen Entstehung von reaktiven
Sauerstoffspezies ein Problem gewesen sein. Das Wachstum bei einem hoheren
Arbeitspotential wiirde auch den Energieverbrauch und damit die Kosten des Prozesses in
Zukunft senken. Durch die Wahl eines geeigneteren Kathodenmaterials oder durch
Oberflachenmodifikationen konnte hier eine Optimierung der Sauerstoffreduktion hin zu einer
4-Elektronen-Reduktion zu Wasser erfolgen. Diese stellt im Gegensatz zu der Entstehung von

H20: kein Wachstumshindernis fiir Mikroorganismen dar.

Weiterhin ist es fiir einen mikrobiellen Elektrosynthese-Prozess mit K. spormannii bei dem
PHB das Endprodukt darstellt wichtig, die PHB-Biogenese noch besser aufzukldren, nachdem
hier weitere wichtige Proteine identifiziert und die Funktionalitit des phaPORBC-Genclusters
experimentell bestdtigt werden konnte. Dazu gehdren vor allem die Aufklidrung der PHB-

Regulationsmechanismen, aber auch die Identifikation der PHB-Depolymerase.

Ein essentieller Punkt fiir zukiinftige Experimente mit K. spormannii stellt die Entwicklung
eines genetischen Systems dar. In dieser Arbeit konnten zwar wichtige Vorarbeiten, wie die
Konstruktion eines funktionalen host-mimicking-Systems, erbracht werden, jedoch kein
endgiltiger Transformations-Nachweis. Hierfiir stellt in Zukunft die Optimierung der
Transformationsmethoden die womdglich grofte Herausforderung dar. Durch ein genetisches
System wiirden sich jedoch mehrere Moglichkeiten im Hinblick auf die Erweiterung des
Produktspektrums von K. spormannii und die Aufklarung der zugrundeliegenden biologischen

Mechanismen des Prozesses sowie deren Optimierung eroffnen.

Aufgrund der in dieser Arbeit erbrachten Ergebnisse konnen mehrere Bereiche mit

Optimierungsbedarf adressiert werden. So kann davon ausgegangen werden, dass eine gewisse
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Limitation von Substraten und Nahrstoffen innerhalb des Biofilms herrscht. Hier kdnnten eine
optimierte Néhrstoffzusammensetzung oder die Entwicklung einer dem Biofilm angepassten
EPS bzw. Zellwand, wie sie sich potentiell in Stamm EAD gebildet hat, einen Vorteil bringen.
AuBerdem konnten genetische Manipulationen die Moglichkeit erdffnen die
Elektronenaufnahmemechanismen in elektroautotrophen Mikroorganismen und im speziellen
von K. spormannii weiter aufzukldren. Beispielsweise wiirde eine knock-out Mutante der
Hydrogenase einen wichtigen Hinweis darauf geben, ob die H>-Oxidation der einzige
Elektronenaufnahmeweg ist oder ob weitere Mechanismen eine Rolle spielen. Schlussendlich
konnte auch die Uberexpression wichtiger Schliisselenzyme der Substratumsetzung und der
Produktbildung, wie der Hydrogenase, der RuBisCO oder der PHB-Synthesegene, dazu flihren
K. spormannii zu einem noch produktiveren Biokatalysator fiir einen potentiellen mikrobiellen

Elektrosyntheseprozess zu machen.
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VI. Anhang

Zu 3.1.1.2. Makroskopische Analysen des kathodischen Biofilms

LSV
—a—EAD (A) WT (A)
—=—EAD (B) WT (B)
—a—EAD (C) ——WT (O)

5.5

—_ 1

Zeit [d]

Abb. 49: Verlauf der ermittelten Rauheitskoeffizienten R; von Stamm EAD und des Wildtyps (WT) wihrend der
FlieBzellen-Kultivierung fiir die einzelnen Messstellen A, B und C. Der Zeitpunkt des LSV-Endes ist gekennzeichnet.

SC [%]

—=—EAD (A) WT (A)
—=—EAD (B) WT (B)
—=—FAD (C) —e— WT(C)

5.6 7 8 9 10
Zeit [d]

Abb. 50: Verlauf der ermittelten Substratbedeckung SC von Stamm EAD und des Wildtyps (WT) wéhrend der
Flieflzellen-Kultivierung fiir die einzelnen Messstellen A, B und C. Der Zeitpunkt des LSV-Endes ist gekennzeichnet.
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Zu 3.2.2.5. Mutation in CVV_12480

Tab. 43: Ergebnis der Blast-Analyse der Gene des HDR-Komplexes aus K. spormannii. Es sind die ersten zwei

signifikanten Treffer gezeigt.

Gennummer

Blast-Ergebnis

Nichste Verwandte (Proteinidentitiit)

CVVe65_RS12500

CVV65_RS12495

CVV65_RS12490

CVV65_RS12485

CVV65 RS12480

CVV65_RS12475

CVV65_RS12470

CVV65_RS12465

CVV65_RS12460

CVV65 _RS12455

CVV65_RS12450

CVV65_RS12445

CVV65_RS12440

CVV65_RS12500

heterodisulfide reductase
subunit C

heterodisulfide reductase
subunit B

CoB--CoM heterodisulfide

reductase iron-sulfur subunit

hypothetical protein

(Fe-S)-binding protein

electron transfer flavoprotein
subunit beta

electron transfer flavoprotein
subunit alpha

4Fe-4S dicluster domain-
containing protein

glycine cleavage system
protein H

glycine cleavage system
protein H

lipoate--protein ligase family
protein

sulfurtransferase TusA family

protein
sulfur reduction protein DsrE

GAF domain-containing

protein
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Kyrpidia tusciae (99,13 %)

Sulfobacillus thermosulfidooxidans (82,27 %)
Kyrpidia tusciae (99,50 %)

Sulfobacillus benefaciens (81,33 %)

Kyrpidia tusciae (98,03 %)

Sulfobacillus thermosulfidooxidans (83,53 %)
Kyrpidia tusciae (92,24 %)

Sulfobacillus acidophilus (41,88 %)

Kyrpidia tusciae (99,01 %)

Sulfobacillus thermosulfidooxidans (79,11 %)
Kyrpidia tusciae (99,61 %)

Sulfobacillus benefaciens (46,46 %)

Kyrpidia tusciae (98,12 %)

Chloroflexi bacterium GWC2 (48,57 %)
Kyrpidia tusciae (99,16 %)

Calditrichaeota bacterium (51,07 %)
Kyrpidia tusciae (97,92 %)

Sulfobacillus benefaciens (73,57 %)

Kyrpidia tusciae (98,72 %)

Sulfobacillus benefaciens (60 %)

Kyrpidia tusciae (98,57 %)

Sulfobacillus benefaciens (56,03 %)

Kyrpidia tusciae (98,27 %)

Sulfobacillus thermosulfidooxidans (59,72 %)
Kyrpidia tusciae (99,21 %)

Sulfobacillus benefaciens (82,26 %)

Kyrpidia tusciae (99,44 %)

Vibrio sp. JICM 19236 (37,84 %)
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Zu 3.2.2.6. Mutation in murA2

==

Apromoters 6

pASK-IBA43plus_HisMurA2 (WT und Mut)
4512 bp

Abb. 51: Plasmidkarte von pASK-IBA43plus_his-murA (WT/Mut).

Zu 3.2.3: Analyse der Gene mit hoher Mutationsrate

Tab. 44: Ergebnis der Analyse konservierter Proteindoméinen in Genen, die eine hohe Mutationsrate aufweisen. Die
ersten zwei Treffer der konservierten Proteindoménen mit ihren Bezeichnungen und der dazugehérigen accession-
Nummer sind gezeigt. Es sind lediglich Treffer mit e-Werten unter e aufgefiihrt.

Proteindoméne
Gen-Nr. Beschreibung e-Wert
(accession-Nr.)
argH PRKO00855 Argininosuccinate lyase 4,51%¢ 180
ArgH (COGO0165) Argininosuccinate lyase 1,22%¢7
CVV65_ 10770 DUF3048 Protein of unknown function (DUF3048) N-terminal 3,51%e!
(pfam11258) domain
AAMH_A Aromatic and Alkene Monooxygenase Hydroxylase, 3 7] %93
(cd01057) subunit A, ferritin-like diiron-binding domain ’
CVV65_10610
Phenol_hydrox 66t
Methane/P T H; ,007¢”
(pfam03223) ethane/Phenol/Toluene Hydroxylase
ATPgrasp YheCD YheC/D like ATP-grasp, predicted to be involved in N
Crves_08360 the modification/biosynthesis of spore-wall and 3,42%e
(pfam14398) .
capsular proteins
CVV65_03605 PRK00784 cobyric acid synthase 4,05%¢17
CobQ (COG1492) Cobyric acid synthase 2,97*e!
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TktA
tht (COG0021) Transketolase 0
(CVV65_14375) tktlase bact
(TIGR00232) transketolase, bacterial and yeast 0
CVVes5_02760 InsQ (CPG0O675) Transposase [Mobilome: prophages, transposons] 1,16*¢7

Zu 3.3.2. Heterologe Expression potentieller PHB-Synthesegene in E. coli

pBAD202_p
9

Abb. 52: Plasmidkarte von pBAD202_phaA_phaPQRBC.

haA_phaQPRBC

103 bp
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Zu 3.4.1. Das Selektionssystem

TTGGTTTAAACGAAGATTAGATGCTATAATTGTTATTAAAAGGATTGAAGGATGCTTAGGAAGA
CGAGTTATTAATAGCTGAATAAGAACGGTGCTCTCCAAATATTCTTATTTAGAAAAGCAAATCT
AAAATTATCTGAAAAGGGAATGCGGATCGTGAATGGTCCCATTATCATGACCCGAGAGGAGCG
GATGAAAATCGTGCATGAGATCAAAGAGCGGATTTTGGACAAGTATGGGGATGACGTGAAGGC
GATCGGTGTCTATGGATCGCTGGGCCGACAAACCGATGGTCCGTACAGCGACATCGAGATGAT
GTGCGTGATGTCTACGGAGGAAGCCGAGTTCTCCCACGAATGGACCACGGGCGAGTGGAAGGT
GGAGGTGAACTTTTATTCGGAAGAAATCTTGTTAGACTACGCCAGTCAGGTCGAATCGGATTGG
CCCTTGACGCACGGGCAATTTTTTAGCATTCTCCCCATTTACGACAGTGGTGGTTACTTGGAAA
AAGTGTATCAAACAGCCAAATCCGTGGAGGCCCAGAAATTTCACGATGCGATCTGTGCCCTTAT
CGTCGAAGAGTTGTTTGAGTACGCCGGGAAATGGAGAAATATCCGCGTGCAAGGGCCGACCAC
ATTCCTGCCCTCCCTGACCGTCCAGGTGGCCATGGCGGGGGCCATGCTTATTGGCTTGCATCAC
CGCATCTGCTATACCACATCTGCCTCCGTGTTGACCGAAGCCGTTAAACAGAGCGACCTGCCCT
CGGGGTACGACCATCTCTGCCAATTCGTGATGTCGGGTCAGTTAAGTGACTCCGAAAAACTCTT
GGAAAGCTTGGAGAACTTTTGGAACGGAATTCAAGAATGGACCGAGCGGCACGGATATATCGT
TGATGTGTCTAAGAGGATCCCGTTTTGATAA

Abb. 53: Sequenz von Pna-TK101ksp. Die Sequenz von Pnat ist grau hinterlegt. Die restliche Sequenz bildet die codon-
optimierte Sequenz von 7K101.

ACTACCATAACAGTCAACCCAGTTTTAGAAAAATAGGGCGAAAGTCCTAGTCGACGGTAGAAA
GCGGAAACTCCGGCGCGAAGGTGCGAATTTCTTGACCTGTTCTTTCGGGGCATGGTAAAATTTT
GAGAACAGGACAATCGCTCCCTCTCGTCCTGGGGACGAGGGGTTTTTTGTATGGGATTCCCAGG
AGGTGCGATATGAGAAAAGGGGAAGAACTGTTCACCGGGGTGGTCCCCATTCTGGTGGAATTA
GATGGCGATGTGAATGGGCACAAATTTAGCGTCAGTGGGGAGGGCGAAGGCGATGCCACCAAC
GGGAAACTGACCCTGAAATTTATTTGCACCACCGGGAAACTGCCCGTGCCCTGGCCCACCCTGG
TCACCACCTTGACCTATGGCGTGCAATGCTTTGCGAGATACCCCGATCATATGAAACAGCATGA
CTTTTTCAAGAGTGCCATGCCCGAAGGCTATGTGCAGGAAAGAACCATCAGCTTCAAAGATGA
CGGGACCTACAAGACCAGAGCCGAAGTCAAGTTTGAAGGCGATACCCTGGTGAATAGAATCGA
GTTAAAAGGCATTGATTTTAAAGAAGATGGGAACATTCTGGGGCACAAATTGGAATACAACTT
TAACAGCCACAATGTGTACATCACGGCCGACAAACAAAAGAATGGGATCAAAGCCAACTTCAA
AATTAGACACAACGTGGAAGATGGGAGCGTGCAACTGGCCGACCATTATCAACAAAATACCCC
CATTGGCGATGGCCCCGTCCTGTTACCCGACAACCATTACCTGTCCTATCAAAGCGCCCTGTCG
AAAGATCCCAACGAAAAGAGAGACCACATGGTCCTGCTGGAGTTTGTGACCGCCGCCGGGATT
ACCCATGGCATGGATGAACTGTACAAAAGGCCCGCCGCCAACGACGAAAACTACGCCGCCAGC
GTGTGATAA

Abb. 54: Sequenz von Pme-FFTS-YFPksp. Die Sequenz von Pt ist grau hinterlegt. Die restliche Sequenz bildet die
codon-optimierte Sequenz von FFTS-YFP.
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Zu 3.4.2. Klonierung der Transformationsplasmide

pG1A_PMet-TK101Ksp/PNat-TK101Ksp
4820 bp

pG2A_PMet-TK101Ksp/PNat-TK101Ksp

5010 bp

Abb. 56: Plasmidkarte von pG2A_Pwmet-TK101ksp bzw. Pnat-TK101ksp.
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pNW33N_PMet-TK101Ksp/PNat-TK101Ksp

5139 bp

Abb. 57: Plasmidkarte von pNW33N_Pwme-TK101ksp bzw. _Pna-TK101ksp.
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