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Einleitung 1

1 Einleitung

Ein Grofteil der Basis- und Feinchemikalien sowie der Energietrager werden gegenwartig
auf petrochemischem Weg ausgehend von Erdél oder auch Erdgas und Kohle hergestellt.
Auf Grund der Endlichkeit dieser fossilen Ressourcen und der daraus resultierenden
ansteigenden Rohstoffkosten sowie steigender politischer und gesellschaftlicher
Anforderungen beziglich einer nachhaltigen, umweltfreundlichen industriellen Produktion
wird weltweit an Alternativen zu Nutzung fossiler Rohmaterialen geforscht (Paster et al.
2003, Kircher 2006).

Wahrend zur regenerativen Energiegewinnung vielfaltige Moglichkeiten wie Sonnen-, Wind-
oder Wasserkraft, Erdwarme und die energetische Nutzung von Biomasse zur Verfligung
stehen, kann nur Biomasse als alternativer Rohstoff zur Produktion von Kraftstoffen, Grund-
und Feinchemikalien dienen (Kamm et al. 2006). Abbildung 1.1 zeigt am Beispiel der USA,
welche Marktanteile fir aus Biomasse generierte Energie, Kraftstoffe und biobasierte

Produkte ausgehend von dem im Jahr 2002 vorliegenden Zahlen angestrebt werden.
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Abbildung 1.1: Angestrebte Anteile fir aus Biomasse gewonnene Bioenergie (O), Biokraftstoffe (O)
und biobasierte Produkte (H) am jeweiligen Gesamtmarkt am Beispiel der USA (Daten nach Biomass
R & D Technical Advisory Committee 2002).

Der Begriff biobasierte Produkte umfasst hierbei sowohl Feinchemikalien mit hoher
Wertschopfung (beispielsweise Pharmazeutika, Kosmetika und Lebensmittelzusatzstoffe) als
auch Bulkchemikalien wie Biopolymere oder Chemierohstoffe (European Renewable
Resources and Materials Association 2007). Besonders stark soll der Zuwachs bei den
biobasierten Chemikalien ausfallen, fur die beispielsweise in den USA bereits 2030 ein
Marktanteil von 25 % erzielt werden soll. Auch in der Européaischen Union soll eine starke
Erhéhung des Marktanteils von Energie aus nachwachsenden Rohstoffen, Biokraftstoffen
und biobasierten Produkten erfolgen (Ehrenberg 2002, Kamm et al. 2006, Patel 2006).



2 Einleitung

Beim Ausgangsstoff Biomasse handelt es sich hauptsachlich um pflanzliche Biomasse wie
beispielsweise Holz oder Pflanzenreste aus der Nahrungs- und Futtermittelherstellung.
Analog zur petrochemischen Raffinerie wurden Bioraffinerie-Konzepte entworfen (Abbildung
1.2), in denen Rohstoffe aus Biomasse mit Hilfe von biotechnologischen und/oder
chemischen Prozessen in ein Spektrum von wertvollen Produkten Gberfuhrt werden (Kamm
und Kamm 2004).

. Kraftstoffe und Energie:
Kraftstoff und Energie Bioethanol, Biodiesel,

Biogas, Wasserstoff

5 Bio-
Erdol masse
Chemie
Stoffliche Nutzung,
Chemie, Biopolymere
und Biokunststoffe
Raffinerie Bioraffinerie

Abbildung 1.2: Prinzip der petrochemischen Raffinerie und der Bioraffinerie (nach Kamm et al. 2006).

Unter den verschiedenen Richtungen der Biotechnologie kommt der Weil3en Biotechnologie,
die als "industrielle Produktion von organischen Grund- und Feinchemikalien, sowie
Wirkstoffen mit Hilfe optimierter Enzyme, Zellen oder Mikroorganismen” definiert wird
(Fraunhofer-Gesellschaft 2005), eine Schlusselrolle in der Umsetzung von Bioraffinerie-
Konzepten zu.

Die heutige Vielfalt an Produkten der chemischen Industrie stitzt sich auf einige wenige
Plattformchemikalien, die auf petrochemischer Basis hergestellt werden. Dieses Prinzip soll
im Rahmen von Bioraffinerie-Konzepten in Zukunft auf biobasierte Produkte Ubertragen

werden.
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Vom U.S. Department of Energy werden die in Tabelle 1.1 zusammengefassten Substanzen
als die Okologisch und 6konomisch attraktivsten "griinen" Plattformchemikalien eingestuft
(Werpy und Petersen 2004). Hierzu zahlt auch die organische Dicarbonsaure

Bernsteinsaure.

Tabelle 1.1: Kandidaten fiir biobasierte Plattformchemikalien (Werpy und Petersen 2004).

Cs Glycerin, 3-Hydroxypropionsaure, 3-Hydroxybutyrolacton
C, Bernsteinsaure, Fumarsaure, Apfelsaure, Asparaginsaure
Cs Xylitol/Arabit, Lavulinséaure, Itaconsaure, Glutaminsaure
Cs Sorbitol, Gluconsaure

C, 2,5-Furandicarbonsaure




4 Problemstellung und Zielsetzung

2 Problemstellung und Zielsetzung

Binnen der letzten Jahre wurden bereits zahlreiche Studien zur mikrobiellen
Bernsteinsaureproduktion  publiziert, wobei zur Etablierung einer industriellen
biotechnologischen Bernsteinsaureproduktion zwei verschiedene Ansatze verfolgt werden.
Der erste Ansatz beruht auf der Identifizierung und Isolation von natirlichen, stark
Bernsteinsaure sekretierenden Mikroorganismen. Zu diesen naturlichen Bernsteinséure-
produzenten zahlen ausschlie3lich Prokaryonten wie Anaerobiospirillum succiniciproducens,
Actinobacillus succinogenes, Mannheimia succiniproducens oder Basfia succiniciproducens
(Nghiem et al. 1997, Guettler et al. 1999, Lee et al. 2002, Scholten und Dé&agele 2008).
Allerdings beschranken mehrere Faktoren den industriellen Einsatz der natirlichen
Bernsteinsaureprodzenten. So fehlen die Erfahrungen beziglich eines grof3technischen
industriellen Einsatzes, das Wissen Uber die Physiologie und den Stoffwechsel dieser
Mikroorganismen ist lickenhaft und es sind keine oder erst seit kurzem Genomsequenzen
und erste gentechnische Methoden verfigbar (McKinlay et al. 2007, Lin et al. 2005c¢). Zudem
fehlt der Nachweis der Apathogenitat dieser Mikroorganismen.

Diese Nachteile umgeht der zweite Ansatz zur mikrobiellen Bernsteinsdureproduktion, der
darauf beruht, den Stoffwechsel von bereits industriell etablierten und umfassend
charakterisierten Plattformorganismen, deren naturliche Succinatbildung gering ist, durch
"Metabolic Engineering" in Richtung Succinat umzulenken.

Bislang wurden rekombinante Stamme zur Succinatproduktion basierend auf den
prokaryontische Plattformorganismen Escherichia coli und Corynebacterium glutamicum
publiziert (Millard et al. 1996, Vemuri et al. 2002b, Sanchez et al. 2005, Lin et al. 2005b,
Okino et al. 2008). Limitierend fur eine industrielle Umsetzung einer Succinatproduktion mit
E. coli bleibt die Empfindlichkeit dieses Mikroorganismus gegentiber organischen Sauren
und die geringe Osmotoleranz (Warnecke und Gill 2005, Luli und Strohl 1990, Zeikus et al.
1999). Aus wirtschaftlichen Grinden soll die Produktion der Bulkchemikalie Bernsteinsaure
bei niedrigen pH erfolgen, um das Kontaminationsrisiko zu vermindern und
Kostensenkungen durch die Mdglichkeit der direkten Aufarbeitung der undissoziierten Saure
aus der Fermentationsbriihe und durch Einsparungen beim Titrationsmittel zu erzielen (Patel
2006, Werpy und Petersen 2004). Weder E. coli noch bei C. glutamicum sind ausreichend
tolerant gegeniber einem niedrigen pH (Luli und Strohl 1990, Follmann et al. 2009).

Im Rahmen dieses Vorhabens wurde die Hefe Saccharomyces cerevisiae ausgewahlt, um
deren Potential fur die Herstellung von Bernsteinsaure auszuloten. Der Eukaryont
S. cerevisiae ist ein industriell etablierter, robuster Produktionsorganismus in der Weil3en

Biotechnologie und wird beispielsweise seit vielen Jahrzehnten zur Herstellung von
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Bioethanol industriell eingesetzt. Prozesstechnisch vorteilhaft sind die hohe pH- und
Osmotoleranz, die guten Wachstumseigenschaften, das breite Substratspektrum und die
relative Unempfindlichkeit gegentiber organischen Séuren (Nevoigt 2008). Aul3erdem sind
samtliche Werkzeuge zur genetischen Optimierung etabliert und das Genom ist vollstéandig
sequenziert. Daher ist Saccharomyces cerevisiae ein attraktiver Kandidat zur Entwicklung
neuer biotechnologischer Prozesse zur Herstellung von Basischemikalien wie Succinat
(Hansen und Kielland-Brandt 1996, Ostergaard et al. 2000b, Abbott et al. 2009).

Glucose
: CO,
et —Z
Pyruvat Acetaldehyd — Ethanol

co, N co, |

Acetyl-CoA <—— Acetat
Oxalacetat "A Citrat

Malat

Acetyl-CoA Isocitrat
\/ Isocitrat-
Glyoxylat CO, Dehydrogenasen

Fumarat

Ketoglutarat
Succinat- S& /\' CO,

Dehydrogenase  gyccinat Succinyl-CoA
~—

Abbildung 2.1: Zentraler Kohlenstoffmetabolismus von S. cerevisiae mit den geplanten Modifikationen
zur Erzielung einer oxidativen Succinathildung. Die auszuschaltenden Enzymaktivitaten sind durch

rote Kreuze und die zu deregulierenden Enzymaktivitédten durch griine Pfeile gekennzeichnet.

In Abbildung 2.1 ist das verfolgte Konzept zur oxidativen Produktion von Succinat Gber den
Glyoxylat-Zyklus auf Basis des Rohstoffs Glucose dargestellt. Durch die Stammentwicklung
soll die Verstoffwechselung von Succinat blockiert werden, sowie eine Umlenkung des
Kohlenstoffflusses aus dem Citrat-Zyklus in den Glyoxylat-Zyklus erfolgen.

Dies erfordert die gentechnische Repression oder Ausschaltung der Succinat- und Isocitrat-
Dehydrogenase-Aktivitat. Zudem mussen die Kernenzyme des Glyoxylat-Zyklus dereguliert
werden, da diese in Anwesenheit von Glucose transkriptionell stark reprimiert sind (DeRisi et
al. 1997). Die schrittweise molekularbiologische Umsetzung dieser Strategie erfolgte bei der
ORGANOBALANCE GmbH (Berlin).
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Die Entwicklung von biotechnologischen Produktionsprozessen fir industrielle Anwendungen
erfolgt in drei ineinander greifenden Stufen (Weuster-Botz 1999). Als erster Schritt erfolgt die
Entwicklung eines geeigneten Biokatalysators, sowie dessen Charakterisierung und
Weiterentwicklung (Primarauswahl). In den néchsten beiden Schritten erfolgt die
Bioprozessentwicklung im Labormafistab (Sekundarauswahl) und anschlielend der
Ubergang in den groRtechnischen Produktionsmafstab (MafR3stabsvergréRerung).

Um Probleme bei der Mal3stabsvergrof3erung zu umgehen, sollte ein Biokatalysator bereits
wahrend der Phase der Primarauswahl unter technischen Bedingungen, das heif3t unter
Kontrolle wichtiger physiologischer Grofien wie pH und pO, und vergleichbaren
Leistungseintrag und lokaler Energiedissipation wie im grof3technischen Malstab,
charakterisiert und optimiert werden.

Im Zuge dieser Arbeit sollen daher alle S. cerevisiae Stamme, die im Laufe der iterativen
Stammentwicklung konstruiert werden, unter technischen Reaktionsbedingungen beziiglich
Wachstum,  Substrataufnahme-  sowie  Produktionsbildungsraten und  Ausbeuten
charakterisiert werden, um eine grundlegende Basis fur eine Stamm- und
Prozessentwicklung zur biotechnologischen Herstellung von Bernsteinsaure mit S. cerevisiae
zu legen. Fur Satzexperimente soll ein automatisiertes Bioreaktorsystem im Milliliter-
Malstab genutzt werden. Ergdnzend sollen Zulaufversuche in einem Laborbioreaktor im
Liter-MaRRstab erfolgen. Folgende Arbeitpakete sollen fur die reaktionstechnische

Charakterisierung von einzelnen rekombinanten S. cerevisiae Stammen bearbeitet werden:

= S. cerevisiae Basisstammes AH22ura3
0 Bestimmung von reaktionstechnischen Daten das Basisstammes

0 Bestimmung der Toleranz gegeniber Bernsteinsaure

= S, cerevisiae Stamme mit gentechnischen Modifikationen zur Unterbrechung des
Citrat-Zyklus
o Charakterisierung von Succinat-Dehydrogenase-Deletionsstémmen
o Charakterisierung von Stammen mit Blockade der Succinat- und Isocitrat-

Dehydrogenase-Aktivitat

= S.cerevisiae Stamme mit gentechnischen Modifikationen zur Umlenkung des
Kohlenstoffflusses in den Glyoxylat-Zyklus
0 Charakterisierung von Deletionsstimmen mit Uberexpression von
Schlisselenzymen des Glyoxylat-Zyklus
0 Charakterisierung von Stammen mit Uberexpression eines transkriptionellen

Regulationsfaktors
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Bei jedem der Arbeitspakete soll jeweils auf Basis der prozesstechnische Untersuchung der
rekombinanten S. cerevisiae Stamme eine Betrachtung und Bewertung der eingefihrten
gentechnischen Modifikationen aus biochemischer und prozesstechnischer Sicht, sowie die
Auswahl vielversprechender rekombinanter Stamme fur die weitere Stammentwicklung
erfolgen.

AbschlieBend soll die Stammentwicklung im Eukaryonten S. cerevisiae mit einem
aquivalenten prokaryontischen Ansatz verglichen werden und es sollen Vorschlage fur die

weitere Stammentwicklung erfolgen.
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3 Theoretische Grundlagen

Dieses Kapitel gibt einen Uberblick tiber die Reaktionstechnik mikrobieller Prozesse und den
Zentralstoffwechsel von S. cerevisiae. Der letzte Teil beschéftigt sich mit der organischen
Saure Bernsteinsaure und stellt insbesondere die bislang verdffentlichen Konzepte zur

mikrobiellen Succinatproduktion vor.

3.1 Kaultivierung von Mikroorganismen

Biotechnologische Prozesse lassen sich durch mathematische Modelle, die auf der Kopplung

von Massenbilanzen und formalkinetischen Ansatzen beruhen, beschreiben.

3.1.1 Mikrobielles Wachstum

Medien zur Anzucht eines heterotrophen Mikroorganismus missen organische
Kohlenstoffverbindungen, organisch oder anorganisch Stickstoffverbindungen, Mineralsalze
sowie Spurenelemente enthalten. Es wird zwischen definierten Mineralmedien, deren
chemische Zusammensetzung sowohl qualitativ als auch quantitativ bekannt ist und
Komplexmedien, die undefinierte Zuséatze wie Hefeextrakt oder Pepton enthalten,
unterschieden. Zudem erfolgt haufig der Zusatz weiterer Wuchsstoffe (Vitamine, Nukleotide,
Aminosauren,...). Mikroorganismen, die zum Wachstum keiner Wuchsstoffe bedurfen,
werden als prototroph bezeichnet. Mikroorganismen, die den Zusatz eines oder mehrerer
bestimmter Wuchsstoffe bendtigen, werden als auxotroph fir diese Substanz(en)

bezeichnet.

Wachstumsphasen

Fur das Wachstum von Mikroorganismen im Satzverfahren unter nicht limitierenden, jedoch
begrenzten NAahrstoffbedingungen ergibt sich eine typische Wachstumskurve (Abbildung
3.1). Nach der Adaption der Zellen an die neuen Bedingungen (Verzdgerungsphase) beginnt
in der Ubergangsphase | das Wachstum mit ansteigender Wachstumsrate. In der
anschlielenden exponentiellen Wachstumsphase ist keine fir das Wachstum bendtigte
Medienkomponente limitierend und es erfolgt ein exponentielles Wachstum mit der
konstanten, maximalen Wachstumsrate pmax. Werden ein oder mehrere Medienbestandteile

limitierend, verlangsamt sich die Biomassezunahme (Substratlimitierungphase).
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T iniv i v v
t

Abbildung 3.1: Wachstumskurve von Mikroorganismen im Satzverfahren unter nicht limitierenden,
aber begrenzten Nahrstoffbedingungen. |: Verzégerungsphase, Il: Ubergangsphase 1, |l
exponentielle Phase, IV: Ubergansphase Il (auch als Substratlimitierungsphase bezeichnet), V:
stationare Phase, VI. Absterbephase

Nach der Substratlimitierungphase wird die stationare Phase erreicht, in der sich das
Wachstum und das Absterben der Zellen ausgleichen. Die Absterbephase beginnt, wenn die

Absterberate die Wachstumsrate tbersteigt. Die Definition der Wachstumsrate lautet:

1 dc
H=— Gdfx Gleichung 3.1
c, dt
mit i spezifische Wachstumsrate, h™
Cy Biomassekonzentration, g Lt
t Zeit, h

Formalkinetische Beschreibung des Wachstums nach Mo nod

Die Wachstumsrate y wahrend der exponentiellen Wachstums- und der
Substratlimitierungsphase (Phase 11l und IV) kann durch einen formalkinetischen Ansatz
nach Monod als Funktion der Konzentration des limitierenden Substrats cs beschrieben

werden.

Cs

/u_lumax KS+CS

Gleichung 3.2

mit 4. maximale Wachstumsrate unter nicht limitierenden Bedingungen, h™
Cs Konzentration des limitierenden Substrats, g Lt

Ks  Sattigungskonstante des limitierenden Substrats, g Lt
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Die Sattigungskonzentration Ks hat den Wert der Substratkonzentration, bei der die
Wachstumsrate g der Halfte der maximalen Wachstumsrate umax entspricht. Die spezifische
Substrataufnahmerate s und die spezifische Produktbildungsrate gr kdnnen analog zur

Wachstumsrate pu definiert werden:

1 dc
g = C_ deTS Gleichung 3.3
X
1 ac
p =— Bdi Gleichung 3.4
c, dt

mit Cp Konzentration des Produkts, g Lt

Die spezifische Substrataufnahmerate setzt sich aus der Substrataufnahme fir die
Biomassebildung qs,, fur die Produktbildung gsp und fur den Erhaltungsstoffwechsel qsm

Zusammen.

s = qS,,u t0sm t0sp Gleichung 3.5

Mit dem Begriff Erhaltungsstoffwechsel werden grundlegende, Uberlebenswichtige
Reaktionen der Zellen zusammengefasst, die nicht zur Bildung von Biomasse oder Produkt
fuhren. Die Substrataufnahme fur den Erhaltungsstoffwechsel kann durch eine Konstante
beschrieben werden.

Uber die Formalkinetik kénnen auch differentielle Ausbeutekoeffizienten definiert werden:

M _dc, /dt _dc,
ds, dcg/dt dc

Y %/s = Gleichung 3.6

dc./dt _dc
YD = qP - P - P .
PIS Oe» dCS/dt dCS Gleichung 3.7

mit Y xss Ertragskoeffizient fiir die Biomassebildung aus Substrat, ggru g™

Y r/s Ertragskoeffizient fiir die Produktbildung aus Substrat, g g™

Durch die Erweiterung der Gleichung 3.5 fir die spezifische Substrataufnahmerate um die
Ausbeutekoeffizienten und die Konstante fir die  Substrataufnahme  des

Erhaltungsstoffwechsels ms ergibt sich:
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H mg+ EIP
Y pis

Os =

= Gleichung 3.8
Y s

mit mg konstante Substrataufnahme fiir den Erhaltungsstoffwechsel, g gBTM'l h't

Wird nur der Erhaltungsstoffwechsel aber keine Produktbildung beriicksichtigt, ergeben sich

folgende Gleichungen fur die Wachstumsrate und Substrataufnahmerate:

C
HE U ElKis -mg [Y /s Gleichung 3.9
S + CS
-_H +m Glei
ds =5 S eichung 3.10
Y xis

Neben differentiellen  Ausbeutekoeffizienten werden haufig integrale Ausbeuten
biotechnologischer Prozesse berechnet. Hierbei wird die ab dem Start des Prozesses (to) bis
zu einem  bestimmten  Prozesszeitpunkt (t) entstandene Biomasse- oder

Produktkonzentration auf die in diesem Zeitraum verbrauchte Substratkonzentration

bezogen.
t
Ac, |tO |
Yxis =——" Gleichung 3.11
Acs|to
t
ACF’|tO ]
Yors =~ n Gleichung 3.12
AC|

to

3.1.2 Massenbilanz des idealen Rihrkesselreaktors

Bei einem idealen Rihrkesselreaktor wird angenommen, dass auf Grund des Rihrens eine
vollstindige Durchmischung des Reaktors erzielt wird und somit rdumlich konstante
(isotrope) Bedingungen beziiglich der Prozessvariabelen (Konzentrationen, physikalischen
Eigenschaften des Reaktionsmediums, Reaktionsgeschwindigkeiten) erreicht werden. Die
Prozessvariablen @ndern sich hingegen zeitlich, abhangig von der Betriebsweise des idealen
Reaktors, dem Verbrauch von Substraten, dem Wachstum und der Bildung von Produkten.

Die Massenbilanz des idealen Rihrkesselreaktors kann wie folgt berechnet werden:
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O O
d(CIdE:VR) :Vdnlj:lydn _Vauslral,aus + qi |1)( |N/R G|8iChung 3.13

mit Vi Reaktorvolumen, L

Ve  Volumenstrom in den Reaktor, L h*

L

Vs Volumenstrom aus dem Reaktor, L h?

C Konzentration der Komponente i im Zulauf, g L™

i,ein
G as Konzentration der Komponente i im Ablauf, g Lt

q spezische Aufnahme- oder Bildungsrate der Komponente i, g gsrv* h™

Da auch der Massenstrom in und aus den Zellen der Massenerhaltung unterliegt, missen
sich durch die Zellen umgesetzte Substrate in den Produkten wiederfinden lassen. Die
Kohlenstoffbilanz wird Gber die spezifischen Aufnahme- und Bildungsraten von n Substraten

und m Produkten formuliert;

M z he, L8, — z hg; [, =0 Gleichung 3.14
i=1 i=1

mit he;  Kohlenstoffgehalt von Produkt i, molc mol™

hs;  Kohlenstoffgehalt von Substrat i, molc mol™*

3.1.3 Satzverfahren

Bei Satzkultivierungen werden nach Vorlage des Mediums und Beimpfen des Reaktors keine
weiteren Medien bzw. Substrate zugefiihrt. Es erfolgt lediglich die Zugabe von Titrations- und
Antischaummitteln, deren Einfluss auf das Reaktorvolumen vernachlassigbar ist, sodass das
Reaktorvolumen konstant bleibt. Bei aeroben Prozessen muss auf Grund der schlechten
Loslichkeit von Sauerstoff in wéassrigen Medien (zwischen 6 - 8 mg L®) zudem eine
kontinuierliche Zufuhr an Sauerstoff bzw. Luft erfolgen (Schumpe et al. 1982, Schumpe
1993). Beim Satzverfahren handelt es sich um eine instationare Betriebsweise, da es
wahrend der Reaktion zu einer zeitlichen Anderung der Edukt- und der
Produktkonzentrationen kommt.

Fur das Satzverfahren gelten die in Kapitel 3.1.1 dargestellten formalkinetischen
Gleichungen und die Massenbilanz des idealen Ruhrkesselreaktors (Gleichung 3.13)

vereinfacht sich zu:
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Gleichung 3.15

Fir den Verlauf der Biomassekonzentration bzw. der Substratkonzentration tUber die Zeit in

der exponentielle Wachstumsphase ergibt sich:

c, (t) =c, , (&= Gleichung 3.16
Cc
Cs(t) =Cgp — X0 (et —1) Gleichung 3.17
Y xi/s

mit Cy, Biomassekonzentration zu Beginn der exponentiellen Phase, g Lt

Cso  Substratkonzentration zu Beginn der exponentiellen Phase, g Lt

In aeroben Prozessen zahlt auch Sauerstoff zu den Substraten und es gelten die
Gleichungen fir die spezifische Substrataufnahmerate (Gleichung 3.3) und die
Ertragskoeffizenten (Gleichung 3.6). Da Sauerstoff Uber die Begasung kontinuierlich
zugefuhrt wird, ergibt sich bei einem idealen Ruhrkesselreaktor im Satzverfahren (konstantes

Reaktorvolumen) folgende Bilanz:

dc, . U
d_tz =0OTR-OUR= kLanOZ - Coz) - [y Gleichung 3.18

Y xi/o

mit OTR Sauerstofftransferrate (oxygen transfer rate), g L*h™
OUR Sauerstoffaufnahmerate (oxygen uptake rate), g L™ h*

k.a volumetrischer Stoffubergangskoeffizient fir Sauerstoff, st

*

Co Sattigungskonzentration von Sauerstoff im Medium, g L™

2

Co Sauerstoffkonzentration im Medium, g L™

2

Y xs0 Ertragskoeffizient Biotrockenmasse aus Sauerstoff ggry g'1

Ist die Sauerstoffkonzentration im Medium konstant, so entspricht der Sauerstoffeintrag
(OTR) dem Sauerstoffverbrauch der Zellen (OUR). Uber die Massenerhaltung des
Inertgasanteils der zur Begasung eingesetzten Luft kann daher die Sauerstoffaufnahmerate

der Zellen Uber Bilanzierung des Sauerstoffs im Prozessgas bestimmt werden.
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O O
V Gas,din [yoz,ein —V Gasaus Eyoz ,aus
VR |N/M

OUR= Gleichung 3.19

[}
mit V cas,én ZUlaufstrom in den Reaktor, L h*

0
V cas.aus Abluftstrom aus dem Reaktor, L h

Yo,en Stoffmengenanteile des Sauerstoffs in der Zuluft, %
(20,95 % bei Begasung mit Luft)

Yo, as Stoffmengenanteile des Sauerstoffs in der Abluft, %

Vu Molvolumen idealer Gase, L mol™

(22,414 L mol™)

Da Zu- und Abluftstrom als gleich angenommen werden kdénnen, vereinfacht sich Gleichung
3.19 zu:

]
V Gas,ein Eﬂyo,em - yO,aus)
VR |S/M

OUR= Gleichung 3.20

Bei aeroben Prozessen entsteht als gasformiges Produkt Kohlendioxid. Die
Kohlendioxidbildungsrate  (CER: carbon  evolution rate) kann analog zur

Sauerstoffaufnahmerate berechnet werden.

]
V Gas,ein |lyco2 dn yCOZ,aus)
VR |S/M

CER= Gleichung 3.21

mit Yco, an Stoffmengenanteile des Kohlendioxids in der Zuluft, %

(0 % bei Begasung mit Luft)

Yo, ais Stoffmengenanteile des Kohlendioxids in der Abluft, %

Das molare Verhaltnis von Kohlendioxidbildungsrate zu Sauerstoffaufnahmerate wird als

Respiratorischer Koeffizient (RQ) bezeichnet.

RQ _ CER _ yCOZ,aus

= = Gleichung 3.22
OUR yCZ,ein - yOZ,aus
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3.1.4 Zulaufverfahren

Beim Zulaufverfahren handelt es sich wie beim Satzverfahren um eine instationare
Betriebsweise, bei der dem Reaktor kontinuierlich ein oder mehrere Substrate zugefihrt
werden. Die Zufuhr kann nach Profilen oder durch Prozessparameter geregelt erfolgen.
Durch die kontinuierliche Nachdosierung von Substrat im Zulaufverfahren kann die
Substratkonzentrationen im Medium gering gehalten werden und somit Effekte wie ein
Auftreten von Uberschussmetabolismus oder eine Inhibierung des Wachstums oder der
Produktbildung durch Substrate vermieden werden.

Die Formalkinetiken kénnen auch im Zulaufverfahren angewendet werden, allerdings muss
die Zunahme im Reaktorvolumen durch die kontinuierliche Substratzufuhr bertcksichtigt

werden. Die Bilanzen fir Zellwachstum und Substrataufnahme im Zulaufverfahren ergeben

sich zu:
d o
CX Vein i
-— &, +C Gleichung 3.23
dt VR X X uj
q o
C V, .
=S — “én [{Csan —Cs) — C, LOls Gleichung 3.24
dt Vg

Die Berechnung der Sauerstoffaufnahmerate und der Kohlendioxidbildungsrate im
Zulaufverfahren kann nach Gleichung 3.20 und Gleichung 3.21 erfolgen, wenn das
Reaktorvolumen zum jeweiligen Zeitpunkt bekannt ist.

Sind die Volumenzunahme durch den Zulauf, der Erhaltungsstoffwechsel sowie die
Substratkonzentration im Reaktor gegeniiber der Substratkonzentration im Zulaufmedium
vernachlassigbar, kann die benétigte exponentielle Dosierrate fir eine konstante

Wachstumsrate [, wahrend des Zulaufs nach Gleichung 3.25 berechnet werden:

R V/ m— M
Vein O0—R&- [Exo [ef ["*O—pt Gleichung 3.25
Csein Y xis

Exponentielles Wachstum wéahrend der Zulaufphase kann nur aufrechterhalten werden,
solange keine weiteren Substrate im Medium limitierend werden und keine
Produktinhibierung auftritt. In aeroben Prozessen ist der Sauerstoffeintrag haufig die
limitierende GroRe. In der Praxis werden daher oft konstante oder lineare ansteigende
Zudosierprofile genutzt, bei denen die Wachstumsrate in der Zulaufphase kontinuierlich

absinkt.
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3.2 Die Hefe Saccharomyces cerevisiae

Die Hefe Saccharomyces cerevisiae ist ein einzelliger sich durch Knospung vermehrender
Eukaryont. Es handelt sich um einen heterotrophen, fakultativ anaeroben Mikroorganismus
mit einem breiten Substratspektrum. Verwertet werden Hexosen (zum Beispiel Glucose,
Fructose oder Galactose), Pentosen (zum Beispiel Xylulose), Disaccharide und
Oligosaccharide, Glycerin, Alkohole (zum Beispiel Ethanol), organische Sauren (zum
Beispiel Acetat oder Lactat) und Fettsauren (Barnett 1997, Walker 1998).

Bereits seit mehreren tausend Jahren wurde S. cerevisiae zur Herstellung der alkoholischen
Getranke Bier, Wein und Sake und bei der Brotherstellung zum Teigtrieb eingesetzt. Heute
werden in der Erndhrungsindustrie jahrlich mehrere Millionen Tonnen als Back- und
Brauhefe oder zur Gewinnung von Hefeextrakt als Wirz- oder Nahrungsergdnzungsmittel
produziert (Kurtzman 1998). Auf Grund ihrer Verwendung in traditionellen Prozessen im
Lebensmittelbereich, wurde S. cerevisiae von der U.S. Food and Drug Administration der
GRAS-Status (GRAS: Generally Recognized As Safe) verliehen, das heil3t S. cerevisiae
wurde als unbedenklich fir den Einsatz im Lebensmittelsektor eingestuft.

S. cerevisiae stand bereits seit dem 19. Jahrhundert im Focus wissenschaftlicher Studien
und zahlt heute zu den bestuntersuchtesten eukaryontischen Mikroorganismen, sowohl
hinsichtlich der Physiologie und Biochemie als auch der Prozesstechnik. Es sind
umfassende Werkzeuge zur genetischen Modifizierung von S. cerevisiae etabliert und seit
1996 ist das Genom sequenziert (Goffeau et al. 1996). Neben dem Einsatz in
Lebensmittelprozessen wird S. cerevisiae heute auch fir vielféaltige andere biotechnologische
Prozesse eingesetzt. Hierzu zéhlt die seit Jahrzehnten etablierte grof3technische Herstellung
von "Bio"-Ethanol als Treibstoff, Lésungsmittel und Grundstoff fir weitere Synthesen in der
chemischen Industrie aus nachwachsenden, kostenglinstigen Rohstoffen wie Mais- und
Getreidestarke sowie Zuckerrohr- oder Zuckerriben-Melasse (Otero et al. 2007, Octave und
Thomas 2009). Zudem werden rekombinante S. cerevisiae Stamme zur industriellen
heterologen Proteinexpression eingesetzt. Beispielsweise werden die pharmazeutischen
Proteine Insulin, Glucagon, Hirudin und das Hepatitis-B-Oberflachenantigen mit S. cerevisiae
produziert (Schmidt 2004).

Prozesstechnisch vorteilhaft sind die guten Wachstumseigenschaften, das breite
Substratspektrum, der geringe N&hrstoffbedarf, die hohe Osmo- und pH-Toleranz und die
relative Unempfindlichkeit gegentber Alkoholen und organischen Sauren (Nevoigt 2008). So
andert sich beispielsweise die Wachstumsrate von S. cerevisiae zwischen pH 3,5 und pH 7,5
um weniger als 5 % (Barnett 1997). S. cerevisiae kann bei einem extrazellularen pH
zwischen pH 3 - pH 8 den intrazellularen pH zwischen pH 5,75 und 6,75 halten (Imai und
Ohno 1995). Auf Grund dieser exzellenten pH-Toleranz koénnen Hefeprozesse zur

Verminderung des Kontaminationsrisikos im sauren pH-Bereich betrieben werden.
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Tabelle 3.1: Toleranz von S. cerevisiae gegeniiber hohen Zucker- und Ethanolkonzentrationen sowie

organischen Sauren

Substanz pKs, - Maximale Quelle

Konzentration, g L™

Glucose - > 250 Ciriacy und Reifenberger
1997

Ethanol - <150 Pascual et al. 1988

Essigsaure 4,76 10 (pH 4,5) Thomas et al. 2002

Milchsaure 3,87 50 (pH 4,5) Thomas et al. 2002

Tabelle 3.1 gibt einen Uberblick zur Toleranz von S. cerevisiae gegeniiber
Zuckerkonzentrationen, Ethanol und organischen S&uren. Zur Toleranz von S. cerevisiae
gegeniber Bernsteinsaure sind keine Daten verfiigbar.

Die Toleranz gegentiber schwachen organischen Sauren nimmt, wenn der pH des Mediums
unterhalb des intrazellularen pH liegt, ab. Ein niedriger pH im Medium erhoht die
Konzentration der undissoziierten Form der organischen Saure. Da die undissoziierte Form
der organischen Saure ungeladen ist, kann sie Uber die Zellmembran diffundieren und die
intrazellulare Saurekonzentration erhéhen. In der Zelle dissoziiert die organische Saure auf
Grund des hoheren intrazellularen pH und sauert das Cytoplasma durch die freigesetzten
Protonen an. Durch die Dissoziation der Saure zum korrespondierenden Anion entsteht ein
Gradient bezuglich der undissoziierten Saure, der das weitere Einstromen férdert, was zu
einer massiven Akkumulation von dissoziierter S&ure und Protonen in der Zelle fihrt
(Narendranath et al. 2001, Thomas et al. 2002). Als Folge muss die Zelle Protonen unter
Energieverbrauch in Form von ATP in das Medium exportieren. Daher fihren bereits
subletale Konzentrationen an organischen Sauren zu einer verminderten Biomasseausbeute
(Pons et al. 1996, Pampulha und Loureiro-Dias 2000, Abbott et al. 2007). Zu bericksichtigen
ist, dass auch die Kultivierungsbedingungen (zum Beispiel Né&hrstoffverfiigbarkeit) und
stammabhéangige Unterschiede die Saure- und Alkoholtoleranz beeinflussen kénnen (Walker
1998, Thomas et al. 2002).
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3.3 Zentraler Kohlenstoffmetabolismus von Saccharomyces
cerevisiae

In  heterotrophen  Mikroorganismen  wie  S.cerevisiae sind  Energie- und
Kohlenstoffmetabolismus eng miteinander verknlpft, da die als Substrate genutzten
organischen Verbindungen einerseits zur Energiegewinnung abgebaut werden (Katabolimus)

und zum anderen als Kohlenstoffquellen fiir die Biosynthese dienen (Anabolismus).

3.3.1 Regulation des Zentralstoffwechsels durch Glu  cose

S. cerevisiae kann eine Vielzahl von Kohlenstoffquellen zum Wachstum nutzen. Dabei
werden abhangig von der verfiigbaren Kohlenstoffquelle verschiedene Enzyme und
Stoffwechselwege genutzt und die Zellen kdnnen ihre Genexpressionsmuster stark
rekonfigurieren, um sich optimal an eine gednderte Nahrstoffverfligbarkeit anzupassen.
Wenn Glucose im Medium vorhanden ist, erfolgt Uber verschiedene Signalkaskaden eine
Hemmung der Transkription der Gene fur die Nutzung alternativer Kohlenstoffquellen. Dieser
Effekt wird als Katabolitrepression oder Glucoserepression bezeichnet und betrifft unter
anderem die Enzyme der Gluconeogenese, des Glyoxylat-Zyklus, des Citrat-Zyklus und der
Atmungskette (Duntze et al. 1969, Entian und Schiller 1997, Gancedo 1998). Zudem
unterliegen einige Enzyme wie zum Beispiel Schlisselenzyme der Gluconeogenese der so
genannten Katabolitinaktivierung, das heit sie werden durch Glucose induzierte
Signhalkaskaden zunachst phosphoryliert und anschlieRend in der Vakuole proteolytisch
abgebaut (Duntze et al. 1969, Gancedo und Gancedo 1997, Gancedo 1998).
Glucoserepression und Katabolitinaktivierung werden durch ein komplexes und noch nicht
vollstandig aufgeklartes Zusammenspiel einer Vielzahl von transkriptionell aktivierenden oder
reprimierenden Regulationsfaktoren gesteuert. Zu diesen regulatorischen Proteinen zahlen
beispielsweise SNF1, SNF4, MIG1, HAP4 und TUP1 (Gancedo 1998).

3.3.2 Crabtree-Effekt

Bei S. cerevisiae sind aerobe Kultivierungsbedingungen nicht ausreichend, um einen
respirativen Zuckerabbau zu erzielen. Stattdessen zeigt S. cerevisiae unter aeroben
Bedingungen  einen  respiro-fermentativen  Metabolimus, wenn eine  kritische
Glucosekonzentration im Medium, die in der Literatur mit 50 - 150 mg L™ angegeben wird,
Uberschritten wird (Aiba et al. 1976, Verduyn et al. 1983, Pons et al. 1996). Dies wird als
Crabtree-Effekt bezeichnet und auf eine unzureichende Kapazitat der respirativen Wege zum

Pyruvatabbau zurtickgefiihrt (Gancedo und Serrano 1989, Pronk et al. 1996).
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3.3.3 Glycolyse und Pentosephosphat-Weg

Der Abbau von Zuckern zu Pyruvat Uber die Glycolyse oder den Pentosephosphatweg
erfolgt im Cytosol. Nach Aufnahme von Glucose in die Zelle erfolgt der Abbau Gber Glucose-
6-Phosphat als Intermediat zu 80 % Uber die Glycolyse (Embden-Meyerhof-Weg) zu Pyruvat,
wobei Energie in Form von ATP (Substratkettenphosphorylierung) und NADH gewonnen
wird (Fraenkel 1982):

Glucose + 2 ADP + 2 P;+ 2 NAD" —
2 Pyruvat + 2 ATP + 2 NADH + 2 H" + 2 H,0

Auch alternative Zucker werden tber die Glycolyse abgebaut. Beispielsweise wird Galactose
Uber Glucose-6-Phosphat in die Glycolyse eingeschleust. Alternativ zur Glycolyse kénnen
Uber den Pentosephosphat-Weg (Hexosemonophosphat-Weg) NADPH und Ribose-5-

Phosphat als Vorstufen fir anabole Prozesse der Zelle gewonnen werden.

3.3.4 Wege zum Abbau von Pyruvat: Respiration und F  ermentation

Pyruvat bildet im Kohlenstoffmetabolismus von S. cerevisiae einen zentralen Knotenpunkt
sowohl zwischen assimilatorischen und dissimilatorischen Reaktionen als auch zwischen der
Veratmung und Vergarung von Zuckern (Abbildung 3.2). Pyruvat wird unter anaeroben
Bedingungen Uber die alkoholische Garung zu Ethanol reduziert, um das in der Glycolyse
gebildete NADH zu regenerieren oder kann unter aeroben Bedingungen Uber das
Zwischenprodukt Acetyl-CoA im Citrat-Zyklus zu Kohlendioxid oxidiert werden.

Unter aeroben Bedingungen kommt es beim Uberschreiten der kritischen
Glucosekonzentration auf Grund des Crabtree-Effekts zu einem respiro-fermentativen
Metabolimus. Als Folge zeigt S. cerevisiae in Satzkultivierungen mit Glucose ein diauxisches
Wachstum. In der ersten Phase wird Glucose respiro-fermentativ hauptsachlich zu Ethanol
und Kohlendioxid bei nur geringer Biomassebildung umgesetzt. In der zweiten Phase wird
das Ethanol bei deutlicher Biomassezunahme wieder verbraucht. Durch den Crabtree-Effekt
betragt die integrale Biomasseausbeute mit Glucose zun&chst nur 0,15 Qgiomasse gG,ucose'l.
Durch den anschlieBenden Ethanolverbrauch steigt die integrale Ausbeute auf
0,4 Usiomasse gGmcose'l. Nur bei Vermeidung des Crabtree-Effekts durch Zulaufbedingungen
oder kontinuierliche Prozessfiihrung kann eine Ausbeute von etwa 0,5 Ugiomasse g@ucose'l

erzielt werden (Mendoza-Vega et al. 1994, Pronk et al. 1996).
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Abbildung 3.2: Zentraler Kohlenstoffmetabolismus von S. cerevisiae (nach Daten von Kaplan et al.
1995, Flikweert et al. 1996, Pronk et al. 1996, Kakhniashvili et al. 1997, Palmieri et al. 1997, Walker
1998, Pallotta et al. 1999, Palmieri et al. 1999, Akamatsu et al. 2000, McCammon et al. 2003, Duarte
et al. 2004, Bonander et al. 2008). Uber die Glycolyse wird Glucose zu Pyruvat abgebaut. Pyruvat
kann (ber die alkoholische Garung, die Carboxylierung zu Oxalacetat und den Citrat-Zyklus
verstoffwechselt werden. Dienen C,-Korper als Kohlenstoffquelle wird der Glyoxylat-Zyklus als erster
Schritt der Gluconeogenese genutzt. Transportprozesse zwischen Mitochondrien und Cytosol sind
durch graue Ellipsen dargestellte. Neben den dargestellten Transportern existieren weitere

Transporter beispielsweise fur Aminosauren.
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Alkoholische Garung

Die alkoholische Garung erfolgt im Cytosol (Abbildung 3.2). Pyruvat wird durch die Pyruvat-
Decarboxylase (PDC) zu Acetaldehyd und Kohlendioxid gespalten. Acetaldehyd wird, um
das in der Glycolyse gebildete NADH zu NAD" zu regenerieren und die Redoxbilanz zu

schliel3en, durch eine Alkohol-Dehdyrogenase zu Ethanol reduziert.

PDC: Pyruvat — Acetaldehyd + CO,
ADH: Acetaldehyd + NADH + H* — Ethanol + NAD"
Bilanz: Pyruvat + NADH + H" — Ethanol + CO, + NAD"

Bei der alkoholischen Garung werden 2 mol ATP pro mol Glucose gewonnen:

Glucose + 2 ADP + 2 P; — 2 Ethanol + 2 ATP + 2 CO,

Abbau von Pyruvat zu Acetyl-CoA

Unter aeroben Bedingungen dient Sauerstoff als terminaler Elektronenakzeptor, so dass
Pyruvat nicht zum SchlieRen der Redoxbilanz zu Ethanol reduziert werden muss. In die
Mitochondrien transportiertes Pyruvat durchlauft eine Decarboxylierung zu Acetyl-CoA durch

den Pyruvat-Dehdyrogenasekomplex (PDH).

PDH: Pyruvat + CoA + NAD" — Acetyl-CoA + NADH + H" + CO,

Das in den Mitochondrien gebildete Acetyl-CoA wird in den ebenfalls in den Mitochondrien
lokalisierten Citrat-Zyklus eingeschleust und unter Gewinnung von Reduktionséquivalenten
zu Kohlendioxid gespalten (Abbildung 3.2).

Neben der durch die PDH katalysierten Reaktion kann Pyruvat Gber das Zwischenprodukt
Acetaldehyd durch eine der Aldehyd-Dehdyrogenasen (ALD) zu Acetat als Zwischenprodukt
oxidiert werden. Das Acetat wird im Cytosol Uber die Acetyl-CoA-Synthetase (ACS) unter
ATP-Verbrauch in Acetyl-CoA umgewandelt. Dieses cytosolische Acetyl-CoA wird zur
Fettsaurebiosynthese verwendet oder Uber den Carnitin-Shuttle in die Mitochondrien
transportiert (Schmalix und Bandlow 1993, Kohlhaw und Tan-Wilson 1977). Ergebnisse von
Flikweert et al. (1996) deuten darauf hin, dass unter physiologischen Bedingungen keine

reverse Reaktion, also kein Transport von mitochondrialem Acetyl-CoA ins Cytosol erfolgt.
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PDC: Pyruvat — Acetaldehyd + CO,

ALD: Acetaldehyd + NAD(P)" + H,O — Acetat + NAD(P)H + H*
ACS: Acetat + CoA + ATP — Acetyl-CoA + AMP + PP

Bilanz: Pyruvat + H,O + ATP + NAD(P)" —

Acetyl-CoA + CO, + AMP + PP + NAD(P)H + H*

Da diese Reaktionsfolge wie die durch die PDH katalysierte Reaktion letztendlich Pyruvat zu
Acetyl-CoA umsetzt und eine zur PDH konkurrierende Reaktion darstellt, wird sie als PDH-
Bypass bezeichnet. Da die Substrataffinitdt der PDH zehnmal hoher ist als die der PDC wird
der PDH-Bypass bei geringen intrazellularen Pyruvatkonzentration kaum genutzt. Bei
h6heren Pyruvatkonzentrationen wird die Kapazitat der PDH lberschritten und es kommt zu
einer verstarkten Nutzung des PDH-Bypasses, dessen Kapazitat die der PDH deutlich
ubersteigt (Pronk et al. 1996, van Dijken et al. 1993).

Citrat-Zyklus

Der Citrat-Zyklus (Abbildung 3.2) beginnt mit der durch die Citratsynthase katalysierten
Kondensation von Acetyl-CoA und Oxalacetat zu Citrat. Dieses wird durch die Aconitase zu
Isocitrat isomerisiert. AnschlieRend folgen die beiden Decarboxylierungsschritte mit Bildung
von NADH, von Isocitrat zu a-Ketoglutarat katalysiert durch die Isocitrat-Dehydrogenase
(IDH) und von a-Ketoglutarat zu Succinyl-CoA katalysiert durch die a-Ketoglutarat-
Dehydrogenase. Die Succinyl-CoA-Ligase hydrolysiert Succinyl-CoA zu Succinat unter
Gewinnung von ATP. Succinat wird unter Bildung von FADH, durch die Succinat-
Dehydrogenase (SDH) zu Fumarat oxidiert. Der Cofaktor FAD liegt nicht wie NAD" frei,
sondern stets als prosthetische Gruppe des Enzyms vor. Aus Fumarat wird durch die
Fumarase Malat gebildet. Im letzten Schritt des Citrat-Zyklus wird katalysiert durch die Malat-
Dehdyrogenase aus Malat Oxalacetat gebildet und der Kreislauf geschlossen. Alle
Reaktionen bis auf die Kondensation von Acetyl-CoA und Oxalacetat zu Citrat sowie die
beiden Schritt mit Kohlendioxidabspaltung sind reversibel. Die Bilanz des Citrat-Zyklus

ausgehend von Acetyl-CoA lautet:

Acetyl-CoA + 3 NAD" + FAD + ADP + P; + 2 H,0 —
2 CO, + 3NADH + 3 H" + FADH, + ATP + CoA
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Als Bilanz fur den Abbau von Ethanol oder Glucose iber den Citrat-Zyklus ergibt sich daher:

Ethanol + 3 H,O + 5 NAD" + FAD —
2 CO, + 5NADH + 5 H" + FADH,

Glucose + 6 H,O + 4 ADP + 4 P; + 10 NAD" + 2 FAD —
6 CO, + 4 ATP + 10 NADH + 10 H" + 2 FADH,

Anaplerotische Carboxylierung von Pyruvat

Intermediate des Citrat-Zyklus dienen auch als Vorstufen fir die Synthese von
Zellkomponenten und werden kontinuierlich durch den anabolen Stoffwechsel verbraucht.
Beispielsweise werden die Aminosauren Glutamat und Aspartat aus a-Ketoglutarat und
Oxalacetat durch Transaminierung gebildet und Succinyl-CoA wird zur Hambiosynthese
verbraucht.

Um diesen Verlust auszugleichen, erfolgt die anaplerotische Carboxylierung von Pyruvat zu

Oxalacetat durch Pyruvatcarboxylasen unter Verbrauch von ATP (Stucka et al. 1991):

Pyruvat + CO, + ATP — Oxalacetat + ADP + P;

Um den Citrat-Zyklus zur Biomassesynthese nutzen zu kénnen, ist selbst unter anaeroben
Bedingungen eine geringe Citrat-Zyklus-Aktivitdt vorhanden. Allerdings lauft kein kompletter
Zyklus ab, sondern der Citrat-Zyklus ist in einen oxidativen Teil und einen reduktiven Teil
aufgeteilt. Beide Zweige konnen bis zum Succinat laufen (Camarasa et al. 2003). Unter
anaeroben Bedingungen ist die SDH nicht aktiv und die Reaktion von Fumarat zu Succinat
wird durch zwei Fumaratreduktasen (OSM1 und FRD1) katalysiert (Enomoto et al. 1996,
Arikawa et al. 1998).

Atmungskette

Die beim Abbau von Glucose in der Glycolyse, bei der Decarboxylierung von Pyruvat und im
Citrat-Zyklus gebildeten reduzierten Cofaktoren NADH und FADH, werden Uber die in den
Mitochondrien lokalisierte Atmungskette reoxidiert, wobei durch die schrittweise Ubertragung
von Elektronen und Protonen auf Sauerstoff Energie in Form von ATP gewonnen wird

(oxidativen Phosphorylierung).
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Abbildung 3.3: Aufbau der Atmungskette von S. cerevisiae (hach Rosenfeld und Beauvoit 2003)

Abbildung 3.3 zeigt den Aufbau der Atmungskette bei S. cerevisiae. Im Gegensatz zu vielen
anderen Eukaryonten besitzt die Atmungskette von S. cerevisiae keine protonenpumpende
integrale NADH:Ubiquinon-Oxidoreductase (Komplex I). Die Oxidation von NADH erfolgt
stattdessen Uber nichtintegrale mitochondriale NADH-Dehydrogenasen (NDE1, NDE2 und
NDI1). Diese liefern nur Elektronen fir die Reduktion des lipophilen Elektronencarriers
Ubichinon (UQ) zu Ubichinol (UQH,) ohne zum protonenmotorischen Gradienten beizutragen
(de Vries und Marres 1987). Auch weitere mitochondriale Dehydrogenasen wie die SDH, die
Succinat zu Fumarat oxidiert und als Komplex Il der Atmungskette bezeichnet wird, oder die
Glycerin-3-Phosphat-Dehydrogenase  Ubertragen Uber kolvalent gebundenes FAD
Elektronen auf Ubichinon.

Durch Komplex Il (Cytochrom c-Reduktase) wird Ubichinol reoxidiert und Cytochrom c¢
reduziert. An Komplex IV (Cytochrom c-Oxidase) wird das Cytochrom c reoxidiert und
Sauerstoff zu Wasser reduziert. Die bei den Reaktionen von Komplex Il und VI freigesetzte
Energie wird genutzt um Protonen vom Matrixraum in den Intermembranraum zu pumpen
und einen Protonengradienten zu erzeugen. Dieser Protonengradient wird durch die ATP-
Synthase zur Erzeugung von ATP genutzt. Die Anzahl der gewonnen Molekiile an ATP pro

oxidiertem Atom Sauerstoff wird haufig durch das P/O-Verhéltnis dargestellt:

NADH + H* + 0,5 O, + P/O ADP + P/O P; — NAD" + H,O + P/O ATP
FADH, + 0,5 O, + P/O ADP + P/O P; — FAD + H,O + P/O ATP

Auf Grund des fehlenden protonenpumpenden Komplexes | liegt das P/O-Verhaltnis fur die
Oxidation von NADH oder FADH, theoretisch bei 1,5 und praktisch bei Werten zwischen 0,9
und 1,2 (Verduyn et al. 1991, Jouhten et al. 2008). Fir den kompletten respirativen Abbau
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von Glucose (bei Nutzung der PDH) oder Ethanol ergeben sich mit einem auf 1,0 gesetzten

P/O-Verhaltnis folgende Bilanzgleichungen:

Ethanol + 30, + 6 ADP + 6 P —» 2 CO, + 6 ATP + 3 H,O
Glucose + 6 O, + 16 ADP + 16 P; —» 6 CO, + 16 ATP + 6 H,O

Aus den Konzentrationen der Adenosinphosphate AMP, ADP und ATP lasst sich der "Energy
charge" (EC), der als Mal fir den energetischen Zustand einer Zelle gilt, nach Gleichung 4.6

zu bestimmen (Atkinson 1968).

___[ATP] +05[[ADP]
[ ATP] + [ADP] + [ AMP]

Gleichung 3.26

S. cerevisiae Zellen, die mit Glucose als Kohlenstoffquelle wachsen, besitzen einen EC
zwischen 0,75 - 0,85 (Ball und Atkinson 1975).

Redoxstoffwechsel

Wahrend NAD(H) das vorherrschende Reduktionsaquivalent des Katabolismus darstellt,
spielt NADP(H) im Anabolismus eine grof3e Rolle, da viele Reaktionen der Aminosaure-,
Lipid- und Nukleotid-Biosynthese NADPH als Reduktionsmittel nutzen (Bakker et al. 2001).
Das intrazellulare Redoxpotential wird hauptsachlich durch das NADH/NAD’-Verhaltnis
bestimmt (Bakker et al. 2001).

In S. cerevisiae wird der Grof3teil des NADPH im Cytosol Uber den oxidativen Part des
Pentosephosphat-Wegs gebildet, der Glucose-6-Phosphat zu Ribose-5-Phosphat
umwandelt. Mitochondriales NADPH wird hauptsachlich durch eine NADP*-abhangige
Isocitrat-Dehydrogenase generiert. Neben diesen Hauptreaktionen kann NADPH sowohl im
Cytosol als auch in den Mitochondrien (ber die NADP*-abhangigen Acetaldehyd-
Dehydrogenasen oder NADH-Kinasen, die NADH unter ATP-Verbrauch zu NADPH
umsetzen, gebildet werden.

Bei Hefen besteht zwischen den beiden Coenzymsysteme NAD*/NADH und NADP*/NADPH
keine Verbindung, da Hefen iber keine Transhydrogenase verfigen. Zudem existieren auf
Grund der Kompartimentierung und der Undurchldssigkeit der mitochondrialen Membran
jeweils getrennte Coenzympools in den Mitochondrien und im Cytosol (Bruinenberg et al.
1983b, Bruinenberg et al. 1983a, van Dijken und Scheffers 1986).
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3.3.5 Gluconeogenese und Glyoxylat-Zyklus

Da Glucose-6-Phosphat flr die Synthese von Zellbestandteilen benétigt wird, erfolgt in
Abwesenheit von Kohlenhydraten die Neusynthese von Glucose aus organischen Nicht-
Kohlenhydrat-Vorstufen, hauptséchlich ausgehend von Pyruvat und Oxalacetat. Diese
anaplerotischen Reaktionen werden unter dem Begriff Gluconeogenese zusammengefasst.
Um eine Verschwendung von ATP durch eine gleichzeitig stattfindende Glycolyse und
Gluconeogenese zu verhindern, sind sie getrennt und reziprok tber die Glucoserepression
und die Katabolitinaktivierung reguliert.

Zur Synthese von Glucose aus Pyruvat werden die sieben reversiblen Reaktionen der
Glycolyse verwendet. Die drei praktisch irreversiblen Reaktionen der Glycolyse, die Reaktion
von Glucose zu Glucose-6-phosphat, von Fructose-6-phosphat zu Fructose-1,6-bisphosphat
und von Phosphoenolpyruvat zu Pyruvat, werden durch alternative Enzyme tbernommen.
Pyruvat wird hierzu Uber Oxalacetat in Phosphoenolpyruvat umgewandelt, katalysiert durch
die Pyruvat-Carboxylase und Phosphoenolpyruvat-Carboxykinase. Die Fructose-1,6-
bisphosphatase wandelt Fructose-6-phosphat in Fructose-1,6-bisphosphat und die Glucose-
6-phosphat-Phosphatase Glucose-6-phosphat in Glucose um.

Zu den analperotischen Reaktionen z&hlt auch der Glyoxylat-Zyklus (Abbildung 3.2), eine
verklrzte Variante des Citrat-Zyklus, der dessen Decarboxylierungsschritte umgeht. Die
Bedeutung des Glyoxylat-Zyklus liegt in der Bereitstellung des C;-Koérpers Succinat
beziehungsweise aus Succinat gebildeter Metabolite des Citrat-Zyklus fir Biosynthesen beim
Wachstum auf Kohlenstoffquellen mit weniger als drei Kohlenstoffatomen. Hierzu z&hlen
Ethanol, Acetat sowie Fettsauren, da diese in Form des Abbauproduktes Acetyl-CoA in den
Stoffwechsel eingeschleust werden.

Der Glyoxylat-Zyklus beginnt wie der Citrat-Zyklus mit der Kondensation von Acetyl-CoA mit
Oxalacetat zu Citrat und der anschlie3enden Isomerisierung zu Isocitrat. Statt der oxidativen
Decarboxylierungsschritte des Citrat-Zyklus wird Isocitrat im Glyoxylat-Zyklus katalysiert
durch die Isocitrat-Lyase zu Glyoxylat und Succinat gespalten. Das Succinat wird zur
Nutzung im Citrat-Zyklus Uber einen Antiport-Mechanismus in die Mitochondrien
eingeschleust. Abbildung 3.2 zeigt einige der Proteine flr den Transport organischer Sauren
in und aus den Mitochondrien, daneben existieren weitere Transporter beispielsweise flr
Aminosauren (Kakhniashvili et al. 1997, Dickinson und Schweizer 2004). In S. cerevisiae
existieren mehrere mitochondriale Antiporter fir Di- und Tricarboxylate. Daneben werden
Pyruvat und Oxalacetat Uber Protonensymport transportiert (Pallotta et al. 1999, Palmieri et
al. 1997, Palmieri et al. 1999, Kakhniashvili et al. 1997, Kaplan et al. 1995).



Theoretischer Hintergrund 27

Glyoxylat kondensiert mit einem weiteren Molekul Acetyl-CoA katalysiert durch die Malat-
Synthase zu Malat. Wie im Citrat-Zyklus wird Malat anschlieRend zu Oxalacetat oxidiert. Die

Bilanz des Glyoxylat-Zyklus ausgehend von Acetyl-CoA lautet:

2 Acetyl-CoA + NAD" — Succinat + NADH + H" + 2 CoA

Damit gewinnt die Zelle nur 0,5 NADH pro Acetyl-CoA Uber den Glyoxylat-Zyklus gegenuber
3 NADH, 1 FADH; und 1 ATP pro Acetyl-CoA im Citrat-Zyklus. Wie Tabelle 3.2 und
Abbildung 3.2 zeigen, unterscheiden sich Citrat- und Glyoxylat-Zyklus bezlglich der

Isoenzyme sowie der Lokalisierung der Isoenzyme.

Tabelle 3.2: Isoenzyme des Citrat- und Glyoxylat-Zyklus (nach Saccharomyces Genome Database,

http://genome-www.stanford.edu/Saccharomyces).

Citrat-Zyklus Glyoxylat-Zyklus
Isoenzym Lokalisierung Isoenzym Lokalisierung
Citrat-Synthase CIT1 Mitochondrien CIT2 Peroxisomen,

Mitochondrien

Aconitase ACO1 Mitochondrien ACO1 Cytosol
Isocitrat-Dehydrogenase IDH Mitochondrien

o-Ketoglutarat- KGD Mitochondrien

Dehydrogenase

Succinyl-CoA-Synthetase LCS Mitochondrien

Succinat-Dehydrogenase SDH Mitochondrien

Fumarase FUM1 Mitochondrien,

Cytosol
Malat-Dehydrogenase MDH1 Mitochondrien MDH2 Cytosol
Isocitrat-Lyase ICL1 Cytosol
Malat-Synthase MLS1 Cytosol,
Peroxisomen*

* Lokalisierung ist abhangig von der Kohlenstoffquelle (Ethanol: Cytosol, Fettsduren: Peroxisomen)
(Kunze et al. 2002)
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3.3.6 Uberblick Uber die Haupt- und Nebenprodukte d  es anaeroben und

aeroben Kohlenstoffstoffwechsels

Abhangig von den Kultivierungsbedingungen und der Kohlenstoffquelle werden von
S. cerevisiae neben den bisher vorgestellten Produkten Biomasse, Ethanol und Kohlendioxid
auch weitere Metabolite gebildet. Tabelle 3.3 zeigt Wachstumsraten, Substrataufnahmeraten
und die Stoffwechselprodukte beim anaeroben Wachstum mit Glucose und beim aeroben
Wachstum von S. cerevisiae mit Glucose, Galactose und Ethanol.

Unter aeroben und anaeroben Satzbedingungen werden aus Glucose neben Ethanol auch
Glycerin, Acetat und Succinat gebildet. Neben den in Tabelle 3.3 gezeigten Produkten kann
S. cerevisiae auch in geringen Mengen weitere Nebenprodukte bilden. Dazu zéhlen
organischen Sauren (zum Beispiel Pyruvat, Citrat) sowie Aldehyde (hauptséachlich
Acetaldehyd) und Ketone wie beispielsweise Acetoin oder héhere Alkohole wie 2,3-Butandiol
(Dantigny et al. 1989, Romano und Suzzi 1993, Walker 1998).

Tabelle 3.3: Produkte des aeroben und anaeroben Stoffwechsels von S. cerevisiae (nach Gancedo

und Serrano 1989). n.a.: nicht angegeben

Anaerob Aerob®
Kohlenstoffquelle Glucose Ethanol Glucose Galactose
Wachstumsrate n.a. 0,1 0,35 0,25
Sauerstoffaufnahmerate, 0 130 45 90

pumol g min™
Aufnahmerate der Kohlen- n.a. 80 260 100

stoffquelle, pmol g™* min™

Prozentsatz der Kohlenstoffquelle genutzt zur

Ethanolbildung 85-95 - 70 - 80 55
Glycerinbildung 3-5 <0,5 75-11 2,5
Succinatbildung 05-1,5 - 0-04° -
Acetatbildung 0,2-0,5 <0,5 05-1 2
Kohlendioxidbildung - 55 3 15
Biomassebildung 0,4-2 40 10-13 25

% Minimalmedium mit Ammoniumsalz als Stickstoffquelle
b Abhéngig von der Stickstoffquelle
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Das Garprodukt Glycerin spielt eine wichtige Rolle beim Ausgleich der Redoxbilanz und der
Osmoregulation und -toleranz der Hefe. Die Glycerinbildung erfolgt ausgehend von
Dihydroxyacetonphosphat, einem Zwischenprodukt der Glycolyse. Dihydroxyacetonphosphat
wird durch die NAD'-abhangige Glycerin-3-phosphat-Dehdyrogenase zu Glycerin-3-
phosphat reduziert und diese durch die Glycerin-3-phosphatase dephosphoryliert (Prior und
Hohmann 1997). Wie die Bilanzgleichung der Bildung von Glycerin aus Glucose zeigt, erfolgt
bei der Glycerinbildung im Gegensatz zur alkoholischen Garung eine Nettobildung von NAD*

fur die allerdings ATP verbraucht wird:

Glucose + 2 ATP + 2 NADH + 2 H* — 2 Glycerin + 2 ADP + 2 P; + 2 NAD"

Eine Biomassebildung fuhrt bei S. cerevisiae neben einem Nettoverbrauch von NADPH zu
einer Nettoproduktion von NADH. Wahrend dieser NADH Uberschuss wéhrend dem
respirativen Wachstum durch die Atmungskette regeneriert werden kann und so zur
Enenergiegewinnung beitragen kann, erfolgt unter anaeroben Bedingungen der Ausgleich
der Redoxbilanz Uber die Glycerinbildung (Bakker et al. 2001). Bei hoher extrazellularer
Osmolaritat wirkt Glycerin als wichtigste osmoprotektive Verbindung (Nevoigt und Stahl
1997).

Das als Zwischenprodukt des PDH-Bypasses gebildete Acetat wird nur unter bestimmten
Wachstumsbedingungen, beispielsweise beim Ubergang von Glucoselimitierung zu
Glucoseuberschul3, in grolieren Mengen in das Medium sekretiert (van Urk et al. 1990). Die

Bilanz der Acetatbildung aus Glucose lautet:

Glucose + 2 H,O + 2 ADP + 2 P, + 4 NAD" —
2 Acetat + 2 CO, + 2 ATP + 4 NADH + 4 H*

Die Succinatbildung aus Glucose kann Uber den oxidativen oder reduktiven Zweig des Citrat-
Zyklus erfolgen (Heerde und Radler 1978, Oura 1977).

"Oxidativer” Zweig des Citrat-Zykluses:
Glucose + 2 H,O0 + 2 ADP + 2 P+ 5 NAD" —
Succinat + 2 CO, + 2 ATP + 5 NADH + 5 H*

"Reduktiver” Zweig des Citrat-Zykluses:
Glucose + 2 CO, + 2 NADH + 2 H" — 2 Succinat + 2 NAD" + 2 H,O
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Es erfolgt keine Succinatbildung Uber den Glyoxylat-Zyklus, da die Isocitrat-Lyase durch
Glucose reprimiert ist (Duntze et al. 1969). Die Stickstoffquelle besitzt einen deutlichen
Einfluss auf die Succinatbildung (Heerde und Radler 1978, Kleinzeller 1941). Bezogen auf
die anorganische Stickstoffquelle Ammoniumsulfat als Referenz erhohte sich die
Succinatbildung unter anaeroben Bedingungen bei organischen Stickstoffquellen wie
Aspartat (Faktor 2,5) oder Glutamat (Faktor 14,2) (Heerde und Radler 1978). Unter aeroben
Bedingungen erfolgt eine Succinatbildung nur in reichhaltigen Medien, wie beispielsweise
Komplexmedien oder Medien mit Zusatz der Aminosaure Glutamat, Uber den oxidativen
Zweig des Citrat-Zyklus (Gancedo und Serrano 1989).

Galactose als Kohlenstoffquelle 16st einen geringeren Glucoserepressionseffekt als Glucose
aus, wodurch sich im Vergleich zu Glucose eine Verschiebung des respiro-fermentativen
Stoffwechsels in Richtung Respiration ergibt (Gancedo 1998, Gancedo und Serrano 1989).
Dies resultiert in einer hoheren Sauerstoffaufnahmerate und einer verbesserten

Biomasseausbeute (Tabelle 3.3).

3.4 Zentraler Stickstoffmetabolismus von Saccharomyces
cerevisiae

S. cerevisiae ist in der Lage, ein breites Spektrum an anorganischen und organischen
Stickstoffquellen zu nutzen. Diese werden in Abh&angigkeit der jeweils erreichbaren
Wachstumsrate als gute Stickstoffquellen wie Ammonium, Glutamat, Glutamin und
Asparagin und schlechte Stickstoffquellen wie Prolin und Harnstoff eingeteilt (Magasanik und
Kaiser 2002). Neben der Katabolitrepression durch Glucose existiert ein analoges
Phanomen, das als Stickstoff-Katabolitrepression bezeichnet wird. Stickstoffquellen kénnen
an Hand des Stickstoff-Repressionseffektes eingeordnet werden (Aufreihung mit

ansteigendem Repressionseffekt, Hofman-Bang 1999):
Prolin < Harnstoff < Glutamat < Ammonium < Asparagin/Glutamin

Glutamat und Glutamin bilden die zentralen Knotenpunkte des Stickstoffmetabolismus tber
die alle weiteren Aminosauren oder andere stickstoffhaltige Vorstufen fiir die Biosynthese
gebildet werden. Wie Abbildung 3.4 zeigt, werden mit Ammonium als Stickstoffquelle beide
Aminosauren aus a-Ketoglutarat synthetisiert (Magasanik und Kaiser 2002). Neben
a-Ketoglutarat werden auch weitere Verbindungen des zentralen Kohlenstoffmetabolismus

zur Aminosaurebiosynthese genutzt.
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NADH NAD*
\ GOGAT j
NH,* NH,*

NADPH NADP* ATP ADP

\ NADPH-GDH / R \ GS .
a-Ketoglutarat = Glutamat < Glutamin

/ NAD*-GDH \ / GLS

NADH NAD* NH,*

NH,*

Citratzyklus Aminosauren Aminosauren

Purine, Pyrimidine

Abbildung 3.4: Zentraler Stickstoffmetabolismus in S. cerevisiae (ter Schure et al. 2000, Magasanik
und Kaiser 2002). Die beiden zentralen Komponenten des Stickstoffmetabolismus, Glutamat und
Glutamin, werden mit Ammonium als Stickstoffdonor aus a-Ketoglutarat synthetisiert. GLS:
Glutaminase, GOGAT: Glutamat-Synthase, GS: Glutamin-Synthetase, NAD*-GDH: NAD"-abh&ngige
Glutamat-Dehydrogenase, NADPH-GDH: NADPH-abhangige Glutamat-Dehydrogenase.

Beispiele hierfir sind folgende Reaktionen, die Oxalacetat, Pyruvat oder Glyoxylat
verwenden, und die enge VerknUpfung des zentralen  Stickstoff- und
Kohlenstoffmetabolismus zeigen (Walker 1998, Dickinson und Schweizer 2004, Villas-Boas
et al. 2005, Usaite et al. 2006):

Biosynthese von Alanin aus Pyruvat durch die Alanin-Transaminase:

Glutamat + Pyruvat = a-Ketoglutarat + Alanin

Synthese von Aspartat aus Oxalacetat katalysiert durch die Aspartat-Aminotransferase:

Oxalacetat + Glutamat = Aspartat + a-Ketoglutarat

Biosynthese von Glycin aus Glyoxylat, beim Wachstum auf nicht-fermentierbaren

Kohlenstoffquellen, durch die Alanin-Glyoxylat-Aminotransferase:

Glyoxylat + Alanin = Glycin + Pyruvat
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3.5 Bernsteinsaure

3.5.1 Vorkommen und Eigenschaften

Bernsteinsaure, eine aliphatische Dicarbonsaure, wurde erstmals 1546 von Georgius

Agricola durch trockene Destillation von Bernstein dargestellt. Bernsteinsdure kommt

naturlich in vielen Frichten, Gemusen, Pilzen, Flechten, Holzern, fossilen Harzen und

Braunkohle vor. Gleichzeitig ist sie ein Zwischenprodukt des Citrat-Zyklus. Bei einigen

Mikroorganismen ist Bernsteinsaure auch ein Endprodukt des anaeroben Stoffwechsels

(Cornils und Lappe 2002).

Tabelle 3.4: Bernsteinsaure (Cornils und Lappe 2002)

IUPAC Nomenklatur

1,2-Ethandicarbonséaure

Alternative Namen

Butandisaure

Succinylsaure

Summenformel C,HgO4
Strukturformel 0]
HO
OH

0
CAS-Nummer 110-15-6
Aussehen kristallin, farblos
Geschmack sauer und salzig

Molekulargewicht
Dichte
Schmelzpunkt
Siedepunkt

Loslichkeit in Wasser

PKs

118,09 g mol™

1,57 gcm3

188 C

235 C

58 gL* (20 T)
pKs1 4,21, pKs, 5,62

Tabelle 3.4 fasst

Bernsteinsdure zusammen. Die Bernsteinsauresalze und

bezeichnet.

alternative  Bezeichnungen,

sowie

die Stoffeigenschaften der

-ester werden als Succinate
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Mehrwertige Carbonsauren wie Bernsteinsdure dissoziieren stufenweise, wobei die

Reaktionen im Gleichgewicht miteinander stehen:
C4H604 = C4H504_ + H+ = C4H4O42_ +2 H+

Die pH-abhangige Verteilung der drei Formen ist Abbildung 3.5 dargestellt. Bei pH 4,21
(pKsy) liegt das Verhdltnis der Konzentrationen an C4HsO, und C4HsO, und bei pH 5,62

Ks,) das Verhaltnis der Konzentrationen an C,Hs0, und C,H,0,* bei annahernd 50 %.
p

sz1 pKS1 + pKSZ szz

\\ 2 r/,

1 . ' ;
P |
= 0,1 1 |
& |
o |
B |
S \
© |
= 0,01 !
g |
S |
x |

0,001 ++# ; — \ \
1 2 3 4 5 6 7 8 9

Abbildung 3.5: Verteilungsdiagramm der Bernsteinsdureformen C4HgO, (diinne schwarze Linie),
C,4HsO, (dicke schwarze Linie) und C,H,0,” (dicke graue Linie) als Funktion des pH (25).

3.5.2 Industrielle Bedeutung und Produktion von Ber nsteinsaure

Jahrlich werden weltweit 15.000 Tonnen Bernsteinsaure hauptséchlich tGber chemische
Katalyse Uber die Hydrierung von Maleinsaureanhydrid hergestellt (Zeikus et al. 1999). Bei
Maleinsaureanhydrid handelt es sich um die zentrale C,4-Plattformchemikalie, die ausgehend
vom fossilen Rohstoff Erdél Uber die C,-Fraktion von Naphtha (n-Butan/Butadien) gewonnen
wird. Alternativ kann Bernsteinsaure auch Uber die Hydrierung von Maleinsaure oder
Fumarat und die Oxidation von 1,4-Butandiol produziert werden (Cornils und Lappe 2002).

Bereits seit Robert Koch nachwies, dass Bernsteinsaure einen positiven Einfluss auf den
menschlichen Metabolismus besitzt und nicht im menschlichen Kérper akkumuliert, wird

Bernsteinsaure haufig als Sauerungsmittel, Geschmacksverstarker und Konservierungsmittel
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in der Lebensmittelindustrie verwendet. Zudem wird Bernsteinsaure heutzutage als Tensid,
Detergenz, Chelator, Schaumbildner, Streckmittel und als Additiv im Pharma- und
Agrarsektor eingesetzt. Der Marktwert fir die genannten Einsatzgebiete von Bernsteinsaure
als Spezialchemikalie liegt bei 400 Millionen US-$ pro Jahr (McKinlay et al. 2007, Sauer et
al. 2008).

Die petrochemische Synthese von Bernsteinsaure erfordert Schwermetallkatalysatoren, den
Einsatz von Losemitteln, hohe Temperaturen und hohe Dricke. Auf Grund von 6kologischen
und 6konomischen Vorteilen wurde Bernsteinsaure von der Europaischen Kommission und
vom U.S. Department of Energy als einer der attraktivsten Kandidaten fur nachhaltig

produzierte Plattformchemikalien eingestuft (Werpy und Petersen 2004, Patel 2006).

Fossile
Rohstoffe

Q

oﬁo

Maleinsaureanhydrid

Maleinséure,
Aspartat, Itaconsaure
- Nachwachsende
Rohstoffe
0
HO
Dimethylsuccinate < OH e Zusatzin
. 0
1,4-Butandiol, Lebensmitteln,
Tetrahydrofuran Bernsteinsaure Diingern,
Pharmazeutika
Succimide Spezialchemikalien
Hydrgxysuc_mmde, 2-Pyrrolidinon Korrosmns_schutzmlttel,
Maleinsuccimid Detergenzien,
y-Aminobuttersaure, Tensid
Butyro-1,4-lacton
Breite Spezielle
Einsatzgebiete Anwendungen

Abbildung 3.6: Herstellungswege und Einsatzmaéglichkeiten von Bernsteinsaure (nach Song und Lee
2006 und nach Zeikus et al. 1999)
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Es wird angestrebt den C,-Korper Bernsteinséure tber mikrobielle Produktionsverfahren aus
erneuerbaren Rohstoffen zu produzieren, um das aus fossilen Rohstoffen gewonnene
Maleinsdureanhydrid als C,-Plattformchemikalie  durch  "Bio-Bernsteinsaure" aus
nachwachsenden Rohstoffen ablésen. Abbildung 3.6 zeigt einige Massen- und
Spezialchemikalien fur die Bernsteinséure als Rohstoff dienen kann. Tabelle 3.5 gibt einen

Uberblick tiber einige ausgewéhlte Bernsteinsaurederivate.

Tabelle 3.5: Endprodukte ausgewahlter Bernsteinsaurederivate (Zeikus et al. 1999, Paster et al. 2003,
Werpy und Petersen 2004, McKinlay et al. 2007)

Chemikalie Aktuelle MarktgréRe,  Anwendungen

Tonnen pro Jahr

1,4-Butandiol 309 000 Losemittel, chemisches und pharmazeutisches
Zwischenprodukt zur Herstellung von
Tetrahydrofuran, y-Butyrolacton,

Polybutylenterephthalat und Harzen

Tetrahydrofuran 166 000 Losemittel, Hauptbestandteil von Druckertinten,
magnetischen Filmen und bei der

Elasthanfaserproduktion

y-Butyrolacton 48 000 Losemittel, Herstellung von Pyrrolidonen,

Pharmazeutika, Farben und Epoxyklebstoffe

Salze der 92 000 Enteiser, Inhaltsstoff von Herbiziden

Bernsteinsaure

Ester der > 40 000 Ldsemittel wie Diethylester, Polymere wie
Bernsteinsaure Bionelle (4,4-Polyester)
Pyrrolidone 30 000 Ldsemittel wie N-Methylpyrrolidon

Der Bedarf an "Bio-Bernsteinsaure" als neue Plattformchemikalie wird auf 270.000 Tonnen
pro Jahr mit einem Marktwert der Produkte von 15 Milliarden US-$ geschatzt (Zeikus et al.
1999, Willke und Vorlop 2004).
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3.5.3 Ansétze zur biotechnologischen Bernsteinsaure produktion

Eine biotechnologische Succinatproduktion basiert darauf, dass Succinat im Citrat-Zyklus als
Intermediat des aeroben Stoffwechsels beziehungsweise bei einigen Mikroorganismen als
ein Endprodukt des anaeroben Stoffwechsels auftritt. Basierend auf der Elektronenbilanz
kénnen theoretisch aus 1 mol Glucose 1,71 mol Succinat gebildet werden und bei der
zusatzlichen Verwendung von Reduktionsmitteln wie Wasserstoff 2 molsyccinat MOlgiucose -
(McKinlay et al. 2007).

Zur Etablierung einer industriellen biotechnologischen Bernsteinsaureproduktion existieren
zwei Ansatze. Der erste Ansatz ist die Suche nach natirlichen, stark Bernsteinséaure
sekretierenden Mikroorganismen. Der zweite Ansatz ist die Konstruktion eines
rekombinanten Bernsteinsaureproduzenten basierend auf einem in der WeilRen
Biotechnologie etablierten Plattformorganismus mittels "Metabolic Engineering" (McKinlay et
al. 2007). Der Begriff "Metabolic Engineering”, umfasst die sowohl gentechnische
Modifikation von enzymatischen Prozessen als auch Transport- oder regulatorischen
Prozessen der Zelle, um eine zielgerichtete Verbesserung zellularer Eigenschaften,

beispielsweise einer Produktbildung zu erzielen (Bailey 1991).

Naturliche Bernsteinsdureproduzenten

Die Mehrzahl der bislang isolierten und beschriebenen Mikroorganimen, die Bernsteinsaure
natirlich unter anaeroben Bedingungen als Hauptgarprodukt in hoher Konzentration bilden,
wurden aus dem Rumen von Wiederkauern isoliert. Zu diesen Bernsteinsaureproduzenten
zahlen Actinobacillus succinogenes, Mannheimia succiniproducens oder Basfia
succiniciproducens (Guettler et al. 1999, Lee et al. 2002, Scholten und Dagele 2008). Auch
aus anderen tierischen Verdauungssystemen konnten Succinatproduzenten wie
beispielsweise Anaerobiospirillum succiniciproducens isoliert werden (Davis et al. 1976,
Nghiem et al. 1997).

Fur A. succiniciproducens und die Rumenbacterien A. succinogenes und
M. succiniproducens ist beschrieben, dass unter anaeroben Bedingungen eine
Succinatbildung Uber den reduktiven Zweig des Citrat-Zyklus unter Kohlendioxidfixierung
erfolgt (Abbildung 3.7) (Samuelov et al. 1991, McKinlay et al. 2005, Lee et al. 2006). Die
Succinatproduktion wird durch hohe Kohlendioxid- und Wasserstoffkonzentrationen
beginstigt (Samuelov et al. 1991). Auf Grund der engen Verwandtschaft von
B. succiniciproducens zu M. succiniproducens kann auch fiir B. succiniciproducens der oben
beschriebene Weg zur Succinatbildung angenommen werden (Scholten und Déagele 2008).
Das Uber Kohlendioxidfixierung aus Phosphoenolpyruvat (PEP) gebildete Oxalacetat wird

uber Malat und Fumarat zu Succinat umgesetzt, wobei 2 mol NADH pro mol Succinat
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benotigt werden. Uber die Glycolyse werden beim Abbau von 1 mol Glucose zu 2 mol PEP
jedoch nur 2 mol NADH generiert. Daher kdnnen auf dem fermentativen Weg Ausbeuten von
bis zu 2 MOlsyccinat MOlgeose - NUT erzielt werden, wenn Wasserstoff als Reduktionsmittel
verfugbar ist. Allerdings fuhrt der Einsatz von Wasserstoff zu einem erhéhten Sicherheits-
und Kostenaufwand. Praktisch reduziert sich die Ausbeute daher auf 1 molsyccinat MOlgucose
wenn die Reduktionsaquivalente ausschlie3lich aus der Glycolyse stammen (McKinlay et al.
2007, Cox et al. 2006).

Glucose
C P
AD

Glycerinaldehyd-3-Phosphat

/ NAD*
\'NADH
/ ADP
\ATP
ADP
Phosphoenolpyruvat ADP NADH NAD*
ATP
ATP
Lactat
Co,
Oxalacetat Pyruvat = = = = = = » Formiat
N ADHD CoA X
NAD* - a NADH
Malat Acetyl CoA
NAD*
v v Acetaldehyd NADH
Fumarat Acetylphosphat NAD*
XH ATP ADP
Ethanol
X ADP C ATP
Succinat Acetat
Hohe CO,-Konzentration I I Niedrige CO,-Konzentration

Abbildung  3.7: Reduktive  Succinatbildung der natirlichen  Bernsteinsdureproduzenten
Anaerobiospirillum succiniciproducens und den Rumenbakterien Actinobacillus succinogenes und

Mannheimia succiniproducens ausgehend von Glucose (Samuelov et al. 1991).

Tabelle 3.6 gibt einen Uberblick Uber die erzielten Produktkonzentrationen, Produktivitaten

und Ausbeuten der natirlichen Bernsteinsdureproduzenten.
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Tabelle 3.6: Vergleich der Ansétze zur biotechnologischen Bernsteinsaureproduktion aus Glucose (wt:

Wildtyp, m: durch Selektionsdruck erzeugte spontane Mutante, rek: rekombinant)

Mikroorganismus End- Aus- Neben- Kultivierungs- Quelle

konzen- beute, produkte, bedingungen

tration, gg' glL*

gL* (mol

mol™)
Anaerobiospirillum  wt 50 0,90 Acetat: 14, anaerob, Glassner und
succiniciproducens (1,37) Formiat: 1  Satzverfahren, Datta 1992
ATCC 53488 Komplexmedium
Actinobacillus wit 44 0,84 Pyruvat: 7, anaerob, Guettler et al.
succinogenes (1,28) Acetat: 4, Satzverfahren, 1996a
130z Formiat: 1, Komplexmedium
Actinobacillus m 106 0,83 Acetat: 18, anaerob, Guettler et al.
succinogenes (1,27) Pyruvat: 2, Satzverfahren, 1996b
FZ53 Formiat: 1, Komplexmedium
Propionat: 2

Mannheimia wit 14 0,68 Acetat: 7, anaerob, Lee et al.
succiniciproducens (1,04) Formiat: 7  Satzverfahren, 2002
MBELS5E Komplexmedium
Mannheimia rek 52 0,76 Malat: 12, anaerob, Lee et al.
succiniciproducens (1,16) Pyruvat: 12 Zulaufverfahren 2006
LPK7; IdhA::KmR (intermittierend),
fIB::CmR Komplexmedium
ptaackA::SpR
Basfia wit 6 0,60 Acetat:3, anaerob, Scholten und
succiniciproducens (0,92) Formiat:1  Satzverfahren, Déagele 2008
DD1 Komplexmedium
Corynebacterium rek 146 0,92* Acetat: 16 aerobe Anzucht, Okino et al.
glutamicum; AldhA- (1,40%) Satzverfahren, 2008

pCRA717

Komplexmedium,

Zellaufkonzentierung,

anaerobe Produktion,

Zulaufverfahren
(intermitierend),

definiertes Medium
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Mikroorganismus End- Aus- Neben- Kultivierungs- Quelle
konzen- beute, produkte, bedingungen
tration, gg' glL*
gL* (mol
mol™)
Escherichia coli rek 11 0,45 Ethanol: 7, anaerob, Millard et al.
JCL1208(pPC201); (0,69) Acetat: 5, Satzverfahren, 1996
pepc+ Lactat: 4, Komplexmedium
Formiat: 1
Escherichia coli rek 99 1,17* Acetat: 10, aerobe Anzucht, Vemuri et al.
AFP111/pTrc99A- (1,78*) Ethanol: 5  Zulaufverfahren, 2002b
pyc; Komplexmedium:
ApfIAB::CmR IdhA:: anaerobe Produktion,
KmR ptsG- pyc+ Zulaufverfahren,
Komplexmedium
Escherichia coli rek 40 1,05* Formiat: 2, aerobe Anzucht, Sanchez et
SBS550MG/pHL413; (1,60*%) Acetat: 1 Satzverfahren al. 2005
AadhE AldhA, Komplexmedium;
AiclR Zellaufkonzentierung;
Aack-pta::CmR pyc+ anaerobe Produktion,
Zulaufverfahren,
(intermitierend),
Komplexmedium
Escherichia coli rek 58 0,66 Pyruvat: 6, aerab, Lin et al.
HL27659k/pKK313; (1,01) Acetat: 3 Zulaufverfahren, 2005b
AsdhAB AackA-pta Komplexmedium
ApoxB AiclR

AptsG pepc+

* Bei zweistufigen Prozessen mit Anzuchtphase bezieht sich die angegebene Ausbeute nur auf die

Produktionsphase.
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B. succiniciproducens ist in der Lage Rohglycerin statt Glucose zur Succinatproduktion zu
verwenden, wodurch auch die Nebenproduktbildung von Acetat und Lactat absinkt. Daher ist
dieser Organismus trotz der geringen Succinatproduktion aus Glucose ein potentieller
Kandidat zur industriellen Succinatproduktion (Scholten und Dagele 2008, Scholten et al.
2009).

Trotz hoher natirlicher Produkttiter und guter Produktivitaten beschranken mehrere Faktoren
den industriellen Einsatz der natirlichen Bernsteinsdureprodzenten. Bei allen natirlichen
Bernsteinsaureproduzenten werden unerwinschte Nebenprodukte erzeugt (Acetat,
Formiat, ...). Organische Sauren als Nebenprodukte erschweren jedoch die Aufreinigung der
Bernsteinsaure (Kurzrock und Weuster-Botz 2009). Eine gezielte Optimierung durch
Metabolic Engineering beziglich der Nebenproduktbildung durch Deletionen ist bislang
lediglich fir M. succiniproducens beschrieben (Lee et al. 2006).

B. succiniciproducens zeigt unerwinschtes Wandwachstum in Reaktoren (Scholten et al.
2009). Anaerobiospirillum succiniciproducens ist strikt anaerob und bereits geringste Mengen
an Sauerstoff kdnnen zu genetischen Instabilitaten fihren (Nghiem et al. 1997, Lin et al.
2005c). Strikt anaerobe Kultivierungen sind im industriellen Maf3stab nur mit groRem
Aufwand umzusetzen. A. succiniciproducens wéchst nur bis 70 g L™ Glucose im Medium und
der Metabolismus wird bei 96 g L™ Natriumsuccinat im Medium vollstéandig inhibiert (Guettler
et al. 1996a). Zudem kann A. succiniciproducens bei immunreprimierten Menschen zu
Infektionen fuhren (McNeil et al. 1987). Die Rumenbacterien A. succinogenes,
M. succiniproducens und B. succiniciproducens sind eng verwandt mit bekannten
Pathogenen wie Actinobacillus pleuropneumonia und Haemophilus influenza (McKinlay et al.
2007). Fur A. succinogenes und M. succiniproducens wird bei Hong et al. (2004) und
McKinlay et al. (2007) beschrieben, dass viele Virulenzgene im Vergleich zu den pathogenen
Verwandten modifiziert sind. Es wurden noch keine Erkrankungen durch diese
Mikroorganimen beschrieben, dennoch fehlt der Beweis der Apathogenitat.

Generell ist bei allen vier genannten nattirlichen Succinatproduzenten das Wissen uber die
Physiologie und den Stoffwechsel gering und liickenhaft und es sind keine oder erst seit
kurzem Genomsequenzen und erste gentechnische Methoden verfligbar. Zudem fehlen die

Erfahrungen beziglich eines grofRtechnischen industriellen Einsatzes (McKinlay et al. 2007).
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Metabolic Engineering von industriellen Plattformor ganismen

Die oben genannten Nachteile umgeht der zweite Ansatz zur mikrobiellen
Bernsteinsaureproduktion. Der Stoffwechsel von bereits industriell etablierten und
umfassend charakterisierten Mikroorganismen, deren natirliche Succinatbildung gering ist,
wird per Metabolic Engineering in Richtung Succinat umgelenkt. Bislang wurde dieser Ansatz
fur zwei prokaryontische Plattformorganismen publiziert: Escherichia coli und
Corynebacterium glutamicum. Bei beiden wurden zunachst rekombinante Mikroorganismen
fur die anaerobe Succinatproduktion beschrieben, die wie die Rumenbakterien Succinat tber
den reduktiven Zweig des Citrat-Zyklus im Rahmen einer gemischten Sauregarung bilden.
Im Gegensatz zu den Rumenbakterien konnte durch umfassende Kenntnisse der
Stoffwechselwege, die Verfigbarkeit von gentechnischen Werkzeugen und der
Genomsequenz eine Nebenproduktbildung in den Stammen durch eine gezielte Deletion der
entsprechenden Wege weitestgehend unterbunden und die fur die reduktive Succinatbildung
essentielle Kohlendioxidfixierung durch homo- und heterologe Uberexpressionen gestarkt

werden.

Corynebacterium glutamicum

C. glutamicum ist ein aerobes Bakterium, das zur groftechnischen Produktion von
Aminosauren wie Glutamat und Lysin eingesetzt wird. Dass industrielle Stamme von
C. glutamicum bis zu 150 g L™ Natriumglutamat produzieren und tolerieren, zeigt die
Unempfindlichkeit von C. glutamicum gegeniber hohen lonenstarken (Zeikus et al. 1999,
Pfefferle 2003, lkeda 2003). Allerdings ist C. glutamicum empfindlich gegentber einem
niedrige pH (Follmann et al. 2009). Unter anaeroben Bedingungen wurde kein Wachstum
beschrieben, allerdings kann C. glutamicum unter anoxischen Bedingungen Glucose zu der
organischen Saure Lactat als Hauptprodukt sowie geringen Mengen an Succinat und Acetat
umsetzen (Inui et al. 2004). Mit einem Stamm mit Deletion der Lactat-Dehdyrogenase und
Uberexpression der Pyruvat-Carboxylase erzielten Okino et al. (2008) eine
Succinatkonzentration von 146 g L™ unter anaeroben Bedingungen (Tabelle 3.6). Die Zellen
wurden nach einer aeroben Anzucht abgetrennt und aufkonzentiert, um sie fur die
Produktionsphase zu nutzen. Die anaeroben Umsetzungen von Glucose zu Succinat sind
bislang ausschlieflich fur pH-geregelte "leicht gertihrte Flaschen" dokumentiert. Bislang sind

fur die Succinatproduktion mit C. glutamicum keine reaktionstechnischen Daten verfiigbar.

Escherichia coli

E. coli bildet im Rahmen der gemischten S&uregarung unter anaeroben Bedingungen Lactat,
Acetat, Ethanol und Succinat (Clark 1989). Eine Erh6hung der anaeroben

Succinatproduktion wurde durch eine Verstarkung der Kohlendioxidfixierung zur Erhéhung
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der intrazellularen Oxalacetatkonzentration erzielt, beispielsweise durch die Uberexpression
der homologen PEP-Carboxylase (PEPC) oder PEP-Carboxykinase (PEPCK) oder der
heterologen Pyruvat-Carboxylase (PYC) aus Lactococcus lactis oder Rhizobium etli, der
PEPC aus Sorghum vulgare oder der PEPCK aus Actinobacillus succinogenes (Millard et al.
1996, Lin et al. 2005e, Gokarn et al. 2001, Kim et al. 2004). Weitere Verbesserungen wurden
durch Erhéhung der Konzentration an Pyruvat durch Deletion der Lactat-Dehydrogenase
(LDH) und Pyruvat-Formiat-Lyase (PFL) und der Konzentration an PEP durch Blockade des
glucosespezifischen Phosphotransferasesystems (ptsG) erzielt (Donnelly et al. 1998,
Chatterjee et al. 2001).

Neben rein anaeroben Prozessen wurden bei E. coli wie bei C. glutamicum auch zweistufige
Prozesse mit einer vorgeschalteten aeroben Phase zur Biomassegenerierung beschrieben
(Chatterjee et al. 2001, Vemuri et al. 2002a, Vemuri et al. 2002b). Bei Untersuchungen zum
Ubergang aus der aeroben Anzucht- in die anaerobe Produktionsphase wurde der Glyoxylat-
Bypass als Weg zur Succinatbildung entdeckt (Vemuri et al. 2002a). Wie in S. cerevisiae
dient der Glyoxylat-Zyklus in E. coli nativ zum Wachstum auf C,-Korpern wie Acetat und ist in
Gegenwart von Glucose reprimiert (Kornberg 1966). Die Enzyme des Glyoxylat-Bypasses,
Isocitrat-Lyase  (AceA) und Malat-Synthase (AceB) sind im aceBAK-Operon
zusammengefasst. Zudem wird von diesem Operon auch das regulatorische Enzym
Isocitrat-Dehydrogenase-Kinase/Phosphatase  (AceK) codiert, das die Isocitrat-
Dehydrogenase durch eine Phosphorylierung reversibel inaktivieren kann, um den Fluss
zwischen Citrat- und Glyoxylat-Zyklus zu steuern. Die Expression des aceBAK-Operons wird
Uber einen transkriptionellen Repressor (iclR) reguliert (Maloy und Nunn 1982, Chung et al.
1988, LaPorte 1993).

Die Succinatbildung Uber den reduktiven Zweig des Citrat-Zyklus ist auf Grund der
Redoxbilanz wie oben beschrieben in Abwesenheit von externen Reduktionsmitteln wie
Wasserstoff auf 1 molsyccina MOlgueose - limitiert. Durch die zusatzliche Nutzung des Glyoxylat-
Zyklus auch unter anaeroben Bedingungen werden weitere Reduktionsaquivalente
bereitgestellt und die maximale theoretische Ausbeute erhéht sich auf
1,7 MOlsyccinat MOlgiucose - (Cox et al. 2006). Uber diesen Ansatz wurde wie Tabelle 3.6 zeigt
mit 99 g L™ die bislang héchste Succinatkonzentration bei E. coli erreicht (Vemuri et al.
2002b). Von Sanchez et al. (2005) wurde der Glyoxylat-Bypass durch Deletion des
Repressors des Glyoxylat-Operons konstitutiv aktiviert und die Nebenproduktbildung des
Stammes durch weitere Deletionen (Alkohol-Dehdyrogenase (ADH), Phosphotransacetylase
(PTA), Acetat-Kinase (ACK)) minimiert Den resultierenden flr eine anaerobe

Succinatbildung ausgelegten Stoffwechsels dieses E. coli Stammes zeigt Abbildung 3.8A.
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Abbildung 3.8: Succinatproduktion mit E. coli unter Nutzung des Glyoxylat-Bypasses

A: E. coli Stamm aus Sanchez et al. (2005) zur anaeroben Succinatproduktion unter Nutzung des
Glyoxylat-Bypass. Deletiert sind die Lactat-Dehydrogenase (LDH), die Phosphotransacetylase (PTA)
und Acetat-Kinase (ACK) zur Unterbrechung der Acetathildung und die Alkohol-Dehdyrogenase
(ADH) zur Minimierung der Nebenproduktbildung. Der Glyoxylat-Bypass ist durch Deletion des
Repressors des Glyoxylat-Operons (iclR) konstitutiv aktiviert und es ist eine heterologe Pyruvat-
B: E. coli (2005d) zur aeroben
Succinatproduktion unter Nutzung des Glyoxylat-Bypasses. Deletiert sind PTA, ACK und die Pyruvat-

Carboxylase (PYC) Uberexprimiert. Stamm aus Lin et al.
Oxidase (POX) zur Unterbrechung der Acetatbildung und die Succinat-Dehydrogenase (SDH). Der
Glyoxylat-Bypass ist durch Deletion des Repressors des Glyoxylat-Operons (iclR) konstitutiv aktiviert
und es ist eine heterologe PEP-Carboxylase (PEPC) tberexprimiert.
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Die bislang beschriebene anaerobe Prozessfihrung fuhrt zu hohen Succinatkonzentrationen,
aber auf Grund langsamer Wachstums- und Glucoseaufnahmeraten zu geringen
Produktivitdten (Lin et al. 2005c). Bei den zweistufigen aerob-anaeroben Prozessen ist
gerade der Zeitpunkt des Umschaltens und der Zustand der Zellen beim Umschalten ein
kritischer Faktor des Prozesses, dessen industrielle Umsetzung problematisch ist (Wu et al.
2007, Vemuri et al. 2002a, Vemuri et al. 2002b). Zudem kénnen bei anaeroben Prozessen
Probleme mit der Redox-, sowie Energiebilanz auftreten, weshalb Lin et al. (2005b), Lin et al.
(2005c¢) und Lin et al. (2005d) aerobe Succinatproduktionsprozesse als Uberlegen gegentuber
der anaeroben Varianten einstuften und rekombinante E. coli Stdmme zur aeroben
Succinatproduktion konstruierten (Abbildung 3.8B). Auch bei C. glutamicum wird inzwischen
an Stammen zur aeroben Succinatproduktion gearbeitet (Litsanov et al. 2009).

Bei dem von Lin et al. (2005d) fur die aerobe Succinatbildung konstruierten E. coli wurde
Succinat durch Deletion der Succinat-Dehydrogenase (SDH) zum Endprodukt des oxidativen
Zweigs des Citrat-Zyklus und durch die Deletion des Repressors des Glyoxylat-Operons
(iclR) wurde der Glyoxylat-Bypass als Route zur Succinatbildung etabliert.

Bei E. coli akkumuliert unter aeroben Bedingungen bei hohen Wachstumsraten Acetat als
Nebenprodukt (Luli und Strohl 1990). Durch Deletion der Pyruvat-Oxidase (POX), Acetat-
Kinase (ACK) und Phosphatacetyltransferase (PTA) wurde die Acetatbildung unterbrochen.
Zudem wurde eine PEPC zur Kohlendioxidfixierung Uberexprimiert (Lin et al. 2005d). Dieser
Ansatz zur aeroben Succinatproduktion, der in Abbildung 3.8B zusammengefasst ist, war
erfolgreich. Mit dem resultierenden Stamm wurde die unter aeroben Bedingungen maximale
theoretische Ausbeute von 1 mols,ccinat MOlgiucose - UNM eine Succinatproduktion von 58 g Lt
erzielt (Lin et al. 2005b).

Limitierend flr eine industrielle Umsetzung einer Succinatproduktion mit E. coli bleibt die
geringe pH- und Osmotoleranz sowie Empfindlichkeit gegenlber organische Séuren dieses
Mikroorganismus (Warnecke und Gill 2005, Luli und Strohl 1990, Zeikus et al. 1999).

Anforderungen an eine industrielle biotechnologisch e Bernsteinsaureproduktion

Die Herausforderung bei der nachhaltigen biotechnologischen Produktion von
Bernsteinsaure besteht in den nachsten Jahren vor allem darin, die Produktionskosten
soweit zu senken, dass die groRtechnische Herstellung von "Bio-Bernsteinsaure" als
Plattformchemikalie wettbewerbsfahig wird. Der Marktpreis flr petrochemisch produzierte
Bernsteinsdure betragt abhangig von der Reinheit 5,9 - 8,8 US-$ kg™, wobei die
Herstellungskosten etwa 1 US-$ kg™ betragen (Song und Lee 2006).

Ein entscheidender Faktor sind die Rohstoffkosten. Wéahrend bei der wissenschaftlichen
Untersuchung der mikrobiellen Bernsteinsaureproduktion vor allem Glucose als Substrat
genutzt wird und die reinen Materialkosten fir die mikrobielle Succinatproduktion aus

Glucose auf 0,4 US-$ kg™ abgeschatzt wurden (Song und Lee 2006), miissten industrielle
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Prozesse aus Kostengrinden Hydrolysate Starke-, Cellulose- oder Lignocellulosehaltiger
Agrarrohstoffe als Substrate einsetzen. Die Produktionsorganismen mussen in der Lage
sein, sich an diese billigen Substrate, die haufig inhibitorische Substanzen enthalten, zu
adaptieren, zu wachsen und aus den darin enthalten Substraten Bernsteinsure zu
produzieren (Patel 2006, Palmqvist und Hahn-Hagerdal 2000). Publiziert ist beispielsweise
bereits die Verwendung von Strohhydrolysaten bei A. succinogenes (Zheng et al. 2009) und
von Lignocellulosehydrolysaten bei E. coli (Hodge et al. 2009).

Zudem muss die Produktivitat der Bernsteinsaureherstellung auf bis zu 2,5 - 5 g L™ h* erhéht
werden (Patel 2006, McKinlay et al. 2007) und eine Produktkonzentration tiber 100 g L™ bei
minimierter Nebenproduktbildung erreicht werden, um ein effiziente Aufreinigung zu
ermdglichen (Patel 2006, Werpy und Petersen 2004, McKinlay et al. 2007). Es wird aktuell
geschatzt, dass Uber 60 % der Herstellungskosten von der Produktabtrennung und
Aufreingung verursacht werden (Bechthold et al. 2008). Wie Tabelle 3.6 verdeutlicht, zeigen
die bislang zur Succinatproduktion isolierten oder konstruierten Mikroorganismen eine
signifikante Nebenproduktbildung, wobei besonders die organischen Sauren als
Nebenprodukte die Aufreingung von Succinat erschweren (Kurzrock und Weuster-Botz
2009). Zudem erfordern alle Prozesse eine Neutralisation, da die eingesetzten
Mikroorganismen nicht pH-tolerant sind, wodurch zusétzliche Kosten fiir das Titrationsmittel
anfallen und in der Aufarbeitung ein zusatzlicher Schritt erforderlich wird, um das

Succinatsalz zu Bernsteinsdure umzusetzen (Patel 2006).
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4  Anséatze zur Bernsteinsdureproduktion mit

Saccharomyces cerevisiae

Im Rahmen dieses Vorhabens wurde die Hefe Saccharomyces cerevisiae als Kandidat fur
die mikrobielle Succinatproduktion evaluiert. Dieses Kapitel stellt das Metabolic Engineering
Konzept vor, das von der Firma ORGANOBALANCE GmbH (Berlin) molekularbiologisch

umgesetzt wurde.

4.1 Saccharomyces cerevisiae als Kandidat fir die mikrobielle
Bernsteinsaureproduktion

S. cerevisiae ist ein industriell etablierter, robuster Produktionsorganismus in der Weil3en
Biotechnologie und ein attraktiver Kandidat zur Entwicklung neuer biotechnologischer
Prozesse zur Herstellung von Basischemikalien wie Succinat (Hansen und Kielland-Brandt
1996, Ostergaard et al. 2000b, Abbott et al. 2009). Im Gegensatz zu den bislang
vorgestellten Ansadtzen zur Bernsteinsdureproduktion mit Prokaryonten, die auf Grund der
pH-Empfindlichkeit dieser Mikroorganismen pH-geregelt erfolgen missen, kann bei
S. cerevisiae eine Prozessfuhrung auch bei niedrigem pH erfolgen. Dies ermdglicht zum
einen eine Einsparung oder einen Verzicht auf Titrationsmittel und zum anderen eine
einfache und somit kostengunstige Aufarbeitung der undissoziierten Saure. Eine Produktion
bei niedrigem pH reduziert zudem das Kontaminationsrisiko. Zudem kdnnten billige
Biomassehydrolysate als Substrate fur die Bernsteinsaureproduktion mit S. cerevisiae
eingesetzt werden, da S. cerevisiae als relativ tolerant gegeniber den in diesen
Hydrolysaten enthaltenen Inhibitoren gilt (Nevoigt 2008, Abbott et al. 2009).

Succinat ist bei Wildtypstammen von S. cerevisiae eines der Nebenprodukte des
Garstoffwechsels und tritt hierbei in Ausbeuten unter 0,015 gsuccinat gk;.ucose'1 auf. Da die
Succinatbildung von S. cerevisiae Wildtypstammen zu gering fur eine industrielle
Succinatproduktion ist, muss eine gezielte Umlenkung der Stoffflisse in Richtung Succinat

durch gentechnische Modifikationen erfolgen.

4.2 Uberblick tiber das gewahlte Grundkonzept

Dieses Kapitel stellt das gewahlte Grundkonzept zur Succinatbildung vor und zieht einen
Vergleich mit den bereits erfolgreich umgesetzten und in Kapitel 3.5.3 beschriebenen
Metablic Engineering Ansétzen zur aeroben und anaeroben Succinatproduktion mit

Prokaryonten.
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Anaerobe versus aerobe Prozessfuhrung zur Succinatp roduktion

Die Mehrheit der bislang publizierten Succinatproduktionsprozesse lauft anaerob (McKinlay
et al. 2007). Eine ausschlie3lich anaerobe Prozessfuhrung zur Succinatproduktion kann
allerdings auf Grund langsamer Wachstums- und Glucoseaufnahmeraten zu geringen
Produktivitdten fihren (Lin et al. 2005c). Zudem kodnnen Probleme mit der Redox-, sowie
Energiebilanz auftreten.

Bei S. cerevisiae sprechen weitere Aspekte gegen eine anaerobe Succinatproduktion. So
zeigen C. glutamicum und E. coli unter anaeroben Bedingungen eine gemischte
Sauregarung, deren Produkte unter anderem Lactat, Succinat und Acetat sind. Bei der
anaeroben Succinatproduktion mit diesen Organismen kann die Bildung unerwinschter
organischer Sauren durch Deletion der entsprechenden Enzyme unterbrochen werden
(Sanchez et al. 2005, Okino et al. 2008). Bei S. cerevisiae sind bei der anaeroben
Verstoffwechselung von Glucose, wie Tabelle 3.3 zeigt, Ethanol gefolgt von Glycerin die
Hauptprodukte des Stoffwechsels. Fir eine effiziente Succinatbildung unter anaeroben

Bedingungen musste die Bildung von Ethanol und Glycerin unterbunden werden.

Ansatze zur Unterbindung der Ethanolbildung bei S. cerevisiae

In S. cerevisiae sind funf Alkohol-Dehydrogenasen (ADH1-ADHS5) bekannt, die die Reaktion
von Acetaldehyd zu Ethanol katalysieren. Drewke et al. (1990) zeigten, dass bei einer
simultanen Deletion von ADH1, ADH2, ADH3 und ADH4 in aeroben Satzexperimenten mit
Glucose die Ethanolbildung nur verringert, aber nicht unterbunden ist. Zudem kam es hierbei
zu einer Akkumulation von Glycerin und Acetaldehyd, welches toxisch fir die Zellen ist. Eine
Blockade der Ethanolbildung durch Deletion der Alkohol-Dehydrogenasen ist somit nicht
zielfiihrend.

Statt den zweiten Schritt der alkoholischen Garung zu blockieren, besteht der zweite Ansatz
darin bereits die Bildung von Acetaldehyd zu unterbinden. Dies blockiert allerdings auch den
PDH-Bypass, Uber den auf Grund der beschrankten Kapazitat der PDH in S. cerevisiae bei
hohen Glucosekonzentrationen einen grofRer Teil der Bildung von Acetyl-CoA erfolgt.

S. cerevisiae besitzt drei Pyruvat-Decarboxylasen (PDC1, PDC5 und PDCB6). Flikweert et al.
(1996) beschrieben eine simultane Deletion dieser drei Enzyme. Im Komplexmedium mit
Glucose erfolgte ein um Faktor 3 geringeres Wachstum gegentber dem Wildtyp und eine
Pyruvatakkumulation. Allerdings wuchs dieser PDC-Deletionsstamm nicht in definierten
Medien mit Glucose als Kohlenstoffquelle, so dass dieser Ansatz nicht zielfUhrend war. Das
fehlende Wachstum wurde auf die Rolle der Pyruvat-Decarboxylase bei der Bereitstellung
von cytosolischen Acetyl-CoA fir die Fettsdurebiosynthese zuriickgefuhrt (Flikweert et al.
1996).



48 Anséatze zur Bernsteinsaureproduktion mit S. cerevisiae

Ansatze zur Unterbindung der Glycerinbildung

Das zweithaufigste Garprodukt Glycerin spielt eine wichtige Rolle in der Redoxbilanz und der
Osmoregulation und -toleranz der Hefe. Bei einer Unterbrechung der Glycerinbildung durch
Deletion der beiden Glycerin-3-phosphat-Dehdyrogenasen, GPD1 und GPD2, erfolgt kein
Wachstum unter anaeroben Bedingungen und die Stamme sind osmosensitiv (Ansell et al.
1997). Auch eine Blockade der Glycerinbildung ist somit nicht zielfihrend im Hinblick auf

eine Bernsteinsaureproduktion.

Auf Grund der oben genannten Problempunkte einer anaeroben Succinatproduktion mit
S. cerevisiae und den generellen Vorteilen aerober Succinatproduktionsprozesse wurde im
Rahmen dieses Forschungsvorhabens ein Konzept zur aeroben Succinatbildung mit

S. cerevisiae verfolgt.

Betrachtung der Stoffwechselwege zum Succinat in S. cerevisiae

Die Succinatbildung kann theoretisch tUber den reduktiven oder oxidativen Zweig des Citrat-
Zyklus und uber den Glyoxylat-Zyklus erfolgen (siehe Abbildung 3.2). Uber den reduktiven
Zweig des Citrat-Zyklus wurde eine aerobe Malatproduktion mit rekombinanten S. cerevisiae
Stdmmen beschrieben und patentiert (Zelle et al. 2008, Abbott et al. 2009, Winkler et al.
2008). Als Basis wurde eine zuféllige Mutante des bei Flikweert et al. (1996) beschriebenen
PDC-defizienten Stammes genutzt, die wieder in der Lage war in definierten Medien mit
Glucose als Kohlenstoffquelle zu wachsen. In dieser wurden die Enzyme PYC2 und MDH3
Uberexprimiert. Auf diesem Weg konnten unter Kohlendioxidfixierung bis zu 40 g L™ der
Dicarbonséure Malat produziert werden. Die Redoxbilanz bei der reduktiven Malatbildung
aus Glucose ist im Gegensatz zur Redoxbilanz der reduktiven Succinatbildung geschlossen.
Aus Malat kann reduktiv Gber Fumarat Succinat gebildet werden. Im Gegensatz zu den
Enzymen von E. coli oder C. glutamicum ist bei der Fumarase von S. cerevisiae (FUM1) die
Affinitat zu Fumarat 17-fach hoher als zu Malat, wodurch das thermodynamische
Gleichgewicht der durch die Fumarase katalysierten Reaktion auf Seiten des Malats liegt. So
konnte in rekombinanten Malat Uberproduzierenden S. cerevisiae Stammen bei
Uberexpression der Fumarase kein Fumarat oder Succinat nachgewiesen werden (Pines et
al. 1996).

In einer theoretischen Arbeit zum Thema "in silico Metabolic Engineering" von S. cerevisiae
von Patil et al. (2005) wurden durch Stoffflussberechnungen unter Nutzung genomweiter
metabolischer Modelle Deletionsstrategien zur Konstruktion eines Bernsteinsaure-
produzenten identifiziert. Es wurde unter anderem der S. cerevisiae Deletionsstamm Asdh3
Aser3 Aser33 als potentieller Produktionsstamm vorhergesagt. Die Succinatbildung soll in

diesem Stamm zum einen Uber den oxidativen Zweig des durch Deletion der Untereinheit
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SDH3 der Succinat-Dehydrogenase unterbrochenen Citrat-Zyklus erfolgen. Zum anderen
soll die von der Isocitrat-Lyase (ICL) katalysierte Reaktion aus dem Glyoxylat-Zyklus zur
Succinatbildung genutzt werden. Hierzu soll die Bildung der Aminosaure Serin aus dem
Zwischenprodukt 3-Phosphoglycerat der Glycolyse durch Deletion der 3-Phosphoglycerat-
Dehydrogenasen, die durch die Isoenzyme SER3 und SER33 codiert werden (Albers et al.
2003), blockiert werden. Serin konnte dann in dem Deletionsstamm nur noch tber Glycin
gebildet werden, wobei Glycin wiederum grof3teils Gber die durch die Alanin-Glyoxylat-
Aminotransferase katalysierte Reaktion von Glyoxylat und Alanin zu Glycin und Pyruvat
gebildet wird. In dem von Patil et al. (2005) identifizierten S. cerevisiae Deletionsstamm
Asdh3 Aser3 Aser33 ware somit die Biomassebildung direkt mit einer Succinatbildung
gekoppelt und die Succinatbildung wirde laut der Vorhersage Uber den oxidativen Zweig des

Citrat-Zyklus und die ICL erfolgen.

Ansatz in diesem Forschungsvorhaben

Auf Grund der Schwierigkeiten der reduktiven Succinatbildung in S. cerevisiae wurde im
Rahmen dieses Projektes ein Ansatz zur oxidativen Succinatbildung unter Nutzung des
Glyoxylat-Zykluses gewdhlt. Abbildung 4.1 zeigt das Metabolic Engineering Konzept zur
aeroben Bernsteinsaureproduktion mit S. cerevisiae.

Um Kohlenstoffverluste durch die Decarboxylierungsschritte des Citrat-Zyklus bei der
Succinatbildung aus Glucose zu umgehen, soll die Succinatbildung tber den Glyoxylat-
Zyklus erfolgen. Die theoretische maximale Ausbeute auf diesem Weg liegt bei
1 MOlsuccinat MOlGiucose -

Vorteilhaft ist, dass die Reaktionen des Glyoxylat-Zyklus in S. cerevisiae im Gegensatz zum
Citrat-Zyklus im Cytosol lokalisiert sind und somit eine Succinatbildung im Cytosol erzielt
werden kann. Ergebnisse von Aliverdieva et al. (2006) weisen darauf hin, dass S. cerevisiae
ein in der Plasmamembran lokalisiertes Transportprotein fir Dicarboxylate besitzt, das nicht
wie die meisten anderen Carboxylat-Transporter von Hefen protonengekoppelt, sondern
Natrium-abhangig ist (Casal et al. 2008). Allerdings wurde dieser Transporter bei
S. cerevisiae noch nicht identifiziert (Casal et al. 2008).

In anderen Hefen wie Kluyveromyces lactis oder Schizosaccharomyces pombe wurden
bereits die Dicarboxylat-Permeasen, KIJEN2 bzw SpMAEL, identifiziert, die Succinat
transportieren konnen (Casal et al. 2008). Die Uberexpression von SpMAEL in den
beschriebenen rekombinanten S. cerevisiae Stammen zur Malat-Produktion erhohte die
Malatproduktion von 40 g L™ auf iber 100 g L™ (Zelle et al. 2008). Da jedoch auch gezeigt
wurde, dass auch ohne Uberexpression eines Transporters fiir Dicarboxylate bis zu 40 g L™
Malat sekretiert werden konnte, erfolgten im Rahmen dieses Projektes keine gentechnischen

Modifikationen zur Erh6hung des Succinatexports.
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Abbildung 4.1: Ansatz zur aeroben Succinatproduktion mit der Hefe S. cerevisiae. Die Succinatbildung
soll ausgehend von Glucose Uber den Glyoxylat-Zyklus erfolgen. Hierfir sollen die Schliisselenzyme
des Glyoxylat-Bypasses, ICL1 und MLS1, dereguliert werden. Durch Uberexpression der ACS1 soll
cytosolisches Acetyl-CoA fir den Glyoxylat-Zyklus bereitgestellt werden. Der Kohlenstofffluss soll
durch Blockade der Isocitratdehydrogenasereaktion (IDH und IDP1) in den Glyoxylat-Zyklus
umgeleitet werden. Zudem soll der Abbau von Succinat durch Deletion der Succinat-Dehydrogenase
(SDH) blockiert werden. Der angestrebte Weg zur Succinatbildung ist griin hervorgehoben. Deletionen

sind mit roten Kreuzen und Uberexpressionen durch dicke griine Pfeile dargestellit.
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Da der Glyoxylat-Zyklus wie die meisten anderen Gene des respirativen
Zentralmetabolismus von S. cerevisiae in Anwesenheit von Glucose reprimiert ist (DeRisi et
al. 1997), ist eine Deregulation des Glyoxylat-Zyklus erforderlich. Zu den Schlisselenzymen
des Glyoxylat-Zyklus zahlen vor allem die beiden Enzyme Isocitrat-Lyase (ICL) und Malat-
Synthase (MLS) die den Glyoxylat-Bypass bilden und zu denen keine Isoenzyme im Citrat-
Zyklus existieren. Die erganzende Deregulation einer Acetyl-CoA-Synthetase (ACS) soll
effizient cytosolisches Acetyl-CoA fur den Glyoxylat-Zyklus bereitstellen. Da Isocitrat-
Dehydrogenasen eine deutlich hdhere Affinitat zu Isocitrat besitzen als die Isocitrat-Lyase
(LaPorte 1993), muss neben der Uberexpression der Schliisselenzyme des Glyoxylat-Zyklus
auch eine Ausschaltung der Isocitrat-Dehydrogenase-Aktivitat erfolgen. Ein weiterer
Ansatzpunkt erganzend zur schrittweisen Deregulation durch einzelne Uberexpressionen
liegt in der Beeinflussung globaler Regulationsfaktoren wie beispielsweise HAP4. Um die
Verstoffwechselung des gebildeten Succinats zu verhindern ist eine Deletion des
abbauenden Enzyms Succinat-Dehydrogenase (SDH) aus dem Citrat-Zyklus notwendig. Da
Deletionen im Zentralstoffwechsel zu deutlichen Wachstumseinbuf3en fihren kénnen (Zhao
und McAlister-Henn 1996), wird auch die Moglichkeit einer zweistufigen Prozessfiihrung mit

Trennung von aerober Wachstums- und aerober Produktionsphase in Betracht gezogen.

4.3 Deletion der Succinat-Dehydrogenase

Die Succinat-Dehydrogenase (SDH) koppelt die Oxidation von Succinat zu Fumarat im
Citrat-Zyklus mit der Reduktion von Ubichinon zu Ubichinol in die Atmungskette und ist somit
ein Schliusselenzym des Intermediarstoffwechsels und der aeroben Energiegewinnung. Der
gesamte Citrat-Zyklus und somit auch die SDH sind in Abhangigkeit von Sauerstoff und der
Kohlenstoffquelle transkriptionell reguliert.

Die SDH ist ein Heterotetramer, dessen Untereinheiten von den unabhangigen Genen sdhl-
sdh4 codiert werden. Die Untereinheiten SDH1 und SDH2 bilden das periphere
membranassoziierte katalytische Dimer, das das aktive Zentrum, FAD und drei Eisen-
Schwefel-Cluster enthalt. Das katalytische Dimer wird durch das Membrandimer aus SDH3
und SDH4 an der inneren mitochondrialen Membran verankert (Lemire und Oyedotun 2002).
Zu sdhl existiert ein homologes Gen (sdhlb), welches eine sdhl-Deletion teilweise
kompensieren kann (Colby et al. 1998). Auch zu sdh3 und sdh4 existieren homologe, aber
bislang nicht charakterisierte Gene (Lemire und Oyedotun 2002).

Zu den Effekten der Deletion einer oder mehrerer Untereinheiten existieren in der Literatur

zahlreiche, allerdings wie im Folgendem dargestellt, zum Teil widersprichliche Berichte.
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Wachstum auf fermentierbaren und nicht-fermentierba ren Kohlenstoffquellen

Die Deletion einer oder mehrerer Untereinheiten der SDH fuhren zu geringen Auswirkungen
bezlglich des respiro-fermentativen Wachstums mit Glucose (Kubo et al. 2000, Romano und
Kolter 2005) und zu deutlichen Auswirkungen beim respirativen Wachstum auf nicht-
fermentierbaren Substraten. So zeigen SDH-Deletionsstamme kein Wachstum auf nicht-
fermentierbaren Kohlenstoffquellen wie Ethanol, Acetat oder Pyruvat in definierten oder
komplexen Medien (Przybyla-Zawislak et al. 1999, Dennis et al. 1999). Fir Stamme mit
Deletion der Untereinheit SDH1, SDH2, SDH3 oder SDH4 ist ein geringes Wachstum mit der
nicht-fermentierbaren Kohlenstoffquelle Glycerin bei Verwendung von Komplexmedium
beschrieben (Ciriacy 1977, Robinson et al. 1991, Arikawa et al. 1999, Dennis et al. 1999,
Daignan-Fornier et al. 1994, Kubo et al. 2000). S. cerevisiae Stamme mit Deletionen zweier
katalytischer Untereinheiten (Asdh2 Asdhl oder Asdhl Asdhlb) zeigen kein Wachstum auf
Glycerin in Komplexmedien (Kubo et al. 2000).

Dieses gednderte Wachstum der SDH-Deletionsstamme auf dem nicht vergarbaren Substrat
Glycerin ist ein klassisches Verhalten von Stammen mit Deletionen im Citrat-Zyklus, die sich
zumeist nur im vollstandig respirativen Stoffwechsel auswirken (Ciriacy 1977, McCammon
1996, Przybyla-Zawislak et al. 1999, Dennis et al. 1999).

Die einzige detaillierte reaktionstechnische Untersuchung von SDH-Deletionsstammen
befasst sich mit einem SDH3-Deletionsstamm (Cimini et al. 2009). Die SDH3-Mutante zeigte
in einer aeroben Satzkultivierung mit Glucose in einem definierten Medium eine
Wachstumsrate von 80 % des Wildtyps und eine um 80 % verminderte
Sauerstoffaufnahmerate gegeniiber dem Wildtyp.

Deletionen kénnen auch das Expressionslevel anderer Gene beeinflussen. Bei Cimini et al.
(2009) zeigte eine Transkriptionsanalyse einen repressiven Effekt der SDH3-Deletion auf
Gene des Citrat-Zyklus und der Atmungskette. McCammon et al. (2003) wiesen mittels einer
Transkriptomanalyse nach, dass sich bei einer Deletion einer der 4 Untereinheiten der SDH
die Expressionslevel der Ubrigen drei Untereinheiten nicht &ndern und die der Ubrigen Gene
des Citrat-Zyklus um weniger als Faktor 2 beeinflusst werden.

Laut Arikawa et al. (1999) ist bei einer mit Glucose wachsenden SDH1-Deletionsmutante
keine SDH-Aktivitdt nachzuweisen. Ciriacy (1977) wies bei einem SDH1-Deletionsstamm bei
einer aeroben Kultivierung mit Ethanol in Komplexmedium weniger als 1 % der Wildtyp-SDH-
Aktivitdt nach. Unter diesen Bedingungen wurde eine Sauerstoffaufnahme des SDH1-
Deletionsstamm nachgewiesen und die Bestimmung der Aktivitdten einiger Enzyme des
respirativen Stoffwechsels zeigte eine aktive Cytochrom c-Reductase (Komplex Il der
Atmungskette). Zudem waren in Asdhl die Aktivitaten von ICL auf 64 % und von MLS auf
42 % reduziert (Ciriacy 1977). Robinson et al. (1991) zeigten, dass auch die Aktivitat der
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ubrigen Enzyme der Atmungskette in Asdhl Stammen erhalten bleibt (aerober Satzversuch,
Komplexmedium mit Glucose). Diese Ergebnisse zeigen, dass die Atmung in Asdhl oder
Asdh3 Stammen eingeschrankt, aber vorhanden ist.

Von Kubo et al. (2000) wurden systematisch alle Einzeldeletionen der Untereinheiten der
SDH erzeugt und verglichen (Abbildung 4.2). Laut Kubo et al. (2000) fuhrt eine Deletion der
SDH1-Untereinheit nicht zu einem vollstandigen Aktivitatsverlust der SDH (Abbildung 4.2)
und es ist erst bei Deletion beider katalytischer Untereinheiten keine SDH-Aktivitat mehr

nachweisbar.
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Abbildung 4.2: Auswirkung der Deletion verschiedener Untereinheiten der SDH auf die spezische
SDH-AKktivitat und die Succinatausbeute bei S. cerevisiae (Daten aus Kubo et al. 2000). A: Dargestellt
sind die spezifischen Aktivitaten in U mgpmtein'l nach Deletion verschiedener Untereinheiten der SDH.
Die SDH-Aktivitatstests erfolgten mit auf Fructose angezogenen Zellen. B: Succinatausbeuten aus
einer Kultivierung der SDH-Deletionsstimme im aeroben Satzverfahren in Komplexmedium mit
10g L™ Glucose.

Dies widerspricht den Ergebnissen von Arikawa et al. (1999) und Ciriacy (1977). Bei Kubo et
al. (2000) erfolgten SDH-Aktivitatstests im Gegensatz zu Ciriacy (1977) bzw. Arikawa et al.
(1999) mit Zellen, die auf Fructose statt auf dem Standardsubstrat Glucose angezogen

waren, um Glucoserepressionseffekte auf die SDH zu vermindern. Zudem erfolgte der
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Zellaufschluf3 nur bei Kubo et al. (2000) in Gegenwart von Proteaseinhibitoren. Dies kdnnte
die unterschiedlichen Aussagen von Kubo et al. (2000) gegenuber Ciriacy (1977) bzw.
Arikawa et al. (1999) zum Funktionsverlust bei Deletion einer einzelnen Untereinheit
erklaren. Auch das leichte Wachstum der Einzeldeletionsstamme auf dem nicht
fermentierbaren Substrat Glycerin spricht fir eine verbliebene SDH-Aktivitat in

Einzeldeletionsstammen.

Succinatbildung von Succinat-Dehdyrogenase-Deletion ensstammen

Bis auf die SDH3-Untereinheit fuhrten alle Einzeldeletionen und die Doppeldeletion von
SDH1 und SDH2 oder SDH1 und SDH1b in den Untersuchungen von Kubo et al. (2000) zu
einer Erhéhung der Succinatausbeute (Abbildung 4.2). Auch Arikawa et al. (1999)
beschreiben in Komplexmedium mit Glucose unter aeroben Bedingungen eine Erhéhung der
Succinatausbeute um den Faktor 1,6 bei Asdhl im Vergleich zum Wildtyp. Cimini et al.
(2009) beschreiben eine erhdhte Succinatbildung mit einer Ausbeute von 0,003 g gg|ucose'1
der SDH3-Mutante im definierten Medium mit Glucose unter aeroben Satzbedingungen. Fir
einen Hefestamm mit einer SDH1- oder SDH4-Deletion wurde durch Romano und Kolter
(2005) eine gegeniber dem Wildtyp erhohte Succinat- und Acetatbildung beobachtetet,
allerdings nicht weiter diskutiert.

Im Rahmen dieses Projektes wurden bei der ORGANOBALANCE GmbH zunéchst Stamme
mit alleiniger Deletion einer der katalytischen SDH-Untereinheiten konstruiert. Deletiert
wurde zundchst das Gen sdh2, da zum sdhl Gen das Isogen sdhlb existiert, das einen
Verlust der SDH1-Untereinheit teilweise kompensieren kann (Colby et al. 1998). Auf Grund
der unklaren Datenlage aus der Literatur erfolgte im Weiteren zuséatzlich auch die Deletion

des Gens fir die zweite katalytische Untereinheit sdh1l.

4.4 Deletion von Isocitrat-Dehydrogenasen

Neben der Blockade des Succinatabbaus soll eine Umleitung des Kohlenstoffflusses aus
dem Citrat- in den Glyoxylat-Zyklus erfolgen, um die beiden Decarboxylierungsschritte des
Citrat-Zyklus zu vermeiden. Hierfir muss die Isocitrat-Dehdyrogenase-Aktivitat ausgeschaltet
werden, um die oxidative Decarboxylierung von Isocitrat zu a-Ketoglutarat zu unterbinden.
Da a-Ketoglutarat fur die Synthese von Glutamat bendtigt wird, sind Zellen mit einem
vollstandigen Verlust der Isocitrat-Dehydrogenase-Aktivitat glutamatauxotroph.

In S. cerevisiae existieren vier verschiedene Isocitrat-Dehydrogenasen, die sich in der
Struktur ihrer Untereinheiten, Cofaktor-Spezifitat, Lokalisation und Regulation unterscheiden
(Tabelle 4.1).
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Tabelle 4.1: Eigenschaften der Isocitrat-Dehdyrogenase-lsoenzyme in S. cerevisiae.

Enzym Gen(e) Co- Lokalisierung  Expression Quellen
faktor
IDH idh1, NAD* Mitochondrien Glucose: gering Cupp und McAlister-
idh2 nicht fermentierbare  Henn 1991, Cupp und
Kohlenstoffquellen: McAlister-Henn 1992,
erhoht Haselbeck und
McAlister-Henn 1991,
Keys und McAlister-
Henn 1990
IDP1 idpl NADP* Mitochondrien konstitutiv Haselbeck und
McAlister-Henn 1991
IDP2  idp2 NADP* Cytosol nicht fermentierbare  Loftus et al. 1994
Kohlenstoffquellen
IDP3  idp3 NADP* Peroxisomen  Fettsauren als Henke et al. 1998

Kohlenstoffquelle

NAD*-abhangige Isocitrat-Dehydrogenase  (IDH)

Die NAD'-abhangige

Untereinheiten. Beide Untereinheiten sind essentiell fir die katalytische Aktivitéat, wobei die

Isocitrat-Dehydrogenase ist ein Heterooctamer aus zwei
regulatorische Funktion hauptsdchlich bei der Untereinheit IDH1 und die katalytische bei
IDH2 liegt (Cupp und McAlister-Henn 1991, Cupp und McAlister-Henn 1992, Cupp und
McAlister-Henn 1993, Zhao und McAlister-Henn 1997). Obwohl die IDH unter keinen
Wachstumsbedingungen einen grofRen Beitrag zur gesamten Isocitrat-Dehydrogenase-
Aktivitat der Zelle leistet, fuhrt verglichen mit der Einzeldeletion einer IDP eine Deletion der
IDH zu dem deutlichsten Phanotypen beziiglich des Wachstums (Zhao und McAlister-Henn
1996). Die IDH unterliegt wie die Ubrigen Enzyme des Citrat-Zyklus der Glucoserepression
und weist im Satzversuch mit Glucose ein finffach geringeres Expressionslevel als mit nicht-
fermentierbaren Kohlenstoffquellen auf (Contreras-Shannon et al. 2005). Zudem sinkt die
Expression der IDH unter Satzbedingungen nochmals um den Faktor 2 ab, wenn dem
Medium Glutamat zugesetzt wird.

IDH-Deletionsstamme wachsen nicht auf Acetat, was ein typisches Verhalten fir Stamme mit
Deletionen im Citrat-Zyklus darstellt, und zeigen eine reduzierte Wachstumsrate mit Glucose
(Przybyla-Zawislak et al. 1999, Haselbeck und McAlister-Henn 1993). Im Gegensatz zu
SDH-Deletionsstammen sind sie jedoch in der Lage, mit Ethanol und Glycerin zu wachsen
1999). McCammon et al.

(Przybyla-Zawislak et al. (2003) wiesen mittels einer
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Transkriptomanalyse nach, dass sich die Deletion einer der beiden IDH-Untereinheiten auf
uber 70 Gene auswirkt. In IDH-Deletionsstammen wurde neben der IDP1 zudem eine
konstitutive Expression der in Wildtypstdmmen glucosereprimierten IDP2 in Gegenwart von
fermentierbaren Zuckern wie Glucose und Galactose nachgewiesen (McCammon und
McAlister-Henn 2003, Lin et al. 2008).

Die NADP *-abhéangige Isocitrat-Dehydrogenasen  (IDP)

Die NADP*-abhangigen Isocitrat-Dehydrogenasen sind Homodimere (Haselbeck und
McAlister-Henn 1991, Loftus et al. 1994, Henke et al. 1998). Da die IDP-Isoenzyme im
Gegensatz zur IDH NADP*-abhangig sind und S. cerevisiae keine Transhydrogenase besitzt,
kénnen sie eine IDH-Deletion nicht vollstandig kompensieren (Bruinenberg et al. 1983b,
Bruinenberg et al. 1983a, Haselbeck und McAlister-Henn 1993). Wie Tabelle 4.1 zeigt, ist bei
der Kultivierung mit Glucose als Kohlenstoffquelle von den drei IDP-Isoenzymen nur die
IDP1 aktiv. Das Expressionslevel der IDP1 wird weder durch die Kohlenstoffquelle noch
einen Zusatz von Glutamat beeinflusst (Contreras-Shannon et al. 2005).

Bei den ersten Untersuchungen von IDH-IDP1-Deletionsstammen bezlglich der
Glutamatauxotrophie erfolgten Kultivierungen fiir drei Tage auf Agarplatten (Haselbeck und
McAlister-Henn 1993) oder einem Tag in Flussigkulturen in einem definierten Medium mit
Glucose (Zhao und McAlister-Henn 1996). Unter diesen Bedingungen war kein Wachstum
detektierbar. Dies fihrte zum Schluss, dass die IDH-IDP1-Deletionsstamme
glutamatauxotroph sind. In einer neueren Publikation zeigte sich durch veré&nderte
Versuchsbedingungen (unter anderem hohere Startzelldichte) ein &uRRerst geringes
Wachstum von IDH-IDP1-Deletionsstdmmen nach drei Tagen (McCammon und McAlister-
Henn 2003), das mit der Deregulation des Enzyms IDP2 durch eine Deletion der IDH zu
erklaren ist. Auf Grund des nur minimalen Wachstums des IDH-IDP1-Deletionsstammes
ohne Glutamat ist die Einstufung als glutamatauxotroph dennoch gerechtfertigt und wird
auch im Laufe dieser Arbeit so beibehalten.

Im Rahmen dieses Projekts wurde zunachst das Gen idhl deletiert, da die IDH-Deletion den
deutlichsten Phanotyp hervorruft, und im weiterem erganzend idpl, um die Isocitrat-
Dehdyrogenase-Aktivitat bei Nutzung von Glucose als Kohlenstoffquelle weiter zu

vermindern.

4.5 Uberexpression der Isocitrat-Lyase und Malat-Sy  nthase

Die oxidative Succinatbildung aus Glucose mit S. cerevisiae soll Uber den Glyoxylat-Zyklus
statt dber den Citrat-Zyklus laufen, um Ausbeuteverluste durch die oxidative

Decarboxylierungsschritte des Citrat-Zyklus zu vermeiden.
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Uber den Glyoxylat-Zyklus werden 2 Molekiile Acetyl-CoA zu einem Molekil Succinat
umgesetzt. Das dafir benétigte cytosolische Acetyl-CoA entsteht aus Acetat katalysiert
durch eine Acetyl-CoA-Synthetase (ACS). Da die Gene des Glyoxylat-Zyklus wie die meisten
anderen Gene des respirativen Zentralmetabolismus von S. cerevisiae in Anwesenheit von
Glucose reprimiert sind (DeRisi et al. 1997, Gancedo 1998), ist eine Deregulation von
Schlisselenzymen des Glyoxylat-Zyklus erforderlich. Zu diesen Schlisselenzymen zé&hlen
die beiden Enzyme, die den Glyoxylat-Bypass bilden und zu denen keine Isoenzyme im
Citrat-Zyklus existieren. Die ICL und MLS sind laut Lorenz und Fink (2001) und Duntze et al.
(1969) die bei einer Umstellung der Zellen auf den Glyoxylat-Zyklus am stérksten induzierten

Enzyme innerhalb des Glyoxylat-Zyklus.

Uberexpression der Isocitrat-Lyase

Die Isocitrat-Lyase katalysiert den ersten spezifischen Schritt des Glyoxylat-Zyklus, die
Spaltung von Isocitrat zu Succinat und Glyoxylat. Die Isocitrat-Lyase von S. cerevisiae ist ein
durch das Gen icll codiertes Homotetramer (Fernandez et al. 1992). Das stark homologe
Enzym ICL2 kann eine Deletion von ICL1 nicht komplementieren (Heinisch et al. 1996),
sondern besitzt eine 2-Methylisocitrat-Lyase-Funktion im Propionyl-CoA-Stoffwechsel (Luttik
et al. 2000). Daher wurde in diesem Projekt das Enzym ICL1 Gberexprimiert.

Die native Expression der ICL1 wird, wie auch die Aktivitat der Ubrigen am Glyoxylat-Zyklus
beteiligten Enzyme, durch die Kohlenstoffquelle des Mediums beeinflusst. Die Expression
der ICL1 wird durch C,-Kérper wie Ethanol oder Acetat induziert und unterliegt bei
fermentierbaren Kohlenstoffquellen wie Glucose im Medium der Katabolitrepression (Duntze
et al. 1969, Fernandez et al. 1992, Fernandez et al. 1993a, Schdler und Schiller 1993).
Zusatzlich kommt es auch, ausgel6st durch Glucose, zu einer Inaktivierung auf Proteinebene
(Katabolitinaktivierung) durch reversible Phosphorylierung gefolgt von einer proteolytischen

Inaktivierung des Enzyms (Ordiz et al. 1995).

Uberexpression der homologen Malat-Synthase

Es existieren in S. cerevisiae zwei verschiedene Isoenzyme der Malat-Synthase (MLS)
(Fernandez et al. 1993b). Die MLS1 ist das Isoenzym des Glyoxylat-Zyklus, wahrend die
MLS2 (auch als DAL7 bezeichnet) eine Rolle bei der Verstoffwechselung von Glyoxylat
spielt, das im Rahmen des Allantoinabbaus in den Zellen gebildet wird (Yoo et al. 1985,
Hartig et al. 1992, Fernandez et al. 1993b). Daher wurde in diesem Projekt die MLS1
Uberexprimiert. Die MLS1 katalysiert den zweiten spezifischen Schritt des Glyoxylat-Zyklus,
die irreversible Kondensationsreaktion von Glyoxylat und Acetyl-CoA zu Malat, und unterliegt
der Katabolitrepression durch Glucose (Duntze et al. 1969, Hartig et al. 1992, Caspary et al.
1997).
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Heterologe Uberexpressionen

Statt der homologen Uberexpression der ICL1 und MLS1 aus S. cerevisiae erfolgten
alternativ heterologe Uberexpressionen. Uberexprimiert wurden die Isocitrat-Lyase aus
E. coli (AceA) und die Isocitrat-Lyase und Malat-Synthase aus der Hefe Kluyveromyces lactis
(KINCL1 und KIMLS). Wie Tabelle 4.2 zusammenfasst, unterliegen die heterologen Isocitrat-

Lyasen keiner Katabolitinaktivierung.

Tabelle 4.2: Regulation und Lokalisierung der homologen und ausgewahlter heterologer Isocitrat-

Lyasen und Malat-Synthasen (n.b.: nicht bekannt).

Funk- Enzym Mikro- Glucose- Katabolit- Lokalisierung in

tion organismus  repression inaktivierung Herkunftsorganismus

ICL ICL1  S.cerevisiae + + Cytosolisch
(Duntze et al. (Lopez-Boado et (Duntze et al. 1969,
1969, al. 1987) Taylor et al. 1996,
Scholer und Chaves et al. 1997)

Schuller 1993)

ICL KICL K. lactis + - n.b.
(Lopez et al. 2004) (Lopez et al.
2004)
ICL AceA E.caoli + - cytoplasmatisch

(Vanni et al. 1990)

MLS MLS1 S. cerevisiae + n.b. Abhangig von der
(Duntze et al. Kohlenstoffquelle,
1969, Cytosolisch mit
Hartig et al. 1992) Ethanol, peroxisomal
auf Olsaure

(Kunze et al. 2002)

MLS KIMLS K. lactis + n.b. n.b.
(Lodi et al. 2001)

Die Lokalisierung der KIICL1 und KIMLSL1 in K. lactis ist noch nicht aufgeklart. Bezuglich der
cytosolischen Lokalisierung der ICL1 und der abhéngig von den Bedingungen cytosolischen
MLS1 stellt S. cerevisiae eine Ausnahme dar, da diese Enzyme in den meisten Hefen

peroxisomal sind (Flores et al. 2000, Piekarska et al. 2008).
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4.6 Uberexpression der Acetyl-CoA-Synthetase

Die Acetyl-CoA-Synthetase (ACS) katalysiert die Aktivierung von Acetat zu Acetyl-CoA. Es
existieren in S. cerevisiae zwei Isoenzyme der Acetyl-CoA-Synthetase. Ein Isoenzym der
Acetyl-CoA-Synthetase, ACS1, zeigt dieselben Regulationsmuster wie die beiden Enzyme
des Glyoxylat-Bypass. Die ACS1 wird nur wahrend des respirativen Stoffwechsels gebildet
und unterliegt der Glucoserepression und Katabolitrepression (Kratzer und Schuller 1995, de
Jong-Gubbels et al. 1998).

Die ACS2 ist konstitutiv unter aeroben und anaeroben Bedingungen aktiv, unterliegt keiner
Glucoserepression und ist essentiell fir das Wachstum der Zellen bei Glucoselberschul3 (de
Jong-Gubbels et al. 1997, van den Berg et al. 1996). Die ACS1 besitzt einen kleineren K, fur
Acetat als die ACS2 (van den Berg et al. 1996). Durch die Deregulation der ACS1 soll

effizient cytosolisches Acetyl-CoA fir den Glyoxylat-Zyklus bereitstellt werden.

4.7 Uberexpressionen des globalen Transkriptionsfak  tor HAP4

HAP4 ist die regulatorische Untereinheit des transkriptionellen Aktivatorkomplex Hap2/3/4/5,
der eine wichtige Rolle in der Kohlenstoff-abhdngigen Regulation des respirativen
Stoffwechsels spielt. Wahrend HAP4 der Glucoserepression unterliegt und nur auf nicht-
fermentierbaren Kohlenstoffquellen exprimiert wird, werden HAP2, HAP3 und HAP5
konstitutiv exprimiert (Forsburg und Guarente 1989, DeRisi et al. 1997).

Durch den Hap2/3/4/5-Komplex sind zahlreiche fir die Succinatbildung bendtigte Enzyme
des Zentralstoffwechsels, wie zum Beispiel die Enzyme des Glyoxylat-Bypasses, ICL1 und
MLS1, und Enzyme der Atmungskette, Cytochrom c-Oxidase und Cytochrom c-Reduktase
reguliert (Forsburg und Guarente 1989, de Winde und Grivell 1993, Rosenkrantz et al. 1994,
DeRisi et al. 1997, Buschlen et al. 2003).

Von Blom et al. (2000) und van Maris et al. (2001) ist beschrieben, dass eine
Uberexpression von HAP4 beim Wachstum im Satzverfahren mit Glucose zu einer
Verschiebung des respiro-fermentativen Stoffwechsels in Richtung Respiration fiihrt. Dies
zeigte sich in einer Erhéhung der Wachstumsrate und der Biomasseausbeute bei reduzierter

Ethanol- und Glycerinbildung, sowie einer erhéhten Bildung der organischen Saure Acetat.

4.8 Reprimierbares Promotorsystem

Da Deletionen im Citrat-Zyklus Wachstumseinschréankung hervorrufen kénnen (Zhao und
McAlister-Henn 1996, McCammon et al. 2003, Przybyla-Zawislak et al. 1999), wurde ein
reprimierbares Promotorsystem zur Trennung des Prozesses in eine aerobe Wachstums-
und aerobe Produktionsphase evaluiert. In der ersten Phase soll der Stoffwechsel in der

Wildtypkonfiguration belassen werden, um eine optimale Biomassebildung zu erreichen. In
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der zweiten Phase soll der Stoffwechsel auf die Succinatbildung umgeschaltet werden. Im
Gegensatz zu den bei E. coli umgesetzten zweistufigen Prozessen mit einem Wechsel von
aeroben auf anaerobe Bedingungen (Vemuri et al. 2002b, Vemuri et al. 2002a, Wu et al.
2007), die mit einer massiven Umstellung des Gesamtstoffwechsels einhergehen und daher
als problematisch beziiglich der Prozessfiihrung angesehen werden, erfolgt hier zur
Zweiteilung des Prozesses nur eine gezielte Inaktivierung der Zielgene durch Zugabe eines
Repressors.

Hierfir wurde ein als "Tet-Off"-System bezeichnetes Tetracyclin-reguliertes Promotorsystem
evaluiert (Gari et al. 1997, Belli et al. 1998). Dieses Tetracyclin-System besteht aus zwei
Teilen. Der native Promotor des Zielgens wird gegen den tetO-Promotor ersetzt. Dieser
besteht aus dem Tetracyclin-Operator gekoppelt mit einem synthetischen Minimalpromoter
und fahrt zu einer konstitutiven Expression. Den zweiten Teil des Systems bildet der
sogenannte transcriptional Transactivator (tTA). Der tTA ist ein Fusionsprotein aus der
Tetracyclin-Repressor- und einer Aktivatordoméne, welche durch Bindung an den
regulierbaren tetO-Promotor die Expression des nachgeschalteten Gens induziert.
Antibiotika aus der Gruppe der Tetracycline binden an den tTA und fiihren zu einer
Konformationsénderung, was zur Abldsung dieses Proteins von der Promotorregion fuhrt. Da
Tetracyclin direkt in die Zellen diffundieren kann, ist dieser Repressor auch unabhangig von
geeigneten Transportsystemen (Berens und Hillen 2003).

Somit konnte durch dieses System gezielt die Expression einzelner Enzyme in der
Wachstumsphase aufrecht erhalten werden und in der anschlieBenden Produktionsphase
durch Zugabe eines Antibiotikums aus der Gruppe der Tetracycline unterbunden werden. Die
Verwendung des Antibiotikums Tetracyclin im Rahmen des Prozesses zur
Succinatproduktion erscheint auch unter dkologischen Aspekten unkritisch, da Tetracyclin
durch Erhitzen und Lichteinstrahlung zersetzt wird (Kiihne et al. 2000, Oka et al. 1989).

Das Tetracyclin-System wurde bereits in verschiedenen eukaryontischen System eingesetzt
und ist auch in S. cerevisiae etabliert (Maya et al. 2008). Zum Einfluss von Tetracyclin auf
den Stoffwechsel oder das Wachstum der Hefe liegen trotz zahlreichen Einsatzes des
Tetracyclin-Systems keine detaillierten Untersuchungen vor, da beim Tetracyclin-System
standardméaRig nicht Tetracyclin, sondern auf Grund der effektiven Wirkung bei gleicher
zugesetzter Menge Doxycyclin als Repressor eingesetzt wird (Gari et al. 1997). Fir
Doxycyclin wurde gezeigt, dass die Genexpression der Hefe nicht beeinflusst wird (Wishart
et al. 2005). Allerdings ist Doxycyclin um den Faktor 100 teuerer als Tetracyclin und daher

fur den industriellen Einsatz nicht relevant.
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5 Material und Methoden

Wahrend an dieser Stelle vor allem auf die verwendeten Methoden eingegangen wird, sind
die verwendeten Verbrauchsmaterialen (Tabelle 15.27), Bezugsquellen der Chemikalien
(Tabelle 15.26) und die eingesetzten allgemeinen Gerate (Tabelle 15.25) im Anhang

zusammengefasst.

5.1 Saccharomyces cerevisiae Stamme

Im Laufe dieses Projekts wurden im Rahmen der iterativen Stammentwicklung und
-charakterisierung mehr als 25 rekombinante Stamme basierend auf dem Basisstamm
Saccharomyces cerevisiae AH22ura3 (MATa ura3A leu2-3 leu2-112 his4-519 canl), der bei
Polakowski et al. (1998) beschrieben ist, konstruiert und charakterisiert. Diese Stamme
werden zur besseren Ubersicht jeweils direkt zu Beginn des Ergebniskapitels vorgestellt.
Eine vollstandige Ubersicht aller S. cerevisiae Stamme inklusive der Angabe der
Auxotrophien und Antibiotikaresistenz findet sich im Anhang (Tabelle 15.2).

Da die Stammkonstruktion nicht Teil dieser Arbeit war, sondern beim Projektpartner
ORGANOBALANCE GmbH (Berlin) erfolgte, wird im Folgenden nur kurz das generelle
Vorgehen beschrieben. Die Deletionen wurden sequenziell durch zielgerichtete Integration
von Deletionskassetten in das Hefegenom erzeugt. Die Deletionskassetten bestanden aus
den Selektionsmarker KANMX4 und vor und nach dem Marker gesetzte loxP-Sequenzen.
Die Deletionskassetten loxP-kanMX-loxP wurden jeweils von 40 Basenpaare langen, zum
entsprechenden zu deletierenden Ziellocus homologen Sequenzbereichen flankiert. Nach
der durch homologe Rekombination erfolgten Integration der Deletionskassetten am
Ziellokus wurde der Selektionsmarker tber das Rekombinations-System Cre/loxP wieder
entfernt.

Die Uberexpressionen erfolgten auf episomalen Plasmiden. Die eingesetzten pFlat-
Plasmide, die bei Veen (2002) beschrieben sind, besitzen einen verkirzten ADH1-Promotor,
der fur eine konstitutive Genexpression sorgt, und einen TRP1-Terminator (Lang und
Looman 1995). Der Basisstamm AH22ura3 ist auxotroph fur das Nukleotid Uracil, sowie die
Aminosauren Leucin und Histidin (Polakowski et al. 1998). Allerdings ist die
Histidinauxotrophie nicht stabil, sondern es treten spontane Revertanten auf. Daher konnten
nur die Leucin und Uracil-Auxotrophien als Selektionsmarker fir Plasmide genutzt werden.
Die im Laufe der Arbeit konstruierten SDH-IDH-IDP-Stdmme waren zudem noch

glutamatauxotroph.
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Tabelle 5.1: Selektionsmarker der Plasmide pFlatl, pFlat2 und pFlat3 (Veen 2002)

Plasmid Markergen Funktion

pFlatl URA3 Komplementation der Uracil-Auxotrophie

pFlat2 KANMX4 Antibiotikaresistenz gegenuber Geneticin (G418)
pFlat3 LEU2 Komplementation der Leucin-Auxotrophie

Tabelle 5.1 zeigt die Selektionsmarker der Plasmide. Durch die verschiedenen
Selektionsmarker der Plasmide pFlat1-3 sind bis zu drei parallele Uberexpressionen moglich.
Abhangig von den enthaltenen Plasmiden besitzen die Stamme verschiedene

Auxotrophiemuster und eine bzw. keine Antibiotikaresistenz gegentiber Geneticin.

5.2 Medien

Die Medien sowie Medienzusatze sind im Anhang (Kapitel 15.3) zusammengefasst. An

dieser Stelle wird nur auf die Besonderheiten der einzelnen Medien eingegangen.

Kohlenstoffquelle und Medienzusatze

Als Kohlenstoffquelle wurden 50 g L™ Glucose oder in einigen Fallen 50 g L™ Galactose
eingesetzt. Aufgrund der Auxotrophien bzw. zum Aufrechterhalten des Selektionsdrucks
bezluglich der Plasmide wurden den Medien stammabhéangig (siehe Tabelle 15.2) die
essentiellen Zusatze Histidin, Leucin, Glutamat oder Uracil und das Antibiotikum Geneticin

zugegeben (Tabelle 15.4).

YNB-Medium

Das YNB-Medium (YNB: Yeast Nitrogen Base) ist ein haufig fir S. cerevisiae eingesetztes
definiertes Fertigmedium mit Ammoniumsulfat als Stickstoffquelle. In dieser Arbeit wurde die

Version ohne Aminosauren verwendet (Tabelle 15.5).

WM8G-Medium

Beim WMVIII-Medium nach Lang und Looman (1995) handelt es sich um ein reichhaltiges,
definiertes Mineralmedium mit 7,8 g L™ der organischer Stickstoffquelle Glutamat (Tabelle
15.6). Zudem st in deutlich geringerer Konzentration auch Ammoniumsulfat als
Stickstoffquelle enthalten. Statt 50 g L™ Saccharose wie im Originalrezept angegeben wurde
50 g L™ Glucose als Kohlenstoffquelle verwendet. Im Laufe dieser Arbeit wird das Medium
als "WM8G"-Medium bezeichnet.
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WM8A-Medium

Das WMB8A-Medium ist eine abgewandelte Version des WMVIII-Mediums (Lang und Looman
1995). Um ein Medium ohne eine organische Stickstoffquelle zu erhalten, wurde Glutamat
aquimolar gegen Ammoniumsulfat (entsprechend 3,53 g L™) ausgetauscht. Da nach dem
Austausch der Stickstoffquelle die Pufferkapazitat des Medium zu gering war, wurde

erganzend ein 0,4 molarer Kaliumphosphatpuffer (pH 6,5) zugesetzt.

YEPD-Medium

Das YEPD-Medium (YEPD: Yeast Extract Peptone Dextrose) ist das komplexe
Standardmedium fiir S. cerevisiae (Tabelle 15.9) und wird meist mit 20 g L* Glucose
genutzt. Jedoch wurde im Laufe dieser Arbeit in allen Medien einheitlich mit 50 g L™ Glucose
gearbeitet.

Vorversuche, durchgefihrt als parallele Satzversuche im Bioreaktorblock mit dem
auxotrophen Wildtypstamm AH22ura3 wt in YEPD-Medium mit 50 g L™ Glucose zeigten
jedoch einen Einbruch der Wachstumsrate, nachdem etwa 60 % der vorgelegten Glucose
verbraucht waren (Daten nicht gezeigt). In weiteren parallelen Satzexperimenten wurden
verschiedene Kombinationen der essentiellen Substanzen als Zusatz zum YEPD-Medium
evaluiert und Uracil als limitierende Grol3e identifiziert. Daher wurden dem Komplexmedium
bei Kultivierungen aller nicht das pFlatl-Plasmid tragenden und somit uracilauxotrophen

Stamme stets 0,1 g L™ Uracil zugeben.

Hoek-Medium

Bei dem definierten Medium nach van Hoek et al. (2000) mit Ammoniumsulfat als
Stickstoffquelle handelt es sich um ein spezielles Medium fur Zulaufversuche. Neben einem
Satzmedium (Tabelle 15.10) beschreiben van Hoek et al. (2000) auch ein abgestimmtes
Zulaufmedium (Tabelle 15.13), das neben Salzen und der Kohlenstoffquelle Glucose auch
Vitamine und Spurenelemente enthalt, um Limitierungen auch in
Hochzelldichtekultivierungen zu vermeiden. Statt Saccharose wie im Originalrezept wurde

Glucose als Kohlenstoffquelle verwendet.

5.3 Analytische Methoden

5.3.1 Bestimmung der Optischen Dichte und der Biotr ~ ockenmasse

Die optische Dichte (OD) von Zellsuspensionen wurde mit einem Einstrahlphotospektrometer
bei einer Wellenlange von 660 nm gemessen. Zur Bestimmung der Biotrockenmasse wurden

2 mL Zellsuspension in ein ausgewogenes 2 mL ReaktionsgefalR tberfuhrt, zentrifugiert
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(10 min, 13000 rpm) und der Uberstand verworfen. Das Zellpellet wurde anschlieBend bei 80
T bis zur Gewichtskonstanz getrocknet und ausgewog en. Zwischen optischer Dichte und

Biomassekonzentration besteht ein linearer Zusammenhang:

c, = f, [OD Gleichung 5.1

mit Cy Biomassekonzentration, g L™
f.  Korrelationsfaktor, g L™

OD  Optische Dichte bei Wellenlange von 660 nm, -

Der Korrelationsfaktor zwischen Biomassekonzentration und optischer Dichte wurde fir

jeden der rekombinanten Stamme bestimmt. Die Werte lagen zwischen 0,6 und 1,1 g L™.

5.3.2 HPLC-Analytik des Kulturiiberstandes

Zur Bestimmung des Substrates (Glucose oder Galactose) sowie der Metabolite (Succinat,
Acetat, Glycerin und Ethanol) im Kulturiiberstand wurden die Proben des Kulturiiberstandes
gefiltert (PorengréRe 0,22 um) und anschlielend mit einer externen Kalibrierung mittels
HPLC (High Performance Liquid Chromatographie) analysiert. Die Details zur Messmethode

und die Geratespezifikationen sind im Anhang (15.4) zusammengestellt.

5.3.3 Bestimmung der Glutamatkonzentration

Die Bestimmung der Glutamatkonzentration (siehe Anhang 15.5) erfolgte photometrisch bei
492 nm mit einem enzymatischen Test (Test Nr. 10139092035, R-Biopharm, Darmstadt)
nach Angabe des Herstellers. Die eingesetzten Volumina des Tests wurden fir den Einsatz

in einer Mikrotiterplatte modifiziert.

5.3.4 Bestimmung der Isocitrat-Lyase-Aktivitat

Die Bestimmung der Isocitrat-Lyase-Aktivitdt (Anhang 15.4) erfolgte photometrisch nach der
Methode von Dixon und Kornberg (1959), die nach den Angaben von Forster (2006)

modifiziert war.
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5.4 Kultivierung von S. cerevisiae

5.4.1 Kultivierung im Schuttelkolben

Es wurden 500 mL Schittelkolben ohne Schikanen mit Alukappen als Sterilbarriere
eingesetzt. Diese waren soweit nicht anders beschrieben zu 10 % des Nominalvolumens mit
Medium befillt. Die Anzucht der Hefen erfolgte im Schuttelinkubator (Rundschdittler) bei

30, 250 min * und einer Exzentrizitat von 5 cm.

Stammbhaltung

Zur Herstellung von Glyceringefrierkulturen erfolgte die Anzucht in Schittelkolben im WM8G-
Medium mit den entsprechenden Selektionsmarkern (Anhang Tabelle 15.2 und Tabelle 15.4)
und 50 g L Glucose. Die Kulturen wurden in der exponentiellen Wachstum bei einer
Biomassekonzentration zwischen 1 und 1,5 g L geerntet, mit sterilem Glycerin
(Endkonzentration an Glycerin: 33 % v/v) versetzt, in 1,5 mL Reaktionsgefalie aliquotiert, mit

flussigem Stickstoff schockgefroren und bei -80C g elagert.

Anzucht der Vorkulturen

Die Vorkulturen wurden in WM8A-Medium mit 50 g L Glucose und entsprechenden
Selektionsmarkern ausgehend von Glyceringefierkulturen angezogen bis die stationére
Phase erreicht war. Die Dauer der Vorkulturphase war stammabhéangig und lag zwischen 2
und 5 Tagen. Vor dem Uberimpfen in die jeweilige Hauptkultur wurden die Zellen stets

einmal mit PBS-Puffer gewaschen, um eine Verschleppung von Metaboliten zu verhindern.

Satzkultivierungen im Schiittelkolben

Die Startzelldichte in den Satzkultivierungen im Schiittelkolben betrug 0,1 g L™. Mit Glucose
als Kohlenstoffquelle wurden die 500 mL Kolben mit 50 mL Medium beftillt und die Versuche
liefen Uber 6 Tage. Durch lange Versuchsdauer konnte auch der bei einigen rekombinanten
Stdmmen sehr langsame Ethanolverbrauch betrachtet werden. Wurde Galactose verwendet

betrug die Versuchsdauer 16 Tage und das eingesetzte Volumen wurde auf 100 mL erhdht.
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5.4.2 Parallele Satzkultivierungen im Bioreaktorblo  ck im Milliliter-
Mal3stab
Zur effizienten Analyse der Vielzahl an rekombinanten Stammen im aeroben Satzverfahren

wurde ein automatisiertes, paralleles Milliliter-Bioreaktorsystem, das nachfolgend als

Bioreaktorblock bezeichnet wird, eingesetzt (Abbildung 5.1).

Abbildung 5.1: Aufbau fir die parallelen Satzexperimente im Milliliter-MaRstab

Der Bioreaktorblock (1) wird durch einen Laborroboter, der mit einem Pipettierarm (2) und einen
Greifarm fur Mikrotiterplatten (3) ausgestattet ist, automatisiert betrieben. Auf der Arbeitsflache sind
zudem  Mikrotiterplatten  fir Vorlagen und eine Platte fir die Analytik (4), ein
Desinfektionsmittelbehélter (5), eine Waschstation (6) sowie ein Photometer fur Mikrotiterplatten (7)

platziert.

Bioreaktorblock

Im Bioreaktorblock (2mag AG, Munchen) sind 48 mL-Bioreaktoren (Arbeitsvolumen
8 - 16 mL) in acht Reihen mit jeweils sechs Reaktoren angeordnet. Jeder Reaktor besitzt
einen auf einer Hohlachse gelagerten magnetischen RuUhrkorper. Zum Bioreaktorblock
gehdrt eine Sterilgasabdeckung, durch die die Reaktoren abgedichtet sind. Zudem sind an
dieser Abdeckung die Achsen der Riihrorgane befestigt. Uber die Sterilgasabdeckung wird
gleichzeitig die Sauerstoffzufuhr realisiert, indem sterile Prozessluft Uber eine Gaszufuhr in
den Kopfgasraum der Reaktoren geleitet wird. Durch eine weitere Bohrung, die auch als
Probenahmed6ffnung dient, kann das Abgas aus jedem Reaktor entweichen. Somit wird der
Kopfraum jedes Reaktors kontinuierlich mit sterilem Gas gespult und der Luftstrom aus der
Probenahmed6ffnung erhélt die Sterilitét aufrecht. Direkt unterhalb der Sterilgasabdeckung

befindet sich die Kuihleinrichtung, die den Kopfraum des Reaktors und die
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Sterilgasabdeckung abkihlt und somit dem Kondensator eines klassischen Laborreaktors
entspricht. Uber einen zweiten Warmetauscher werden die Reaktoren im unteren Teil
temperiert. Der magnetisch-induktive  Antrieb des  Bioreaktorblocks  ermdglicht
Rihrerdrehzahlen von 500 - 4000 min™. Durch die als gasansaugend konzipierten
Ruhrkorper (Puskeiler 2004) wird Uber eine Bohrung in der Hohlachse Luft aus dem
Kopfgasraum in das Medium eingesogen und vom Rudhrer im Medium dispergiert.

Unterhalb der Reaktoren befinden sich optosensorische Ausleseeinheiten (Presens GmbH,
Regensburg), Uber die in Kombination mit in den Reaktoren immobilisierten chemischen

Sensoren eine fluorometrische pH- und pO,-Messung erfolgen kann (Kusterer 2007).

Automatisierung des Bioreaktorblocks

Das Bioreaktorsystem ist, wie in Abbildung 5.1 gezeigt, Uber einen Laborrobotor (Genesis
Workstation 150, Tecan GmbH, Crailsheim) automatisiert. Der Laborrobotor verfugt tber
acht festinstallierte, teflonbeschichtete Pipettiernadeln (Pipettiervolumen 0,5 - 480 pL), Uber
die Probennahmen und Zudosierungen erfolgen kdénnen. Vor Probennahmen wurden die
Pipettiernadeln mit 70 % Ethanol desinfiziert. Von den 48 Reaktoren wird jeweils eine 6er-
Reihe von derselben Pipettiernadel bedient. Um Kreuzkontaminationen der Stamme
untereinander grundsatzlich auszuschlieen, wurden die rekombinanten Stamme
reihenweise in den Bioreaktorblock angeordnet. Zusatzlich ist der Laborrobotor mit einem
Greifarm zum Transport von Mikrotiterplatten (MTP) ausgestattet. Zur Ausstattung des
Gesamtsystems gehoren weiterhin ein MTP-Photometer und ein MTP-Waschgeréat. Das
System wird Uber die Prozessleitsoftware fedbatch XP (DASGIP AG, Jilich) gesteuert. Diese
ubernimmt die Kommunikation mit der Sensorik, dem Laborrobotor und den anderen
Geraten. Details zu den Einzelkomponten des Systems sind im Anhang (Tabelle 15.23)

Zusam mengefasst.

Kultivierungen im Bioreaktorblock

Die Versuche erfolgten mit einem Startvolumen von 12 mL, einer Temperatur von 30<C,
einer Temperatur der Kihleinheit fir den Kopfgasraum von 4<C, einer Ruhrerdrehzahl von
2800 min™ und einer Kopfraumbegasung des Bioreaktorblocks von 4,8 L h™, entsprechend
einer Kopfraumbegasung von 0,1 L h™ pro Reaktor. Der Ausgleich der Verdunstung von
70 pL h* erfolgte durch Zugabe von sterilem VE-Wasser {iber den Pipettierroboter.

Alle Kultivierungen wurden mit einer Biomassekonzentration von 0,1 g L™ gestartet und liefen
fur 48 h mit automatisierter at-line Bestimmung der Optischen Dichte mit einer Abtastzeit von
1,5 h. Die rekombinanten Stamme wurden im definierten Medium WM8A mit Ammonium als
Stickstoffquelle, im Medium WM8G mit Glutamat als Stickstoffquelle, sowie Im
Komplexmedium YEPD mit 50 g L™ Glucose als Kohlenstoffquelle untersucht. Es wurde im

Parallelansatz mit je drei Reaktoren pro Bedingung gearbeitet.
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Zur Bestimmung der OD wurden die vom Pipettierroboter genommenen Proben (je 20 pL)
durch einen im MTP-Photometer integrierten Injektor unmittelbar vor der Messung 1/10 mit
PBS-Puffer verdinnt. Die Messung der optischen Dichte erfolgte bei 650 nm, da das Gerat
keinen Filter fir 660 nm besalR. Die Mikrotiterplatte wurde nach jeder Messung in der MTP-
Waschstation gespiilt und wieder verwendet. Am Ende der Kultivierung wurden zudem
Proben fir die Bestimmung von Metaboliten per HPLC genommen.

Bei der OD-Messung wurde der lineare Messbereich des Photometers bewusst Uiberschritten
da mit einer konstanten Verdinnung gearbeitet wurde. Zur Umrechnung der ODyp-Daten in
die realen OD Uber Gleichung 5.2 wurde eine Korrelationskurve zwischen den OD im MTP-

Photometer und dem Einstrahlphotometer aufgenommen und aus dieser die Faktoren a und

b ermittelt.
alOoD
OD = Gleichung 5.2
MTP 0 0D g

mit  ODp OD im MTP-Photometer (Probe ist 1/10 verdinnt), -

oD OD im Einstrahlphotometer, -

a erster Korrelationsfaktor, -

b zweiter Korrelationsfaktor, -

Wird die im MTP-Photometer durchgefiihrte 1/10 Verdlinnung der Probe als
systemimmanente Konstante betrachtet und bei allen Berechnungen nicht explizit beachtet,
ergab sich fur Faktor a ein Wert von 2,54 und fir b ein Wert von 26,9 fir die Umrechnung
der in der im MTP-Photometer gemessenen OD der 1/10 verdunnten Probe (ODyrp) in die
reale OD.

Aus den in Kultivierungen im Bioreaktorblock mit einer Abtastzeit von 1,5 h at-line
bestimmten der Optischen Dichten wurden Uber Gleichung 5.1 und Gleichung 5.2 die
Biomassekonzentrationen errechnet und fir jeden einzelnen Reaktor die logarithmierte
Biomassekonzentration gegen die Zeit aufgetragen.

S. cerevisiae zeigt im aeroben Satzverfahren mit Glucose als Kohlenstoffquelle wegen des
Crabtree-Effekts eine diauxische Wachstumskurve mit einer ersten exponentiellen
Wachstumsphase mit Glucose und einer daran anschlieBenden zweiten Wachstumsphase
auf Ethanol als Kohlenstoffquelle. Zur Bestimmung der Wachstumsrate mit Glucose oder
Ethanol als Kohlenstoffquelle wurde in der jeweiligen Wachstumsphase der Bereich mit
konstanter Steigung per linearer Regression ausgewertet. AnschlieRend wurde der Mittelwert
der Wachstumsraten mit Glucose oder Ethanol als Kohlenstoffquelle fir die drei im

Parallelansatz betriebenen Reaktoren gebildet.
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Die pH- und pO,-Messung in den mL-Reaktoren erfolgte tiber die immobilisierten Sensoren.
Unter den eingestellten Bedingungen lag der pO, in allen Kultivierungen bei tber 40 %. Der
pH kann durch die optischen Sensoren im Bereich zwischen pH 5,5 bis pH 8,5 verfolgt
werden (Kusterer 2007). Der Start-pH des WM8A- und YEPD-Medium bei Versuchsbeginn
betrug pH 6,5. Der Start-pH des WM8G-Mediums betrug nur pH 6,0, da bei pH 6,5 das
Glutamat im Medium ausfiel.

Bei den Kultivierungen der S. cerevisiae Wildtypstammen in den mL-Reaktoren mit den
Medien WM8A, WM8G und YEPD mit 50 g L™ Glucose bewegte sich der pH wéhrend der
gesamten Kultivierung stets zwischen pH 5,6 und pH 6,8. Bei den Deletionsstimmen sank
der pH haufig unter das Detektionslimit der chemischen pH-Sensoren ab und es wurde
daher bei Versuchsende nach 48 h der pH der Reaktoren manuell mit einer pH-Elektrode
nachgemessen. In den Kultivierungen der Deletionsstammen in den mL-Reaktoren bewegte
sich der pH im einem Bereich zwischen pH 4,4 und pH 6,8.

Auf eine Regelung des pH wahrend der Kultivierungen wurde daher verzichtet, da durch das
Detektionslimit der chemischen pH Sensoren bei pH 5,5 keine Regelung auf den fur Hefen
optimalen pH von 5 moglich gewesen wéare und zudem S. cerevisiae ein &auf3erst pH-
toleranter Mikroorganismus ist, dessen Wachstumsrate im Bereich zwischen pH 4,4 und
pH 6,8 nicht durch den pH beeinflusst wird (Barnett 1997).

5.4.3 Satz- und Zulaufversuche im Laborriihrkessel i m Liter-Mal3stab

Fur aerobe Kultivierungen im Litermal3stab wurde ein Labor-Rihrkesselreaktor (Labfors,
Infors GmbH, Bottmingen) mit einem Nennvolumen von 2 L verwendet (Abbildung 5.2,
Spezifikationen siehe Anhang Tabelle 15.24).

Der Reaktor war mit Sonden zur Messung von pH, pO, und Temperatur ausgestattet.
Sowohl zur Uberwachung des Reaktorgewichts als auch der Zugabe von Zulauflésung tiber
die Schlauchpumpe stand eine Waage zur Verfugung. Der Sauerstoff- und
Kohlendioxidanteil der Abluft wurde dber eine Abgasanalytik analysiert. Die
Medientemperatur wurde auf 30T geregelt, die Tempe ratur des Abluftkiihlers betrug 14<C.
Das Medium wurde {ber ein Tauchrohr mit 1 L min™ begast und die Anfangsriihrerdrehzahl
betrug 400 min™ und wurde in 50 min™ Schritten automatisch erhéht, wenn der pO, unter
40 % sank.

Es wurden hauptsachlich aerobe Satz- und Zulaufversuche mit  einer
Anfangsbiomassekonzentration von 0,1 g L™ mit einem Startvolumen von 1,2 L im Hoek-
Medium mit 50 g L™ Glucose durchgefiihrt. Die beidseitige pH-Regelung auf pH 5 erfolgte mit

12,5 %igen Ammoniak (w/w) und 14 % (w/w) Phosphorséaure als Titrationsmittel.
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Abbildung 5.2: Aufbau fir die Satz- und Zulaufexperimente im Laborruhrkessel im L-Mal3stab

(1) Steuerkonsole, (2) Bioreaktor (Nennvolumen 2 L), (3) Schaumfalle, (4) Reaktorwaage, (5)
Titrationsmittel, (6) Vorlage fur den Zulauf, (7) Waage fur den Zulauf, (8) Zulaufpumpe

Nach zweitagiger Satzphase folgte eine eintdagige Zulaufphase mit dem Hoek-Zulaufmedium
und einer Dosierrate von 0,7 Jeucose LTht um Limitierungen zu vermeiden wurde direkt vor
Start des Zulaufs nochmals dieselbe Konzentration an essentiellen Substanzen bzw.
Geneticin zugegeben wie bei Versuchsbeginn (vergleiche Tabelle 15.4). Wurde von diesen

Versuchsbedingungen abgewichen, ist dies entsprechend bei den Ergebnissen angegeben.

5.4.4 Normierung auf das initiale Volumen

Alle Substrat- und Produktkonzentrationen in den eingesetzten Kultivierungssystemen
Schittelkolben, mL-Bioreaktor und Laborbioreaktor werden nicht nur durch die mikrobielle
Umsetzung, sondern auch durch eine Verdunstung von Wasser beeinflusst. Diese
Verdunstung konnte auf Grund der relativ kleinen Reaktionsvolumina (12 mL - 1,2 L) und
den teilweise sehr langen Versuchsdauern (bis zu 16 Tage) nicht vernachlassigt werden.
Dazu kommen im Laborreaktor noch Verdinnungseffekte durch die pH-Regelung und die

Zulauflésungen.
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Daher wurde beim Laborriihrkessel und dem Schiittelkolben zu jeder Probennahme (i) das
Volumen der Probe (Vp;) und das nach jeder Probennahme im Reaktionssystem verbliebene
Volumen (Vg;) gravimetrisch erfasst. Die gemessenen Konzentrationen (c;) wurden mit dem
uber Gleichung 5.3 bestimmten Faktor fy; auf das Volumen bei Versuchsbeginn normiert
(Gleichung 5.4). Fur die erste Probe die bei t = t genommen wurde, wurde der Faktor fy; als
1 definiert. In der gesamten Arbeit sind ausschlie3lich die normierte Konzentration (¢

dargestellt, um eine optimale Vergleichbarkeit der Daten zu gewahrleisten.

fui = |I_l Ve Gleichung 5.3
T N STV :
j= VR,j +VP,j

¢ =fy, & Gleichung 5.4

Beispielhaft wird die Notwendigkeit der Normierung in Abbildung 5.3 an Hand der in Kapitel
5.4.1 beschriebenen 16-tdgigen Satzversuche mit Galactose als Kohlenstoffquelle im
Schiittelkolben gezeigt.

Dargestellt sind die Daten aus 3 Satzversuchen bei denen unbeimpftes WM8G-Medium mit
50 g L' Galactose in den Schiittelkolben vorgelegt wurde und unter den
Standardbedingungen des  Systems  Probennahmen  erfolgten.  Allein  durch
Verdunstungseffekte stieg die gemessene Galactosekonzentration von der initialen
Konzentration von 50 g L™ auf iber 60 g L™ nach 16 d an. Dagegen bleibt bei Darstellung
der normierten Konzentrationen die Galactosekonzentration wahrend der gesamten
Versuchsdauer in allen 3 Ansatzen bei 51,3 + 0,6 g L™ konstant.

Der Normierfaktor fy; fir die in Kapitel 5.4.1 beschriebenen Kultivierungen im Schuttelkolben
lag bei allen Versuchen zwischen 0,8 und 1,0. Bei den in Kapitel 5.4.3 beschriebenen
Kultivierungen mit zweitdgiger Satzphase gefolgte von einer eintdagige Zulaufphase
(Dosierrate von 0,7 gelucose Lt h'l) im 1,2 L-Maf3stab im Laborriihrkessel lag der Normierfaktor
fu; wéhrend der gesamten Kultivierungsdauer zwischen 0,9 und 1,1. Handelte es sich
dagegen um reine dreitatige Zulaufversuche lag der Faktor auf Grund der starkeren
Verdinnung zwischen 1,0 und 1,4. Bei den mL-Reaktoren erfolgte mittels des
Pipettierroboters ein automatischer Ausgleich der Verdunstung von Wasser (siehe Kapitel

5.4.2), so dass keine Normierung nétig war.
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Abbildung 5.3: Effekt der Normierung der gemessenen Konzentrationen auf das initiale Volumen
gezeigt am Beispiel der 16-tdgigen Satzversuche mit Galactose als Kohlenstoffquelle im
Schuttelkolben (Vo = 100 mL). Dargestellt sind die Daten aus 3 Satzversuchen (O, © und @) bei denen
unbeimpftes WM8G-Medium mit 50 ¢ L™ Galactose im Schittelkolben vorgelegt wurde und
anschlieBend unter den Standardbedingungen des Systems Probennahmen erfolgten. A: Die
gemessene Galactosekonzentration (c;) steigt durch die Verdunstung von Wasser aus dem
Schuttelkolben kontinuierlich an. B: Der gravimetrisch bestimmte Normierfaktor (fy;) sinkt als Folge der
Verdunstung kontinuierlich ab. C: Die mit Hilfe von fy; normierte Galactosekonzentration (¢;) bleibt

konstant.

5.4.5 Ermittlung der Ethanolverdunstung

Bezlglich des Metabolits Ethanol ist zu beachten, dass dieses auf Grund seiner Fliichtigkeit
besonders in aktiv begasten Systemen hohe Verdunstungsraten aufweist. Die

Ethanolverdunstung kann durch Gleichung 5.5 beschrieben werden.

dc

—E = —k [y, Gleichung 5.5
dt

mit k Ethanolverdunstungskonstante, ht

Cey  Ethanolkonzentration im Reaktionssystem, g L™
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Die Ethanolverdunstung kann durch die Abgaskiihlung der L- oder mL-Bioreaktoren lediglich
vermindert, jedoch nicht unterbunden werden, da im Abgaskihler kondensiertes Ethanol dort
die lokale Ethanolkonzentration erhéht, sodass nach Gleichung 5.5 zusatzlich eine deutliche
Ethanolverdunstung aus dem Kondensat im Abgaskuhler auftritt (Duboc und von Stockar
1998).

Um die Grolenordung der Ethanolverdunstung zu ermitteln, wurden alle drei eingesetzten
Kultivierungssysteme durch Ethanolverdunstungsexperimente charakterisiert. Fir diese
Charakterisierung wurde Ethanol im definierten unbeimpften Medium vorgelegt und es
erfolgte unter den jeweiligen Standardbedingungen des Systems Probennahmen. Laut Loser
et al. (2005) ist die Ethanolverdunstung in Rihrkesselreaktoren eine Funktion der
Begasungsrate und des Reaktorvolumens, aber unabhangig von der Ruhrerdrehzahl. Dies
gilt allerdings nur fur klassische Rihrkesselreaktoren wie den fir die Kultivierungen im Liter-
Malistab eingesetzten Labor-Rihrkessel (Labfors, Infors GmbH, Bottmingen), da in den mL-
Bioreaktoren durch die gasinduzierenden Ruhrkdrpern die Begasungsrate von der
Ruhrerdrehzahl abhangt. Da bei den mL-Reaktoren die Ruhrerdrehzahl konstant bei
2800 rpm gehalten wurde und somit auch die Begasungsrate konstant blieb, ergibt sich fur
die Messungen zur Ethanolverdunstung jedoch kein weiterer Parameter. Auch die
Begasungsrate bei den Kultivierungen im Liter-Mal3stab wurde konstant gehalten und war

somit kein Parameter.

Tabelle 5.2: Ethanolverdunstungskonstanten der Kultivierungssysteme

System Volumen Ethanolverdunstungs-

konstante, ht

Schuttelkolben im Rundschttler 50 mL 0,013 + 0,000
mL-Reaktor 12 mL 0,093 + 0,002
Laborrihrkessel 1,2L 0,022 + 0,000

Wie Tabelle 5.2 zeigt, ist die Ethanolverdunstungsrate im Schiittelkolben als unbegastes
System erwartungsgemafld am geringsten und bei den mL-Reaktoren auf Grund des
ungunstigen Oberflachen/Volumen-Verhaltnis am hdchsten.

Da es bei den Zulaufversuchen im L-MaR3stab zu deutlichen Volumenanderungen kam,
wurde fir den Laborreaktor der Zusammenhang zwischen Fllvolumen des Reaktors und k

experimentell bestimmt (Abbildung 5.4).
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Abbildung 5.4: Empischer Zusammenhang zwischen Reaktorvolumen (V) und Ethanolverdunstungs-

rate (k) fur den Laborrihrkessel. Dargestellt sind die Messdaten (#), die durch die Korrelation

k= ODZ8WR_]’OG(Linie) wiedergegeben werden konnten.

Wahrend bei den Kultivierungen im mL-Reaktorsystem mit Ausnahme der OD-Bestimmung
nur eine Endpunktanalytik nach 48 h und bei den Schuttelkolbenexperimenten alle 24 h eine
Probennahme erfolgte, war es auf Grund der haufigeren Probenahmen im Laborreaktor
madglich, die Ethanolverdunstung rechnerisch auf Basis des in Abbildung 5.4 dargestellten

Zusammenhangs zu bertcksichtigen.

5.4.6 Kohlenstoffbilanz

Fur die Kultivierungen im Laborrihrkesselreaktor konnten Kohlenstoffbilanzen aufgestellt
werden, da ein definiertes Medium eingesetzt und die CO,-Bildung Uber die Abgasanalytik
erfasst wurde. Die Gesamtmenge des emittierten Kohlendioxids wurde fur die Bilanzierung
durch die Integration des zeitlichen Verlaufs der CO,-Konzentration im Abgas ermittelt. Der
Kohlenstoffgehalt der Biotrockenmasse wurde tber die Summenformel C;75HseNo 630210
berechnet (Verduyn et al. 1990). Fur die Kohlenstoffbilanz wurden auch die Probenahmen
und die Menge an bereits verdunsteten Ethanol aufsummiert und in der Berechnung
bericksichtigt. Die Kohlenstoffbilanzen wurden nach Gleichung 3.14 berechnet und waren in
allen Kultivierungen im Laborreaktor zu mindestens 90 % geschlossen. In dieser Arbeit

werden daher beispielhaft nur einige der Bilanzen gezeigt.
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5.5 Bestimmung intrazellularer Metabolite aus dem
Energiestoffwechsel

Zur Bestimmung des Energy charge (EC) und des NADH/NAD"-Verhaltnisses wurden die
intrazellularen Konzentrationen der Adenosinphosphate AMP, ADP und ATP und der
Nicotinamid-Adenin-Dinukleotide NAD" und NADH bestimmt.
Das Vorgehen zur Bestimmung intrazellularen Metabolitkonzentrationen l&sst sich allgemein
in folgende Schritte einteilen (Weuster-Botz und de Graaf 1996, Mashego et al. 2007):

= Reprasentative Probenentnahme aus dem Reaktionssystem

= [|naktivierung des Stoffwechsels ("Quenchen®)

= Quantitative Extraktion der Metabolite

= Analyse der Metabolite

Auf Grund der hohen intrazellularen Umsatzraten, die im Bereich von 1 mM s* liegen und
der geringe intrazellularen Metabolitkonzentrationen im Bereich von 1 mM ist eine schnelle
Probennahme und Inaktivierung entscheidend fir die Bestimmung der intrazellularen

Metabolitkonzentrationen (de Koning und van Dam 1992).

Probennahme und Inaktivierung

Die Probennahme aus dem Reaktor erfolgte mit dem von Hiller et al. (2007) beschriebenen
System fur schnelle Probenahmen. Vor der Probenahme wurde das Probengefald mit 25 mL
der Inaktivierungslosung befillt und mittels Kryostat auf -70C gekuhlt. Fir die Inaktivierung
der Hefezellen wurde nach Canelas et al. (2008) reines Methanol eingesetzt. Jeweils direkt
vor der Probennahme wurde das Probengefald auf 200 mbar evakuiert und die Probe durch
Ankoppeln des GeféalRes an die in den Reaktor eingebaute Probenahmesonde genommen.
Die Probe wurde sofort in ein durch ein Ethanol-Eis-Bad auf -20C vorgekihltes 50 mL
Zentrifugenréhrchen tberfiihrt und zentrifugiert (4 min, 10000 min?, -19C). Vom Uberstand
wurde eine Probe zur Analyse des "Leakage-Effektes" genommen, gefiltert und bei -20C
gelagert. Der restliche Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 1 mL auf -20C
temperierten Resuspensionspuffer (60 % (v/v) Methanol, 30 mM Triethanolamin (pH = 7,0)
resuspendiert. Wahrend der gesamten beschriebenen Prozedur wurde die Probe in einem
Ethanol-Eis-Bad (-20<C) gekdihilt.
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Extraktion und Analyse mit Standardaddition

Die Extraktion der Metabolite erfolgte mit heillem wassrigen Puffer und die anschlieRende
Analytik per LC-MS. Da die Quantifizierung per LC-MS stark durch die Probenmatrix
beeinflusst wird und auch Effekte der Probenaufarbeitung auf die Metabolitkonzentrationen
bericksichtigt werden mussen, erfolgte die Quantifizierung mittels Standardaddition nach
DIN 32633. Bei der Standardaddition wird die Probe in mehrere Teile mit gleichen Volumina
aufgeteilt, zu jedem Aliquot ein bestimmtes Volumen eines Standardgemisches in
unterschiedlichen Konzentrationen zugesetzt und die Proben gemessen. Zur Auswertung
werden die Konzentrationen des zugesetzten Standards gegen die erhaltenen Messwerte
aus der LC-MS-Messung aufgetragen (Abbildung 5.5).
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Abbildung 5.5: Kalibrierung tber eine Standardaddition. Die Messpunkte (®) werden durch lineare

Regression ausgewertet.

Da der Beitrag der unbekannten Konzentration der zu analysierenden Probe sich hierbei im
Achsenabschnitt yy; widerspiegelt, kann die unbekannte Konzentration c; nach Gleichung 5.6

errechnet werden.

Yo
G = =2 Gleichung 5.6
m

mit Yoi  Achsenabschnitt der linearen Regression fir Komponente i, -

m Steigung der linearen Regression fiir Komponente i, M*

Da die Quantifizierung der Metabolite mittels Standardaddition erfolgte, wurden parallel acht
verschiedene Extrakte fir jede Probe hergestellt. Es wurden je 100 yL der resuspendierten
Zellsuspension und zeitgleich je 100 pL der Standardldsung (Konzentration 0, 5, 10, 20, 30,
50, 70 oder 100 puM der Standardsubstanzen geldst in 50 % Methanol (v/v)) zu 300 pL in
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einem 1,5mL Reaktionsgefall in einem Thermomixer vorgeheizten Puffer (30 mM
Triethanolamin, 95T, pH 7,5) gegeben. Nach einer 3 -minutigen Inkubation bei 95C und
1200 min® wurden die ReaktionsgefaRe fir 2 min im Ethanol-Eis-Bad abgekiihlt und
zentrifugiert (10 min, -19C, 23300 min ™).

Der Uberstand wurde bis zur Analyse bei -20C gelag ert. Die Bestimmung von AMP, ADP,
ATP, NAD" und NADH erfolgte per LC-MS nach einer Methode von Luo et al. (2007), die
nach Link (2009) adaptiert war. Die Details zu Methode und Geréten sind im Anhang 15.7

zusammengestellt.

Kultivierung

Die Experimente zur Bestimmung intrazellularer Metabolite aus dem Energiestoffwechsel
erfolgten ausschlieBlich im Laborrihrkessel. Da Vorversuche zeigten, dass es bei
Verwendung des definierten WMB8A- und Hoek-Mediums auf Grund ihres hohen
Salzgehaltes zu einer starken lonisierungs-Unterdriickung an der LC-MS kam (Annesley
2003), wurde stattdessen auf das salzarmere YNB-Medium, das ein klassisches definiertes
Fertigmedium fur S. cerevisiae ist, zurtickgegriffen.

Das Startvolumen lag bei 1,0 L und der Versuch wurde mit einer Biomassekonzentration von
circa 8 g L™ in YNB-Medium mit 50 g L Glucose gestartet. Es erfolgte eine beidseitige pH-
Regelung auf pH 6,5. Die Ubrigen Bedingungen entsprachen den in Kapitel 5.4.3
angegebenen. Die erste intrazellulare Probe wurde genommen, wenn die
Glucosekonzentration im Reaktor auf 15 - 20 g L' abgesunken war. Eine zweite
intrazellulare Probe wurde genommen, nachdem an Hand der online erfassten Abgasdaten

festgestellt wurde, dass die Zellen seit mindestens 2 h Ethanol verbrauchten.
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6 Charakterisierung des Saccharomyces cerevisiae

Basisstammes

Als Basisstamm fir die Entwicklung eines rekombinanten Bernsteinsdure produzierenden
S. cerevisiae Stammes wurde der Wildtypstamm AH22ura3 eingesetzt. In diesem Kapitel
wird die Charakterisierung dieses Grundstammes beziiglich der als Selektionsmarker fur die
Plasmide genutzten Auxotrophien beschrieben. Zudem wird die Toleranz von S. cerevisiae
AH22ura3 gegenuber organischen S&duren am Beispiel der Essigsdure- und

Bernsteinsauretoleranz betrachtet.

6.1 Einfluss der Auxotrophien auf das Wachstum

Der Basisstamm S. cerevisiae AH22ura3 besitzt Auxotrophien fur Uracil, Leucin und Histidin.
Alle Uberexpressionen im Lauf der Stammentwicklung erfolgten auf Plasmiden. Als
Selektionsmarker fir die bei Veen (2002) beschriebenen pFlat-Plasmide wird die
Komplementation der Uracil- und Leucin-Auxotrophie sowie die Resistenz gegen Geneticin
genutzt (Tabelle 5.1). Hierdurch entstanden Stamme mit verschiedenen Kombinationen an
Auxotrophien mit und ohne Antibiotikaresistenz. Da dies das Wachstum der Zellen signifikant
beeinflussen kann (Pronk 2002, Cakar et al. 1999, Chopra et al. 1999), wurde der
Basisstamm mit folgenden Plasmidkombinationen untersucht:

= S. cerevisiae AH22ura3 wt

= S. cerevisiae AH22ura3 wt pFlat3

= S. cerevisiae AH22ura3 wt pFlatl pFlat3

= S. cerevisiae AH22ura3 wt pFlatl pFlat2 pFlat3

Die vier S. cerevisiae AH22ura3 Stdmme zeigten, wie in Abbildung 6.1 dargestellt, in
aeroben Satzkultivierungen mit Glucose als Kohlenstoffquelle auf Grund des Crabtree-
Effekts das typische diauxische Wachstum. Das heil3t, es zeigt sich zun&chst nach einer
kurzen Verzégerungsphase eine erste exponentielle Wachstumsphase. In dieser wird die
vorgelegte Kohlenstoffquelle Glucose respiro-fermentativ. zu Ethanol und Biomasse
verstoffwechselt. Ein kurzes Stagnieren des Wachstums, das sich beispielsweise bei den
Kultivierungen im WMB8A-Medium je nach Stamm nach 19,5 - 22,5 h zeigte (Abbildung 6.1A),
gefolgt von einer zweiten exponentiellen Wachstumsphase zeigt an, dass die Glucose

verbraucht ist und die Zellen nun Ethanol als Kohlenstoffquelle nutzen.
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Abbildung 6.1: Evaluierung des Effekts der Leerplasmide auf das Wachstum des Basisstammes
S. cerevisiae AH22ura3 (Parallele Satzversuche im Bioreaktorblock, Vo = 12 mL, n = 3). A, C und E:
Wachstumskurven der Stamme S. cerevisiae AH22ura3 wt (), wt pFlat3 (0), wt pFlatl pFlat3 (A) und
wt pFlatl pFlat2 pFlat3 (®) in drei verschiedenen Medien. B und D: Wachstumsraten der Stamme
S. cerevisiae AH22ura3 wt (d), wt pFlat3 (@), wt pFlatl pFlat3 (@) und pFlatl pFlat2 pFlat3 (m) mit

Glucose und Ethanol als Kohlenstoffquelle.

Die Wachstumsraten der S. cerevisiae AH22ura3 Stdmme mit Leerplasmiden in den
definierten Medien WM8A und WM8G mit Glucose sind auf bis zu 80 % der Wachstumsrate
des Referenzstammes ohne Leerplasmide vermindert. Die Wachstumsraten dieser vier
Stamme im Komplexmedium mit Glucose unterschieden sich nicht signifikant. Die
Unterschiede innerhalb der Gruppe der Stdmme mit Leerplasmiden waren in allen drei

Medien nicht signifikant. Bei allen vier Stammen wurde die hdchste Wachstumsrate mit
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Glucose im reichhaltige Komplexmedium YEPD, das Pepton und Hefeextrakt als
Stickstoffquelle zur Verfiigung stellt, erreicht. Bei den definierten Medien wuchsen die
Stamme schneller, wenn statt anorganischem Ammoniumsulfat die gute Stickstoffquelle
Glutamat zur Verfligung stand.

Mit Ethanol zeigten alle vier Stimme nur geringe Wachstumsraten. Diese lagen im YEPD-
und WM8A-Medium zwischen 0,02-0,03 h™. Im Medium mit Glutamat als Stickstoffquelle,
WMB8G, wurden bei den Stammen mit Leerplasmiden Wachstumsraten bis 0,06 h™ und bei
dem Stamm ohne Plasmide ein Wert von 0,02 h™ mit Ethanol erzielt.

Wahrend der Kultivierung der vier Wildtypstamme, die mit einem pH von 6,5 gestartet wurde,
fiel der pH, der durch die immobilisierten chemischen Sensoren online im Reaktor gemessen
wurde, zunachst wahrend der Phase des Glucoseverbrauchs auf bis zu pH 5,6 ab und stieg
nach dem Verbrauch von Glucose wieder auf bis zu pH 6,8 nach 48 h an (Daten nicht
gezeigt). In diesem pH-Bereich wird die Wachstumsrate von S. cerevisiae nicht durch den
pH beeinflusst (Barnett 1997).

Diskussion

Die Kultivierungen des Basisstammes S. cerevisiae AH22ura3 mit verschiedenen
Plasmidkombinationen im Bioreaktorblock zeigten, dass die zugesetzten Konzentrationen an
den essentiellen Substanzen Uracil, Leucin und Histidin ausreichend sind, um Limitierungen
durch die Auxotrophien zu vermeiden. Da die Unterschiede zwischen den Stdmmen mit
Plasmiden nicht signifikant waren, konnten trotz unterschiedlicher Auxotrophiemuster im
Laufe der weiteren Arbeiten die Wachstumsraten von Stammen mit den Plasmiden pFlat3,
pFlatl und pFlat3 sowie pFlatl, pFlat2 und pFlat3 direkt miteinander verglichen werden.
Durch diese Versuche erfolgte bereits eine erste Charakterisierung des Ausgangsstammes
fur die weitere Stammentwicklung. Tabelle 6.1 vergleicht die Wachstumsraten von
S. cerevisiae AH22ura3 und weiteren Hefestammen in definierten Medien mit Glucose oder
Ethanol als Kohlenstoffquelle.

Bei allen Stammen ist die Wachstumsrate mit Glucose hoher als mit Ethanol. Diese
Ubersicht zeigt, dass S. cerevisiae AH22ura3 wt auf beiden Kohlenstoffquellen zu den
schlechter wachsenden Hefestammen zahlt. Dies gilt besonders flr das Wachstum mit
Ethanol, wo die Wachstumsrate von S. cerevisiae AH22ura3 auf nur 10 % der

Wachstumsrate mit Glucose fallt.
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Tabelle 6.1: Wachstumsraten (h™) verschiedener S. cerevisiae Wildtypstamme in definierten Medien

mit Glucose oder Ethanol als Kohlenstoffquelle und Ammoniumsulfat als Stickstoffquelle.

Stamm MGlucose Methanol Hethanol Maiucose ~ Quelle

AH22ura3 0,21+0,01 0,02 +0,00 0,10 diese Arbeit

S173-6B 0,18 0,09 0,52 Zhao und McAlister-Henn 1996
CBS8066 0,44 0,12 0,27 van Dijken et al. 2000

BAY.17 0,42 0,08 0,19 van Dijken et al. 2000

X2180 0,34 0,13 0,38 van Dijken et al. 2000
CEN.PK122 0,41 0,12 0,29 van Dijken et al. 2000

RY601 0,21 0,10 0,47 Boubekeur et al. 1999

Trotz des relativ schlechten Wachstums von S. cerevisiae AH22ura3 wurde dieser Stamm in
der weiteren Stammentwicklung eingesetzt, da durch die zu den Auxotrophien des Stammes
passenden pFlat-Plasmide bis zu drei parallele und stabile Uberexpressionen ermdglicht
werden und beim Projektpartner ORGANOBALANCE GmbH (Berlin) bereits vielféltige
Erfahrung beziglich des Metabolic Engineering dieses Stammes vorlagen (beispielsweise
Polakowski et al. 1999, Veen et al. 2003, Veen und Lang 2004).

6.2 Toleranz gegenuber organischen Sauren

Einer der groften prozesstechnischen Vorteile von S. cerevisiae ist die hohe Toleranz
gegenuber hohen lonenstarken, niedrigen pH-Werten sowie die Toleranz gegeniber
organischen Sauren (Nevoigt 2008). Bezliglich der Toleranz gegeniber organischen Sauren
sind Daten zu den Carbonsduren Acetat, Lactat, Sorbat und Benzoat verfligbar
(Narendranath et al. 2001, Thomas et al. 2002, Abbott et al. 2009), die im Lebensmittelsektor
als Konservierungsmittel eingesetzt werden. Daten zur Toleranz gegenuber Succinat sind
nicht publiziert. Daher wurde die Succinat- sowie als Referenz auch die Acetattoleranz des
S. cerevisiae Wildtypstammes AH22ura3 wt pFlat3 bestimmt. Hierfir erfolgten
Satzkultivierungen im Komplexmedium mit Glucose mit vorgelegtem Natriumsuccinat oder

-acetat in verschiedenen Konzentrationen. Der Start-pH lag bei pH 6,5.
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Acetattoleranz

Wie Abbildung 6.2 zeigt, sinkt die Wachstumsrate bei S. cerevisiae AH22ura3 wt pFlat3
unter den gewéhlten Kultivierungsbedingungen bereits ab einer Konzentration von 10 g L™
Acetat im YEPD-Medium signifikant. Bei 75 g L™ zugesetztem Acetat war kein Wachstum
mehr nachzuweisen, sondern die Zellen starben langsam ab (u = -0,01 + 0,00 h™"). Bei einer
Konzentration von 25 g L™* Acetat im Medium wurde die eingesetzte Glucose bis zum
Versuchsende komplett verbraucht und als Folge des durch Acetat ausgeldsten osmotischen
Stresses nahm die Glycerinbildung zu. Neben Glucose wurde bei den Ansatzen mit
Acetatkonzentrationen bis zu 10 g L™ auch das vorgelegte Acetat verbraucht. Dies fiihrte
dazu, dass bei den Ansatzen mit Acetatkonzentrationen von 5 und 10 g L™ die maximal

erreichte Biomassekonzentration die des Referenzansatzes Ubertraf.
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Abbildung 6.2: Untersuchung der Acetattoleranz des S. cerevisiae Basisstammes (Satzversuche im
Bioreaktorblock, Vo = 12 mL, n = 3). A: Wachstumskurven des S. cerevisiae Wildtypstammes
AH22ura3 wt pFlat3 in YEPD-Medium mit 50 g L™ Glucose bei Vorlage von 0 g L™ @), 1 g L™ (0),
5gL" (@), 10 g L™* (A), 25 g L™ (A), 50 g L™ (@ und 75 g L™ Natriumacetat (¢#). B, C und D:
Resultierende Wachstumsraten, maximale Biomassekonzentration und Endkonzentration von
Glucose, Acetat und Glycerin nach 48 h jeweils aufgetragen gegen die eingesetzte

Acetatkonzentration.
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Succinattoleranz

Wie bei Acetat sinkt auch mit ansteigendem Zusatz von Succinat die erreichte maximale
Biomassekonzentration sowie die Wachstumsrate ab (Abbildung 6.3). Allerdings starben die
Zellen im Gegensatz zu dem Versuch mit hohen Acetatkonzentrationen selbst bei 120 g L™
ab,

0,01 +0,00 h™. Dementsprechend wurden selbst bei 120 g L* Succinat im Medium binnen

Natriumsuccinat im Medium nicht sondern die Wachstumsrate betrug noch
48 h Stunden etwa 4 g L™ Glucose verbraucht. Bei bis zu 60 g L™ Succinat im Medium wurde
die eingesetzte Glucose binnen 48 h vollstdndig umgesetzt. Auf Grund der steigenden

lonenstarke durch Succinat stieg auch die Glycerinbildung.
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Abbildung 6.3: Untersuchung der Succinattoleranz des S. cerevisiae Basisstammes (Satzversuche im
Bioreaktorblock, Vo = 12 mL, n = 3). A: Wachstumskurven von S. cerevisiae AH22ura3 wt pFlat3 in
YEPD-Medium mit Glucose bei Vorlage von 0 g L* (O),10¢g L* (0),20 g L* (0), 40 g L* (a), 6049 L?
(A), 80 g L* (@), 100 g L* (®) und 120 g L™ Natriumsuccinat (A). B, C und D: Resultierende
Wachstumsraten, maximale Biomassekonzentration und Endkonzentration von Glucose und Glycerin

nach 48 h jeweils aufgetragen gegen die eingesetzte Succinatkonzentration.
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Diskussion

Die Toleranz des Produktionsmikroorganismus gegeniber hohen Konzentrationen an
Succinat ist ein entscheidender Faktor fir eine wirtschaftliche Succinatproduktion. Tabelle
6.2 stellt die Succinattoleranz des Hefestammes AH22ura3 wt pFlat3 der Succinattoleranz
der bislang publizierten Mikroorganismen zur biotechnologischen Succinatproduktion
gegenuber. Nur fur den natirlichen Succinatproduzenten Actinobacillus succinogenes wurde

bislang ein Wachstum in Gegenwart von etwa 100 g L™ Natriumsuccinat gezeigt.

Tabelle 6.2: Succinattoleranz verschiedener Mikroorganismen angegeben als Fahigkeit zum

Wachstum in Gegenwart von etwa 100 g L™ Dinatriumsuccinat.

Mikroorganismus Wachstum Quelle
Anaerobiospirillum succiniciproducens nein Zeikus et al. 1999
Natdrliche ) ) ) ] )
_ Actinobacillus succinogenes Mutante ja Zeikus et al. 1999
Succinat- o o _
Mannheimia succiniciproducens keine Angabe verflgbar
produzenten
Basfia succiniciproducens keine Angabe verfugbar
Corynebacterium glutamicum keine Angabe verfugbar
Plattform- y g ¢ g
. Escherichia coli Mutanten nein Zeikus et al. 1999
organismen
S. cerevisiae ja diese Arbeit

Hervorzuheben ist, dass der per Metabolic Engineering am weitesten entwickelte
Produktionsorganismus Escherichia coli sehr empfindlich gegeniiber organischen Sauren ist.
So halbiert sich die Wachstumsrate von S. cerevisiae bei Zusatz von 25 g L™ Natriumacetat
zum Medium lediglich, wogegen bei E. coli bereits 10 g L* Acetat diese Halbierung
hervorrufen (Luli und Strohl 1990). Aul3er der Angabe, dass bei E. coli kein Wachstum in
Gegenwart von 100 g L™ Natriumsuccinat existiert, sind keine Daten zur Succinattoleranz
publiziert. Allerdings zeigen einige Publikationen zur Succinatproduktion mit E. coli ein
Absinken der Biomassekonzentration und der zellspezifischen Produktivitdt wahrend
Kultivierungen ab Succinatkonzentrationen um 50 g L™ (beispielsweise bei Sanchez et al.
2005, Andersson et al. 2009a, Andersson et al. 2009b).

Die Charakterisierung des S. cerevisiae Stammes zeigte, dass die Zellen selbst bei 120 g L™
Succinat im Medium noch Glucose umsetzten und ein geringes Wachstum nachzuweisen
war. Dies bestatigte, dass die Hefe S. cerevisiae auf Grund ihrer exzellenten Toleranz
gegeniuber Succinat ein interessanter Kandidat fiir die mikrobielle Bernsteinsaureproduktion

ist.
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7 Charakterisierung von Succinat-Dehydrogenase-

Deletionsstammen

Als erster Schritt der Stammentwicklung bei der ORGANOBALANCE GmbH erfolgte eine
Deletion von Untereinheiten der Succinat-Dehydrogenase (SDH). Durch die Blockade des
Succinat abbauenden Enzyms Succinat-Dehydrogenase, sollte eine erste Erhdéhung der
Succinatbildung der Hefezellen erzielt werden. Den Widersprichen in der Literatur bezlglich
der Notwenigkeit der Deletion einer bzw. beider katalytischen Untereinheiten, SDH1 und
SDH2, fur einen vollstandigen Aktivitatsverlust wurde durch die Evaluierung der folgenden
Stdmmen Rechnung getragen:

= S, cerevisiae AH22ura3 wt pFlat3 (als Referenz)

= S, cerevisiae AH22ura3 Asdh2 pFlat3

= S. cerevisiae AH22ura3 Asdh2 Asdhl pFlat3

Im Folgenden wird bei den Stammnamen zur besseren Ubersichtlichkeit auf die Nennung
der pFlat-Plasmide verzichtet.

In diesem Kapitel wird neben den konstitutiven SDH-Deletionsstammen auch die
Evaluierung eines reprimierbaren Promotorsystems am Beispiel der SDH-Deletion
beschreiben. Die hierzu betrachteten Stamme werden direkt im entsprechenden Unterkapitel

vorgestellt.

7.1 Satzverfahren mit Glucose als Kohlenstoffquelle

Das Wachstum und die Succinatbildung der beiden SDH-Deletionsstamme AH22ura3 Asdh2
und Asdh2 Asdhl und des zugehdrigen Referenzstammes wurden im Satzversuch mit
Glucose als Kohlenstoffquelle im Komplexmedium YEPD und in definierten Medien mit
Glutamat (WM8G) oder Ammoniumsulfat (WM8A) als Stickstoffquelle reaktionstechnisch
untersucht.

Abbildung 7.1 zeigt, dass nur der Referenzstamm ohne Deletionen das fir S. cerevisiae
typische diauxische Wachstum zeigt. Diese zweite Wachstumsphase fehlt bei den SDH-
Deletionsstammen in allen drei Medien. Zwischen den beiden SDH-Deletionsstammen
Asdh2 und Asdh2 Asdhl ergaben sich keine signifikanten Unterschiede beziiglich der

Wachstumsrate oder Succinatbildung.
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Abbildung 7.1: Evaluierung der S. cerevisiae SDH-Deletionsstdmme durch Satzversuche mit Glucose
als Kohlenstoffquelle im Bioreaktorblock (Vo = 12 mL, n = 3). A, C und E: Wachstumskurven des
S. cerevisiae AH22ura3 Wildtypstammes (O) und der beiden SDH-Deletionsstdmme Asdh2 (O) und
Asdh2 Asdhl (#) in drei verschiedenen Medien mit 50 g L™ Glucose als Kohlenstoffquelle. B und D:
Wachstumsraten mit Glucose und Succinatkonzentration nach 48 h Versuchsdauer von S. cerevisiae
AH22ura3 wt (d), Asdh2 (@) und Asdh2 Asdhl (m).

Wahrend sich im definierten WM8A-Medium kein Effekt der Deletion(en) auf die
Wachstumsrate mit Glucose zeigt, reduziert sich die Wachstumsrate in den beiden
reichhaltigeren Medien YEPD und WM8G bei Deletion der Untereinheit SDH2 oder beider
katalytischer Untereinheiten auf bis zu 90 % bzw. 85 % bezogen auf den Wildtyp. Bei den
beiden S. cerevisiae SDH-Deletionsstammen sank der pH unter das Detektionslimit der
chemischen pH-Sensoren ab und lag bei Versuchsende nach 48 h laut manueller

Bestimmung Uber eine pH-Elektrode bei pH 4,4 (Daten nicht gezeigt). Laut Barnett (1997)
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wird die Wachstumsrate von S. cerevisiae im Bereich bis pH 3,5 nicht durch den pH
beeinflusst.

In allen untersuchten Medien erreichten die SDH-Deletionsstiamme hohere
Succinatendkonzentrationen nach 48 h als der Wildtyp. Im definierten Minimalmedium und
im Komplexmedium lag die Succinatbildung der SDH-Deletionsstamme unter 0,2 g L™. Auf
Glutamat wurde mit S. cerevisiae AH22ura3 Asdh2 mit 1,1 g L* Succinat die héchste
Konzentration erreicht. Der Wildtyp bildete nur in den beiden reichhaltigen Medien WM8G
und YEPD Succinat.

Diskussion

Bei der ersten vergleichenden Charakterisierung der S. cerevisiae SDH-Deletionsstamme
unter aeroben Satzbedingungen mit Glucose zeigten sich keine signifikanten Unterschiede
zwischen den SDH-Deletionsstammen. Unabhangig vom Medium hatte die Deletion einer
oder beider katalytischer Untereinheiten nur geringe oder keine Auswirkungen auf die
Wachstumsrate. Dies ist dadurch zu erklaren, dass auf Grund der Glucoserepression des
respirativen Stoffwechsels die Aktivitat des Citrat-Zykluses und damit auch der SDH unter
den untersuchten Bedingungen gering ist (Gombert et al. 2001, Blank et al. 2005) und der
Kohlenstoff hauptsachlich vor dem Citrat-Zyklus in Richtung Ethanol abfliel3t.

Beim Wildtyp war unter aeroben Satzbedingungen mit Glucose nur in reichhaltigen Medien
Succinat nachzuweisen. Dies deckt sich mit den Aussagen von Gancedo und Serrano
(1989), dass Succinat unter aeroben Bedingungen nur in reichhaltigen Medien als
UberschulRmetabolit sekretiert wird, da unter diesen Bedingungen keine Intermediate des
Citrat-Zyklus Richtung Biosynthese abgezogen werden.

In den ersten Kultivierungen der SDH-Deletionsstamme im aeroben Satzverfahren im
Bioreaktorblock konnte eine Anreicherung von Succinat gezeigt werden. Dass speziell die im
WMBS8G enthaltene Stickstoffquelle Glutamat eine Succinatbildung fordert, wurde bereits in
den Arbeiten von Kleinzeller (1941), Heerde und Radler (1978), Albers et al. (1996) und
Camarasa et al. (2003) berichtet. Dies ist darauf zurtickzufihren, dass Glutamat Uber
a-Ketoglutarat direkt in den Citrat-Zyklus eingeschleust und Uber nur zwei Reaktionsschritte

Zu Succinat umgewandelt werden kann:

NAD*-GDH: Glutamat + NAD" — a-Ketoglutarat + NADH + NH,"

KGD: a-Ketoglutarat + NAD* + CoA — Succinyl-CoA + NADH + H" + CO,
LCS: Succinyl-CoA + P; + ADP — Succinat + ATP + CoA
Bilanz: Glutamat + 2 NAD" + P, + ADP —

Succinat + 2 NADH + H" + ATP + NH," + CO,
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Neben diesem Hauptweg kann Glutamat auch tber die Glutamat-Decarboxylase (GAD1) zu
y-Aminobuttersdure (GABA) reagieren, das uber die GABA-Transaminase (UGA1) und die
Succinatsemialdehyd-Dehydrogenase (UGA2) zu Succinat umgewandelt wird (Miller und
Magasanik 1990, Coleman et al. 2001):

GADL1.: Glutamat — y-Aminobuttersaure + CO,
UGAL: y-Aminobuttersaure + a-Ketoglutarat — Succinatsemialdehyd + Glutamat
UGA2: Succinatsemialdehyd + H,O + NADP" — Succinat + NADPH

Wird bei der Erstellung der Bilanz angenommen, dass das bei der von der
Succinatsemialdehyd-Dehydrogenase katalysierten Reaktion verbrauchte a-Ketoglutarat aus

Glutamat stammt, ergibt sich:

Bilanz: Glutamat + NAD" + NADP* + H,O —
Succinat + NADH + NADPH + H" + CO, + NH,"

Theoretisch kann somit auf beiden Wegen bis zu 1 molsyccinat MOlgiutamat - gebildet werden,
wobei die Zelle auch 2 mol NADH und 1 mol ATP oder ein 1 mol NADH und 1 mol NADPH
gewinnt. Eine industrielle Anwendung von Glutamat als Substrat fir die Succinatproduktion
ist aus Kostengriinden auszuschlieRen, da Glutamat doppelt so teuer wie Succinat ist.
Dennoch sind bei der wissenschaftlichen Untersuchung der Succinatproduktion und
besonders zur Charakterisierung des Stoffwechsel rekombinanter Stdmme auch Medien mit
Glutamat von Interesse. S. cerevisiae ist nicht in der Lage die Stickstoffquelle Glutamat oder
andere Aminoséuren als alleinige Kohlenstoffquellen zu nutzen (Cooper 1982), sodass

Glutamat stets nur als Cosubstrat zur Succinatbildung eingesetzt werden kann.

7.2 Satz- und Zulaufverfahren mit Glucose als Kohle  nstoffquelle

Die weitere Untersuchung der S. cerevisiae SDH-Deletionsstdamme und des
Referenzstammes erfolgte in einem standardisierten Kultivierungsschema bestehend aus
einer zweitagigen Satzphase mit 50 g L™ Glucose als Kohlenstoffquelle gefolgt von einer
eintagigen Zulaufphase mit einer konstanten Zudosierung von 0,7 Qgiucose LY h?t im
Ruhrkesselreaktor im Labormafistab (Startvolumen 1,2 L). Es wurde ein spezielles
definiertes Medium mit Ammoniumsulfat als Stickstoffquelle nach van Hoek et al. (2000)
genutzt, um Limitierungen auch bei hdéheren Zellkonzentrationen in der Zulaufphase zu
vermeiden.

Durch die Verwendung des definierten Mediums wird das Erstellen einer Kohlenstoffbilanz

madglich. Beziglich des Produkts Ethanol ist zu beachten, dass dieses auf Grund seiner
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leichten Fluchtigkeit mit dem Abgas aus dem Reaktor ausgetragen wird. Da die
Nichtberlcksichtigung des verdunsteten Ethanols die Berechung von Ausbeuten und
zellspezifischen Produktionsraten verfalschen kann (Duboc und von Stockar 1998, Loser et
al. 2005), wurde die Ethanolverdunstung bei den Kultivierungen im Laborreaktor wie in
Kapitel 5.4.5 beschreiben bertcksichtigt. Dargestellt in den Diagrammen der Kultivierungen
im Labormalfistab sind im Folgenden nur die um die Verdunstung korrigierten Ethanolwerte.
Auch die Berechnung von zellspezifischen Raten und Ausbeuten erfolgte mit den korrigierten
Ethanolwerten.

Abbildung 7.2 zeigt die zeitlichen Konzentrationsverlaufe bei den Kultivierungen der beiden
SDH-Deletionsstamme, AH22ura3 Asdh2 und AH22ura3 Asdh2 Asdhl und der
Referenzstammes AH22ura3 wt. Zudem sind in Tabelle 7.1 die zellspezifischen Raten und in
Tabelle 7.2 die differentiellen Ausbeuten der Kultivierungen in den verschiedenen
Prozessphasen gezeigt. Da es sich bei den Kultivierungen im Laborreaktor um

Einfachbestimmungen handelt, wurden Unterschiede tber 10 % als signifikant betrachtet.

Verbrauch von Glucose als Kohlenstoffquelle in der Satzphase

In der Satzphase zeigten sich beziglich des Wachstums dieselben Effekte wie in den
Kultivierungen im Bioreaktorsystem. Alle drei Stamme wuchsen exponentiell mit Glucose
wobei sich die Wachstumsraten der SDH-Deletionsstamme nicht signifikant vom Wildtyp
unterschieden (Tabelle 7.1). Auch die Glucoseaufnahmeraten unterschieden sich nicht
signifikant. Es zeigt sich beim Wildtyp und den SDH-Deletionsstammen der typische, durch
den Crabtree-Effekt  hervorgerufene respiro-fermentative  Stoffwechsel mit dem
Hauptprodukten Ethanol gefolgt von Biomasse. Der respiratorische Koeffizient RQ lag
dementsprechend Uber 1 (Tabelle 7.2). Alle drei Stamme bildeten im Wachstum mit Glucose
etwa 3 g L? Glycerin zum Ausgleich des bei der Biomassesynthese anfallenden
Uberschusses an NADH. Zudem erfolgte auch eine geringe Acetatbildung von 0,3 mmol
gerv - ™ beim Wildtyp und 0,1 mmol ggrv™ h™* bei den SDH-Deletionsstammen. Nur bei den
SDH-Deletionsstammen wurde eine minimale Succinatbildung, die unter 0,01 mmol gBTM'l h

lag, detektiert.

Tabelle 7.1: Wachstumsraten (h'l) und zellspezifische Substrataufnahme- sowie Produktbildungsraten
(mmol gBTM'l h'l) in der Satzphase der Kultivierung im definierten Hoek-Medium im Laborreaktor zur

Evaluierung der S. cerevisiae SDH-Deletionsstdmme. n.d.: nicht detektiert.

Stamm Mmax Jolu Osuc Jeth Jaly Oace (coz (o2
wit 0,29 -144 n.d. 23,0 1,8 0,3 22,8 5,5
Asdh2 0,27 -14,9 0,00 22,4 1,5 0,1 23,1 55

Asdh2 Asdhl 0,30 -15,7 0,00 25,3 2,4 0,1 22,7 4,5
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Abbildung 7.2: Satz- und Zulaufkultivierung im definierten Hoek-Medium mit 50 g L™ Glucose im
Laborreaktor (Vo = 1,2 L) zur Evaluierung der S. cerevisiae SDH-Deletionsstdmme. Dargestellt sind
der Wildtypstamm AH22ura3 wt (O oder diinne schwarze Linie), AH22ura3 Asdh2 (0 oder dicke graue
Linie) und AH22ura3 Asdh2 Asdhl (¢ oder dicke schwarze Linie). Der Zulauf mit einer Dosierrate von
0,7 Jolucose L™ h™* wurde nach 48 Stunden gestartet. Bei den dargestellten Ethanolkonzentrationen ist

die Verdunstung von Ethanol bericksichtigt.
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Verbrauch von Ethanol als Kohlenstoffquelle in der Satzphase

Nach Verbrauch der Glucose erfolgte ein Wechsel zu Ethanol als Kohlenstoffquelle, wodurch
sich beim Wildtyp eine diauxische Wachstumskurve ergab. Die Veratmung von Ethanol
zeigte sich auch an einem RQ < 1 (Tabelle 7.2). Wie in den vorangegangenen Kultivierungen
in Bioreaktorblock ergab sich auch im Hoek-Medium beim Wildtypstamm mit Ethanol eine
Wachstumsrate von nur 0,02 h™. Neben Ethanol wurde vom Wildtyp auch das wéhrend des
Wachstums mit Glucose gebildete Acetat wieder verstoffwechselt (Abbildung 7.2). Die
Glycerinkonzentration blieb zunachst konstant. In den letzten Proben, bevor der Zulauf
gestartet wurde, zeigt eine Verringerung der Glycerinkonzentration um 0,15 g L™, dass die

Zellen auch begonnen hatten neben Ethanol und Acetat Glycerin zu verstoffwechseln.

Tabelle 7.2: Ausbeuten (mol mol'l) im definierten Hoek-Medium im Laborreaktor bei der Evaluierung

der S. cerevisiae SDH-Deletionsstamme.

Stamm Phase Substrat Yxs Ysuss Yews Yoiys Yaces Ycozs Yozs RQ
wt Satz Glucose 0,2 n.d. 1,6 0,1 0,02 1,6 0,4 4,3
Asdh2 Satz Glucose 0,2 0,00 1,5 0,1 0,01 1,6 04 4,3

Asdh2 Asdhl  Satz Glucose 0,2 0,00 1,6 0,1 0,03 15 0,3 45

wt Satz Ethanol 0,3 n.d. - - - 0,9 1.4 0,6
Acetat
Glycerin
Asdh2 Satz Ethanol 0,1 0,01 - 0,0 0,85 0,0 0,8 -
Asdh2 Asdhl  Satz  Ethanol 0,0 0,01 - 0,0 0,66 0,0 0,6 -
wit Zulauf Glucose 1,0 n.d. - - 0,0 19 16 11
Ethanol
Glycerin
Asdh2 Zulauf Glucose 0,1 001 1,2 00 041 1,7 0,7 26

Asdh2 Asdhl  Zulauf Glucose 0,1 0,02 1,2 0,0 0,37 1,7 0,7 25

Bei den SDH-Deletionsstammen nahm die Biomassekonzentration mit Ethanol als
Kohlenstoffquelle um weniger als 1 g L™ zu. Obwohl nur beim Wildtyp ein deutlicher Zuwachs
der Biomasse von mehreren Gram pro Liter mit Ethanol erzielt wurde, nahm die
Ethanolkonzentration auch bei den SDH-Stammen um mehrere Gramm pro Liter ab. Da die
SDH-Deletionsstamme keine exponentielle Biomassebildung mit Ethanol aufwiesen, konnten
in dieser Phase keine konstanten zellspezifischen Raten berechnet werden. Stattdessen

wurden die molaren Ausbeuten bezogen auf Ethanol und die Ubrigen verbrauchten Substrate
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betrachtet. Die Biomasse wurde hierfiir mit einem Molekulargewicht von 95,82 g moL™
entsprechend der Summenformal C;75He N 630210 Umgerechnet (Verduyn et al. 1990).

Die SDH-Deletionsstamme wandelten den C,-Kdrper Ethanol hauptséchlich in den C,-Korper
Acetat um. Es wurden 0,85 mMOlacetar MOlgmane- bei  AH22ura3 Asdh2  und
0,66 MOlacetat MOlemano - bei AH22ura3 Asdh2 Asdhl gebildet. Die Succinatausbeute betrug
bei den SDH-Deletionsstaimmen 0,01 mMOlsycccinat  MOlemano~. ES  wurde  keine
Kohlendioxidbildung (Detektionslimit der Abgassensorik 0,01 % CO,) aber eine
Sauerstoffaufnahme bei beiden SDH-Deletionsstammen wéahrend des Verbrauchs von

Ethanol gemessen (Abbildung 7.2).

Zulaufphase

Durch den kontinuierlichen Zulauf von 0,7 geiucose Lt h?, der in allen drei Kultivierungen nach
48 h gestartet wurde, wurde beim Wildtyp ein deutliches Wachstum von 9,6 g L™ auf
23,7 g L' Biomasse erzielt. Parallel zur zudosierten Glucose wurde beim Wildtyp wéhrend
des gesamten Zulaufs auch Ethanol verstoffwechselt. Dies und der RQ, der wahrend der
Zulaufphase nahe 1 lag, zeigt, dass bei der gewahlten Dosierrate Glucose wahrend des
Zulaufs limitierend war und vollstandig veratmet wurde. Die Glycerinkonzentration stieg
wahrend der Zulaufphase zunachst leicht an. Erst in den letzten beiden Proben nach 70,8 h
und 72 h zeigte sich ein Verbrauch von Glycerin. Der Wildtypstamm verbrauchte wahrend
des Zulaufs also mehrere Substrate gleichzeitig (Glucose, Ethanol und Glycerin).

Da es sich um keinen exponentiellen, sondern einen konstanten Zulauf handelt, sinkt die
Wachstumsrate der Zellen wahrend des Zulaufs ab und es kdnnen im Gegensatz zu den
exponentiellen Wachstumsphasen keine konstante zellspezifische Produktbildungsraten fir
die Zulaufphase berechnet werden.

Auch bei den SDH-Deletionsstammen stieg die Biomassekonzentration im Zulaufverfahren
an. Bei AH22ura3 Asdh2 wurden nochmals 3 g L™, bei AH22ura3 Asdh2 Asdhl 0,7 g L*
Biomasse gebildet. Im Gegensatz zum Wildtyp erfolgte bei den SDH-Deletionsstammen
wahrend des Zulaufs Ethanolbildung. Der RQ lag bei den SDH-Deletionsstdmmen in der
Zulaufphase Uber 1 (Tabelle 7.2). Die SDH-Deletionsstamme zeigten wahrend des Zulaufs
eine geringe aber kontinuierliche Succinatbildung (0,01 bzw. 0,02 mMolsyccinat moIG.ucose'l) und
eine starke Acetatbildung. Wie bereits in der Satzphase war beim Wildtyp auch im Zulauf
kein Succinat nachzuweisen (Nachweisgrenze Succinat: 0,01 g L™).

Die Kultivierung des Stammes AH22ura3 Asdh2 Asdhl wurde auch Uber 72 h hinaus
fortgesetzt, wobei die konstante Zudosierung beibehalten wurde (Daten nicht gezeigt). Es
konnte binnen einer Gesamtversuchsdauer von 144 h eine Succinatkonzentration von 0,7 g
L? erzielt werden. Der Versuch wurde nach 144 h abgebrochen, da bereits ab 126 h

Versuchsdauer Glucose im Medium akkumulierte und die Succinatbildung stagnierte.
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Kohlenstoffbilanzen

Die Kohlenstoffbilanzen der drei Kultivierungen sind in Abbildung 7.3 zusammengefasst. Sie
war bei S. cerevisiae AH22ura3 wt im Durchschnitt zu 97 % * 3 %, bei Asdh2 zu 97 % + 2 %
und bei Asdh2 Asdhl zu 98 % * 3 % geschlossen.
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Abbildung 7.3: Integrale Kohlenstoffbilanzen der Satz- und Zulaufkultivierung im definierten Hoek-
Medium im Laborreaktor zur Evaluierung der S. cerevisiae SDH-Deletionsstamme. A: Bilanz des
Referenzstammes AH22ura3 wt. B: Bilanz von AH22ura3 Asdh2. C: Bilanz von AH22ura3 Asdh2
Asdhl.

Diskussion

Die Kohlenstoffbilanzen konnten in den drei Kultivierungen zu dber 95 % geschlossen
werden, das heildt die eingesetzte Analytik ist ausreichend um alle relevanten
Nebenprodukte zu detektieren. Auffallig ist dennoch, dass die verbliebene Bilanzliicke bei
allen Stammen vor allem gegen Ende des exponentiellen Wachstums mit Glucose und des
Beginns des Ethanolverbrauchs entsteht. Dantigny et al. (1989) beschreiben, dass
S. cerevisiae unter aeroben Satzbedingungen aus Glucose auch Pyruvat (< 0,1 g L™) und
Acetaldehyd bildet. Acetaldehyd ware wegen seiner hohen Flichtigkeit nur durch direkte
Messungen im Abgas quantifizierbar. Da die Bilanzen zu 95 % geschlossen waren, wurde
hierauf verzichtet.

Bezlglich der Notwendigkeit der Deletion einer bzw. beider katalytischer Untereinheiten der
SDH fur einen vollstdndigen Funktionslust der SDH existieren in der Literatur zunachst
widerspruchlich erscheinende Angaben. In Arbeiten von Kubo et al. (2000) war erst nach
simultaner Deletion der Gene beider katalytischer Untereinheiten, sdhl und sdh2, oder
alternativ von sdhl und sdhlb keine Succinat-Dehydrogenase-Aktivitat mehr nachweisbar.
Dagegen ist laut Arikawa et al. (1999) bereits die Deletion von sdhl fir einen vollstadndigen
Funktionsverlust der SDH ausreichend. Dass die Experimente von Arikawa et al. (1999) mit

Glucose als Kohlenstoffquelle erfolgten und Kubo et al. (2000) mit Fruktose arbeitete, um die
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Glucoserepression zu vermindern, kann diesen Unterschied jedoch erklaren und deckt sich
mit den an dieser Stelle erzielten Ergebnissen, dass in der Satzphase mit Glucose kaum
Unterschiede zwischen AH22ura3 Asdh2 und AH22ura3 Asdh2 Asdhl zu erkennen waren.
Diese traten erst unter glucosedereprimierten Bedingungen zu Tage. Die Erhdhung der
Succinatbildung im Zulauf und die Verringerung der Biomassebildung mit Ethanol als
Kohlenstoffquelle oder im Zulauf bei AH22ura3 Asdh2 Asdhl sprechen fir eine weitere
Abnahme der SDH-Aktivitat in diesem Stamm gegeniiber AH22ura3 Asdh2.

Auffallig in diesen Versuchen war die starke und fur Hefen in dieser GroéRenordnung
ungewdhnliche Bildung von Acetat bei beiden SDH-Deletionsstdammen aus Ethanol und im
Zulauf. Die SDH-Reaktion ist neben der Funktion im Citrat-Zyklus auch als sogenannter
Komplex Il ein Teil der Atmungskette. Die Bildung des oxidierten Metaboliten Acetat aus
Ethanol sowie die deutliche Sauerstoffaufnahme der beiden SDH-Stamme beweist, dass die
Deletion der katalytischen Untereinheiten der SDH nicht zu einem Verlust der
Atmungsfahigkeit der Zellen fuhrt. Dies ist damit zu erklaren, dass neben Komplex Il auch
noch NADH-Dehydrogenasen als Elektronendonatoren fir den Ubichinonpool der
Atmungskette dienen und daher die SDH nicht essentiell fir die oxidative Phosphorylierung
ist (de Vries und Marres 1987, Luttik et al. 1998, Robinson et al. 1991).

Eine Umwandlung von Ethanol zu Acetat war fir einen Hefestamm mit einer Deletion von
sdhl oder sdh4 bereits in von Romano und Kolter (2005) publizierten Daten zu sehen.
Allerdings wurde der Effekt von den Autoren nicht aufgegriffen und nicht diskutiert.

Auf Grund des geringen Wachstums der SDH-Deletionsstamme mit Ethanol ware ein relativ
linearer Ethanolverbrauch zu erwarten. Wie Abbildung 7.2 zeigt, nahm aber der
Ethanolverbrauch und somit auch die resultierende Acetat- und Succinatbildung
kontinuierlich ab. Diese Abnahme ist auf die hemmende Wirkung der organischen Saure
Acetat beziehungsweise die der korrespondierenden Essigsaure zurtickzufiihren, die den
pH-Gradienten der Zelle stort, da Essigsaure in die Zellen diffundiert und dort deprotoniert
wird (Narendranath et al. 2001, Thomas et al. 2002). Zudem steigt in Gegenwart von Acetat
der ATP-Bedarf fir die Aufrechterhaltung der Stoffwechselhomdbostase an, was sich in
geringen Biomasseausbeuten niederschlagt (Pons et al. 1996, Pampulha und Loureiro-Dias
2000, Abbott et al. 2007). Daher kann die stark reduzierte Biomassebildung der SDH-
Stdmme aus Ethanol eine direkte Folge der Blockade der Synthese von Biomassevorstufen
durch Unterbrechung der SDH-Reaktion sein oder vor allem ein Resultat der Hemmung
durch die Acetatbildung beziehungsweise eine Kombination beider Effekte.

Acetat stellt bei Wildtyphefen nur ein Intermediat beim Verbrauch von Ethanol da. Der
Wildtyp wandelt Ethanol Gber Acetaldeyd und Acetat zu Acetyl-CoA um und nutzt Acetyl-CoA
dann zur Biomassesynthese Uber den durch die Gegenwart von C,-Kdrpern induzierten

Glyoxylat-Zyklus. Uber den Glyoxylat-Zyklus wird aus Acetyl-CoA Succinat gebildet und



Deletion von Succinat-Dehydrogenase 95

dieses in den Citratzyklus oder die Gluconeogenese eingeschleust. Zudem wird Acetyl-CoA
beim Wildtyp zur Energiegewinnung tber den Citrat-Zyklus zu Kohlendioxid veratmet, was
sich in einer CO,-Bildung beim Verbrauch von Ethanol zeigt (Abbildung 7.2). Daneben kann
Acetyl-CoA auch direkt zur Fettsaurebiosynthese genutzt werden oder es koénnen
Intermediate des Glyoxylat-Zyklus direkt als Vorstufen der Biomassesynthese dienen. So
kann Glyoxylat mit Alanin durch die Alanin-Glyoxylat-Aminotransferase (AGX1), einem beim
Wachstum mit Glucose reprimierten Enzym, zu Pyruvat und Glycin umgesetzt werden
(Villas-Boas et al. 2005). Wie die folgenden Bilanzgleichungen zeigen, gewinnen die Zellen

bei der Umwandlung von Ethanol zu Acetaldeyd und Acetat Energie in Form von NAD(P)H.

ADH: Ethanol + NAD" — Acetaldehyd + NADH + H*
ALD: Acetaldehyd + NAD(P)" + H,0O — Acetat + NAD(P)H + H"
Bilanz: Ethanol + NAD" + NAD(P)" + H,O — Acetat + NADH + NAD(P)H + 2 H*

Ob Acetat aus Acetaldehyd mit NAD" oder NADP" als Cofaktor gebildet wird, ist abhangig
vom verwendeten ALD-Isoenzym (Wang et al. 1998, Navarro-Avino et al. 1999). Laut Daran-
Lapujade et al. (2004) laufen beim Verbrauch von Ethanol sowohl die NAD'- als auch
NADP*-abhangigen Reaktionen ab. Abhangig von den verwendeten ALD-Isoenzymen wird
zur Oxidation 0,5 oder 1 mol Sauerstoff bendtigt, um 1 mol Ethanol zu 1 mol Acetat
umzusetzen. Tabelle 7.2 zeigt, dass das Verhaltnis zwischen Y acetavethanol UNA Y ooEthano DEI
beiden SDH-Stammen einen Wert nahe 1 ergibt, allerdings wird auch zur Bildung von
Succinat und Biomasse Sauerstoff verbraucht (Rosenfeld und Beauvoit 2003), sodass aus
der Sauerstoffaufnahme nicht abgeschatzt werden kann, welchen Beitrag die NAD*- bzw. die
NADP*-abhangigen Acetaldehyd-Dehydrogenasen an der Gesamtaktivitat leistet.

Wird Acetat weiter zu Acetyl-CoA umgesetzt, missen die Zellen Energie in Form von ATP

aufwenden:

ACS: Acetat + CoA + ATP — Acetyl-CoA + AMP + PP

Der energetisch ginstige Weg zur Energiegewinnung aus Ethanol liegt im Abbau Gber den
Citratzyklus und besitzt inklusive der Schritte des Umbaus von Ethanol zu Acetyl-CoA

folgende Bilanz:

Ethanol + 3 H,O + 4 NAD" + NAD(P)" + FAD —
2 CO;, + 4 NADH + NAD(P)H + 5 H" + FADH,
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Bei Annahme eines P/O-Verhaltnisses von 1 kdnnen je nach verwendetem ALD-Isoenzym
5 oder 6 molarp MOlgmanol gewonnen werden. Durch die Deletion der SDH ist dieser Weg
blockiert. Stattdessen konnen die Zellen den bei Ethanol dereprimierten Glyoxylatzklus
nutzen, wodurch theoretisch 0,5 MOlsyccinat MOlEthano gewonnen werden konnten. Der
Glyoxylat-Zyklus dient allerdings nativ nicht der Energiegewinnung sondern der Assimilation
von Ethanol zu Biomasse und erlaubt nur eine geringe Energiegewinnung von einem NADH
pro 2 mol eingeschleusten Acetyl-CoA. Die Bilanz fur die Bildung von Succinat, dem

Endprodukt der Glyoxylat-Zyklus, aus Ethanol lautet:

Ethanol + 1,5 NAD" + NAD(P)" + ATP —
0,5 Succinat + 1,5 NADH + NAD(P)H + 2,5 H" + AMP + PP

Dies bedeutet, dass Stamme mit einer Blockade der SDH bei Umsetzung von 1 mol Ethanol
in Succinat je nach verwendeten ALD-Isoenzym(en) nur 1,5 beziehungsweise 0,5 mol ATP
generieren. Wird lediglich Acetat gebildet, kénnen die Zellen dagegen 2 bzw. 1 mol ATP
gewinnen. Diese Betrachtung erklart auch die in der Literatur beschriebene Tatsache, dass
SDH-Deletionsstamme nicht mit Acetat als Kohlenstoffquelle wachsen kénnen (McCammon
1996). Acetat besitzt einen noch niedrigeren Reduktionsgrad als Ethanol und die Zellen
konnten Acetat bei Blockade der SDH lediglich in Succinat umsetzen, wobei keine Energie
gewonnen, sondern sogar noch 0,5 mol ATP pro mol Acetat verbraucht wirden.

Diese Betrachtung zeigt, dass es fur die Zelle energetisch vorteilhaft ist, lediglich Acetat zu
bilden, allerdings zeigen die Daten in Abbildung 7.2 auch, dass zumindest ein kleiner Teil
des Ethanols zur Synthese von Succinat verwendet wurde.

An den Satzversuch wurde eine Zulaufphase mit konstanter Zudosierung von
0,7 Yclucose Ltht angeschlossen. Unter Zulaufbedingungen konnte durch die dereprimierten
Bedingungen erstmal aus Glucose eine kontinuierliche Succinatbildung beobachtet und ein
Wachstum beider Stdmme erzielt werden. Bei AH22ura3 Asdh2 Asdhl wurde der
Zulaufversuch nach 72 h fortgefiihrt und hierdurch 0,7 g L™ Succinat erreicht. Es stellt sich
die Frage, ob Succinat im Zulauf nur Uber den oxidativen Zweig des Citrat-Zyklus gebildet
werden kann oder unter diesen Bedingungen auch der Glyoxylat-Zyklus zur Verfliigung steht.
Da der Citrat-Zyklus auf Hohe der SDH blockiert ist, missten die Zellen, sofern Succinat
Uber den oxidativen Weg akkumuliert, Oxalacetat auf einem alternativen Weg regenerieren,
um den Citrat-Zyklus zu schlie3en. Dies kann Uber die Pyruvat-Carboxylasen aus Pyruvat
Uber CO,-Fixierung erfolgen.

Die Induktion der Expression der Glyoxylat-Zyklus-Enzyme erfolgt nur durch C,-Kérper.
Daran-Lapujade et al. (2004) beschreiben, dass in Wildtyphefen neben der Induktion des

Glyoxylat-Zyklus durch C,-Kdrper bereits eine verminderte Glucoserepression durch
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Zulaufbedingungen zu einem leichten Anstieg der Expression der ICL und MLS fihrt. Bei
dem in Abbildung 7.2 gezeigten Zulaufversuch war der Glyoxylat-Zyklus bereits vor Beginn
des Zulaufs durch den Verbrauch von Ethanol in der Satzphase induziert. McCammon et al.
(2003) beschreiben zudem, dass sich auch die Transkription zahlreicher anderer Gene als
Reaktion auf eine Deletion von Citrat-Zyklus-Enzymen &nderte. In der Untersuchung, die mit
im Komplexmedium mit Galactose angezogenen Zellen durchgefihrt wurde, wurde als
Reaktion auf eine Deletion der Gene sdhl oder sdh2 eine erhdhte Transkription einiger
gluconeogenetischer Gene nachgewiesen. Hierzu zahlten beispielsweise die Gene mdh2,
pckl, icl2, misl. Von mdh2 und misl werden Enzyme des Glyoxylat-Zykluses codiert.

Daher ist es mdglich, dass die bei den SDH-Stammen beobachtete kontinuierliche
Succinatbildung auch bereits auf eine geringe Aktivitdt des Glyoxylat-Zyklus zuriickzufihren

ist.

7.3 Zulaufkultivierungen mit verschiedenen Dosierra  ten

Ein wichtiger Parameter in Zulaufverfahren ist die Wahl der Dosierrate. Ziel ist es im
Allgemeinen die Dosierrate so zu wéhlen, dass der Crabtree-Effekt umgangen wird und eine
vollstindige Veratmung der Glucose mit maximaler Biomassebildung ohne
Nebenproduktbildung erfolgt. Da in der ersten Kultivierung der SDH-Deletionsstamme auch
im Zulauf eine Ethanolbildung auftrat, wurde der Effekt verschiedener Dosierraten an Hand
von S. cerevisiae AH22ura3 Asdh2 Asdhl untersucht. Hierfir wurde zu Versuchsbeginn
bereits eine hthere Biomassekonzentration in das Hoek-Medium ohne Kohlenstoffquelle
vorgelegt. Das Experiment wurde durch Beginn der ersten Zulaufphase gestartet. Der Zulauf
wurde zweimal im 24 h Abstand erhoht, um die Effekte verschiedener Dosierraten zu
charakterisieren.

Abbildung 7.4 zeigt, dass die Biomasse beim SDH-Deletionsstamm wahrend des
Experiments bei 7 g L™ stagnierte. Die zudosierte Glucose wurde bei allen drei Dosierraten
vollstandig verbraucht. Bei den beiden niedrigen Dosierraten von 0,15 ggjucose Lt ht (D1) und
0,33 goucose L h™* (D2) trat zunéchst keine Ethanolbildung auf. Trotz Unterbindung der
Ethanolbildung kam es zu keinem deutlichen Wachstum, stattdessen wurde Acetat gebildet.
Nach der Erhéhung der Dosierrate auf 0,83 ggjucose Lt ht (D3) setzte die Ethanolbildung ein
und es kam wie in der vorhergehenden Kultivierung mit S. cerevisiae AH22ura3 Asdh2
Asdhl zu einer parallelen Bildung von Acetat und Ethanol. Bei allen drei Dosierraten wurde
Succinat gebildet, wobei die Succinatbildung in der dritten Phase mit Ethanolbildung am

geringsten war.
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Abbildung 7.4: Einfluss verschiedener Dosierraten am Beispiel des S. cerevisiae SDH2-IDH-
Deletionsstammes und des Wildtypstammes. Dargestellt sind reine Zulaufkultivierungen im Hoek-
Medium im Laborrihrkessel (Vo = 1 L) mit im 24 h Abstand ansteigenden Dosierraten. Es sind die um
die Verdunstung korrigierten Ethanolverlaufe dargestellt. A: Biomasse- (d), Acetat- (O), Ethanol- (A)
und Succinatkonzentration (®) in einer reinen Zulaufkultivierung von S. cerevisiae AH22ura3 Asdh2
Asdhl. Die im 24 h Abstand gewechselten Dosierraten betrugen 0,15 ggiucose Lth? (D1),
0,33 Joiucose L ™ (D2) und 0,83 goueese L h™ (D3). B: Biomassekonzentration (d) in einer reinen
Zulaufkultivierung von S. cerevisiae AH22ura3 wt. Die im 24 h Abstand gewechselten Dosierraten
betrugen 0,18 geiucose N (D4), 0,39 Gaiucose h™ (D5) und 0,97 gajucose L h™ (D6).

Das gleiche Experiment mit den drei ansteigenden Dosierraten wurde auch mit dem Wildtyp
durchgefuhrt (Abbildung 7.4B). Als einziges Nebenprodukt zur Biomasse wurde zu Beginn
der Kultivierung Glycerin (< 0,2 g L") nachgewiesen, dass im Lauf der Kultivierung wieder
verbraucht wurde (Daten nicht gezeigt). Die Ausbeute lag in diesem Zulaufexperiment bei
0,7 molgry MOlgueose . Die maximale theoretische Ausbeute fiir die Biomassebildung bei
S. cerevisiae Wildtypstammen unter nicht glucosereprimierten Bedingungen liegt bei 0,5 ggrm

-1 -1
gGIucose bZW- 0196 I'T]O|BTM mo'GIucose .

Diskussion

Das Zulaufexperiment mit S. cerevisiae AH22ura3 Asdh2 Asdhl zeigte, dass bei den SDH-
Deletionsstammen selbst bei geringsten Glucose-Dosierraten eine Acetatbildung
prozesstechnisch nicht zu unterbinden war. Abhangig von der Dosierrate erfolgte nur ein
Umstellen zwischen der Bildung der C,-Koérper Acetat und Ethanol. Dies zeigt, dass auch
unter Zulaufbedingungen der Hauptteil des Kohlenstoffs auf Grund der vollstadndigen
Blockade der SDH vor dem Citratzyklus abflief3t.

Zur Vermeidung der Ethanolbildung bedingt durch den Crabtree-Effekt werden bei
Wachstum von S. cerevisiae mit Glucose als Kohlenstoffquelle im Allgemeinen RQ-geregelte

Zulaufprozesse eingesetzt (Aiba et al. 1976). Fur die vollstdndige Veratmung von Glucose zu



Deletion von Succinat-Dehydrogenase 99

Kohlendioxid ergibt sich RQ = 1. Um auch der Biomassebildung aus Glucose Rechnung zu
tragen, wird in der Literatur bei S. cerevisiae nicht auf RQ = 1 sondern auf RQ = 1,1 geregelt
(O'Connor et al. 1992, Cannizzaro et al. 2004).

Wahrend eine Ethanolbildung aus Glucose zu CER > OUR und somit zu einem RQ > 1 fuhrt,
ist bei der Acetatbildung aus Glucose der CER < OUR und somit der RQ < 1 (Pons et al.
1996). Daher ist eine Regelung des Zulaufs Gber den RQ zur Vermeidung des Crabtree-
Effekts bei stark Acetat sekretierende Stdmme, wie den SDH-Deletionsstammen, nicht

maglich.

7.4 Satzverfahren mit Galactose als Kohlenstoffquel le

Erganzend zu Arbeiten mit Glucose erfolgten auch Experimente mit Galactose als
Kohlenstoffquelle, da diese Kohlenstoffquelle geringere Repressionseffekte als Glucose
auslost. Die Versuche erfolgten aus Kapazitatsgriinden nicht im Rihrkessel sondern im
Schiittelkolben.

Eingesetzt wurde fir die Satzversuche im Schiuttelkolben zundchst das definierte WMB8A-
Medium mit 50 g L™ Galactose. Allerdings war in diesem Medium reproduzierbar ein
Wachstum des Wildtyps erst nach 10 Tagen zu erkennen (Daten nicht gezeigt). Daher wurde
stattdessen das glutamathaltige definierte Medium WM8G mit Galactose als
Kohlenstoffquelle eingesetzt und bereits am zweiten Tag ein Wachstum beim Wildtyp erzielt.
Deswegen wurde dieses Medium fir die weiteren Untersuchungen mit Galactose eingesetzt
und erganzend entsprechende Referenzkultivierungen mit Glucose im WM8G-Medium im
Schiittelkolben durchgefiihrt.

Bei der Kultivierung im Schittelkolben im WM8G mit Glucose zeigten der S. cerevisiae
Wildtyp und die SDH-Deletionsstamme den typischen respiro-fermentativen Stoffwechsel
(Abbildung 7.5). Die Unterschiede zwischen den Stammen AH22ura3 Asdh2 und AH22ura3
Asdh2 Asdhl sind gering. Eine deutliche Zunahme der Biomassekonzentration wurde bei
den SDH-Stammen nur mit Glucose erzielt. Aus Ethanol wurde von den SDH-
Deletionsstammen Acetat als Hauptprodukt gebildet. Im Schittelkolben konnte die
Ethanolverdunstung auf Grund der wenigen Messpunkte nicht rechnerisch korrigiert werden,
daher sollten die Ethanolkurven nur qualitativ betrachtet werden. Wahrend der Wildtyp
Glutamat sowohl mit Glucose als auch mit Ethanol als Kohlenstoffquelle nutzte und nach
144 h diese Stickstoffquelle komplett verbraucht hatte, nutzten die SDH-Deletionsstamme
Glutamat nur mit Glucose.

Die Succinatbildung betrug beim Wildtyp insgesamt 0,8 g L™. Die erste Halfte dieses
Succinats wurde gebildet, wahrend Glucose verbraucht wurde, die zweite wéhrend des

Verbrauchs der nicht fermentierbaren Metabolite Ethanol, Acetat und Glycerin.
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Abbildung 7.5: Untersuchung der S. cerevisiae SDH-Deletionsstamme im Satzversuch mit Glucose als
Kohlenstoffquelle und Glutamat als Stickstoffquelle im Schittelkolben (Vo = 50 mL). Die Kultivierungen
des S. cerevisiae Wildtypstammes AH22ura3 wt (O0) und der beiden SDH-Deletionsstamme AH22ura3
Asdh2 (©) und AH22ura3 Asdh2 Asdhl (@) erfolgten im WM8G-Medium mit 50 g L™ Glucose tber
144 h.
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Abbildung 7.6: Untersuchung der S. cerevisiae SDH-Deletionsstamme im Satzversuch mit Galactose

als Kohlenstoffquelle und Glutamat als Stickstoffquelle im Schittelkolben (Vo = 100 mL). Die

Kultivierungen des S. cerevisiae Wildtypstammes AH22ura3 wt (O) und der

beiden SDH-

Deletionsstamme AH22ura3 Asdh2 (O) und AH22ura3 Asdh2 Asdhl () erfolgten im WM8G-Medium

mit 50 g L™ Galactose tber 384 h.
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Bei den SDH-Deletionsstammen war nach 24 h etwa 0,6 g L™ Succinat nachzuweisen wobei
beide Stamme bereits mehr als 70 % der eingesetzten Glucose verbraucht hatten. Dies
zeigt, dass die Zunahme des Succinats auf etwa 1,1 g L nach 48 h nicht allein auf den
Verbrauch von Glucose beruhen kann, sondern die SDH-Deletionsstamme auch eine
geringe Succinatbildung aus Ethanol aufwiesen. Allerdings stagnierte die Succinatbildung
aus Ethanol bereits ab 48 h. Der weitere Anstieg der Acetatkonzentration zwischen 48 und
144 h zeigt, dass Ethanol auch nach Stagnation der Succinatbildung weiterverbraucht wurde.
Bei Durchfihrung desselben Experiments mit Galactose als Kohlenstoffquelle wurde die
Versuchsdauer gegentiber dem sechstagigen Versuch mit Glucose verlangert, da zwar der
Wildtyp bereits am zweiten Tag Galactoseverbrauch und Wachstum zeigte und die
Galactose nach 72 h vollstandig verbraucht hatte, aber bei den S. cerevisiae SDH-
Deletionsstammen auch an Tag 6 noch mehr als 80 % der eingesetzten Galactose vorlag.
Der Wildtyp zeigte mit Galactose eine deutlich erhdhte Biomasse- und Succinatbildung und
eine geringere Bildung von Ethanol, Glycerin und Acetat gegeniber der Kultivierung mit
Glucose. Der nach 48 h nach Verbrauch der Galactose gemessene Hoéchstwert lag bei
1,0 g L™ Succinat. Im Lauf der weiteren Kultivierung wurde Succinat wieder verstoffwechselt
und die Konzentration im Schittelkolben sank auf 0,2 g Lt ab.

Die SDH-Stamme wuchsen mit Galactose schlechter als mit Glucose und bildeten Ethanol,
Acetat, Glycerin und Succinat und es zeigten sich auch deutliche Unterschiede zwischen den
beiden SDH-Deletionsstammen. Der Stamm AH22ura3 Asdh2 verbrauchte Galactose binnen
240 h komplett und erreichte 2,2 g L Succinat. AnschlieRend wurde Ethanol verbraucht,
wobei Acetat das Hauptprodukt darstellte und die Succinatkonzentration auf 2,3 g L™
anstieg. Dagegen lagen bei AH22ura3 Asdh2 Asdh1 auch bei Versuchsende noch 6,5 g L™
Galactose vor und es wurden nur 1,4 g L Succinat bei Versuchsende erzielt.

Die Stickstoffquelle Glutamat wurde vom Wildtyp vollstandig verbraucht, bei den SDH-

Deletionsstammen wurde Glutamat nur simultan zur Galactose verstoffwechselt.

Diskussion

Bei der Kultivierung im Schuttelkolben im WM8G bestatigten sich die in der zweitagigen
Kultivierung im Bioreaktorsystem beobachteten Effekte. Die nach 48 h im Schiuttelkolben und
im Bioreaktorblock gemessenen Succinatkonzentrationen stimmen fir alle drei Stamme gut
iber ein (Abweichung maximal 0,1 g L™"). Wie in allen vorangegangenen Kultivierungen
zeigten sich mit Glucose als Substrat unter Satzbedingungen keine signifikanten
Unterschiede zwischen den SDH-Deletionsstammen. Auch im Schuttelkolben zeigte sich
keine weitere Wachstumsphase mit Ethanol bei den SDH-Deletionsstammen nachdem die

Glucose verbraucht war.



Deletion von Succinat-Dehydrogenase 103

Die Stickstoffquelle Glutamat wurde beim Wildtyp bei beiden Zuckern vollstandig verbraucht,
dagegen nutzten die SDH-Deletionsstamme Glutamat nur parallel zum Verbrauch der Zucker
und nicht beim Verbrauch von Ethanol. Das zweite Substrat Galactose gilt als "schwierige"
Kohlenstoffquelle, da es bei der Umstellung von Glucose auf Galactose bei Wildtyphefen zu
verlangerten Verzégerungsphasen kommen kann (Otero 2009, Rubio-Texeira 2005). In den
durchgefuhrten Experimenten betrug die Verzdgerungsphase beim Wildtypstamm mehr als
24 h und verlangerte sich bei den Deletionsstammen deutlich.

Es wurde bereits vielfach in der Literatur beschrieben, dass im Satzversuch mit Galactose
bei S. cerevisiae ein gegeniber der Verwendung von Glucose respirativer Stoffwechsel
erzielt wird (beispielsweise Gancedo 1998, Gancedo und Serrano 1989, Ostergaard et al.
2000a, Lagunas 1976, Herrero et al. 1985). Dies zeigte sich bei der Kultivierung des
S. cerevisiae Wildtypstammes in einer erhéhten Biomassebildung und reduzierten Bildung
an Garprodukten wie Ethanol und Glycerin bei Verwendung von Galactose statt Glucose.
Allerdings wirkt nicht nur Glucose sondern auch Galactose reprimierend auf den Glyoxylat-
Zyklus (Polakis und Bartley 1965, Daran-Lapujade et al. 2004, Eraso und Gancedo 1984)
und es ist daher keine Expression und Aktivitdt der ICL und MLS bei Galactose als
Kohlenstoffquelle zu erwarten. Auch bei den SDH-Deletionsstammen verschob sich unter
den Bedingungen, die einen respirativen Stoffwechsel forderten, das Metabolitspektrum von
den reduzierten Produkten Ethanol und Glycerin zu oxidierten Produkten wie Acetat. Die
Biomassebildung der beiden SDH-Stamme war im Vergleich zum Wildtyp und im Vergleich
zu den Kultivierungen mit Glucose reduziert. Bei den SDH-Deletionsstammen erhohte sich
durch Verwendung von Galactose die integrale Succinatausbeute auf Uber 0,04 molsyccinat
MOlgiucosercutamat - (Abbildung 7.7).
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Abbildung 7.7: Integrale Ausbeuten der S. cerevisiae Stamme AH22ura3 wt (0), AH22ura3 Asdh2 (O)
und AH22ura3 Asdh2 Asdhl (M) in den Satzversuche im WM8G mit Glucose oder Galactose als

Kohlenstoffquelle im Schittelkolben.
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Wurde die Ausbeute an Succinat nur auf das verbrauchte Glutamat bezogen ergab sich bei
beiden SDH-Deletionsstammen ein Wert von ~0,5 mMolsyccinat MOlgiutamar ~ fUr die Kultivierung
mit Glucose und mit Galactose ein Wert knapp tber 1 molsyccinat MOlguamar - Da die maximale
theoretische Ausbeute fiir Succinat aus Glutamat bei 1 Molsyccina: MOlgiutamar - liegt, wurden
beim Wachstum mit Galactose und Glutamat beide Substanzen zur Succinatbildung
verwendet. Die Succinatbildung im WM8G-Medien mit Glucose bei den SDH-
Deletionsstammen konnte rechnerisch komplett aus Glutamat erfolgt sein. Die
vorangegangenen Versuche im definierten Medium ohne Glutamat deuten aber darauf hin,
dass in den SDH-Deletionsstammen auch aus Glucose Succinat gebildet wird (siehe
Abbildung 7.1 und Abbildung 7.2).

In der Kultivierung mit Galactose bestétigten sich die Unterschiede zwischen den beiden
S. cerevisiae SDH-Deletionsstammen und somit die Aussagen von Kubo et al. (2000). Der
Stamm mit Deletion von nur einer katalytischen Untereinheit der SDH, AH22ura3 Asdh2,
konnte die Galactose vollstandig verbrauchen und besal3 eine hdhere integrale
Succinatausbeute Yguccinars als AH22ura3 Asdh2 Asdhl, wéhrend bei dem Stamm mit
Deletion beider katalytischen Untereinheiten, = AH22ura3 Asdh2 Asdhl, der

Galactoseverbrauch stagnierte.

7.5 Zulaufverfahren mit Zudosierung von Glucose und Glutamat

Nachdem die vorangegangenen Versuche zeigten, dass unter Zulaufbedingungen eine
kontinuierliche, allerdings geringe Succinatbildung erfolgt und dass
Glucose/Glutamatmischungen die Succinatbildung im Satzverfahren fordern, erfolgte
erganzend ein Zulaufversuch mit Glutamat als Stickstoffquelle mit S. cerevisiae AH22ura3
Asdh2 Asdhi1, dem Stamm mit der vollstdndigen Deletion der SDH. Hierbei wurden 1 g L™
Biomasse in WM8G-Medium ohne Kohlenstoffquelle vorlegt und der Zulauf direkt bei
Versuchsbeginn gestartet. Um Limitierungen auszuschlieRen, diente als Zulauflésung
doppeltkonzentriertes WM8G Medium, wobei die Glucosekonzentration im Zulaufmedium auf
200 g L™ erhéht war. Die Zudosierung betrug 3,4 ml h™, entsprechend einer Dosierrate von
0,7 Youcese L h™ bzw. 0,05 gguwmma: L™ h™. Der pH wurde mit 2 M Natronlauge einseitig auf
6,0 geregelt. Wahrend des gesamten Zulaufs stand den Zellen Glutamat im Uberschuss zu
Verfiigung (Daten nicht gezeigt).

Wie Abbildung 7.8 zeigt, wurde durch den Zulauf Gber mehr als 100 h eine konstante
Succinatbildung von 0,08 g L™ h™ erzielt. Binnen der ersten 26 h wurden im Zulauf sowohl
Ethanol und Acetat gebildet und die Acetatbildungsrate betrug 0,16 g L* h™. Bei der
nachsten Probe nach 42 h war keine Ethanolbildung mehr nachzuweisen und die
Acetatbildung erhohte sich auf 0,45 g L™ h™’.
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Abbildung 7.8: Zulaufexperiment unter Verwendung einer Glucose/Glutamatmischung mit
S. cerevisiae AH22ura3 Asdh2 Asdhl im Laborreaktor (Vo = 1,0 L). In WM8G-Medium ohne
Kohlenstoffquelle wurden ab Versuchsbeginn kontinuierlich 0,7 ggjucose L h? bzw. 0,05 OGiutamat L' ht
zudosiert. A: Biomasse- (d) und Succinatkonzentration (¢) sowie kumulativer Verbrauch von Glutamat
(0). B: Acetat- (m) und Ethanolkonzentration (<). Bei den dargestellten Ethanolkonzentrationen wurde

die Verdunstung von Ethanol beriicksichtigt.

Nach 120 h akkumulierte Glucose im Medium, es setzte wieder eine Ethanolbildung ein und
die Acetat- und Succinatbildung stagnierte. Es wurde eine Endkonzentration von 8,5 g L™
Succinat erzielt. Beim Verbrauch von Glutamat zeigten sich dieselben Tendenzen wie bei
der Succinatbildung. Die Zellen wuchsen zunachst deutlich unter Zulaufbedingungen. Die
Biomassebildung sank allerdings bereits nach 75 h deutlich ab und nach 100 h begannen die

Zellen bereits abzusterben.

Diskussion

Auch in diesem Zulaufversuch mit S. cerevisiae AH22ura3 Asdh2 Asdhl und den Einsatz
einer Glucose/Glutamatmischung zeigte sich wieder die fur die SDH-Deletionsstamme
typische Acetatbildung, die lediglich in Phasen mit Ethanolbildung absank. Die starke
Acetatbildung dieses Deletionsstammes ist unter Zulaufbedingungen auch bei Verwendung
von Glutamat als Stickstoffquelle nicht vermeidbar und begrenzt somit die erreichbare
Succinatkonzentration dieses SDH-Deletionsstammes. Im Gegensatz zu den bisherigen
Zulaufversuchen mit Ammonium als Stickstoffquelle (Hoek-Medium) zeigte AH22ura3 Asdh2
Asdhl unter Zulaufbedingungen mit Glutamat als Stickstoffquelle erstmal deutliches
Wachstum. Die Umsetzung von Glutamat zu Succinat ist fur die Zellen mit einem Gewinn
von 2 mol NADH und einem mol ATP pro mol Glutamat verbunden. Zudem kénnen die
Zellen Glutamat direkt fur die Aminosaurebiosynthese nutzen.

Es zeigte sich eine wachstumsgekoppelte Succinatbildung unter Zulaufbedingungen mit

Glucose und Glutamat. Wird die integrale Ausbeute an Succinat ausschlief3lich auf Glutamat
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bezogen ergabe sich mit 1,04 molsyccinat mMolguamar - €iN Wert iber der theoretisch madglichen
Ausbeute 1 molsyccinat MOlguamar — Dies zeigt, dass fur die Succinatbildung nicht nur Glutamat
sondern auch Glucose verwendet wurde. Die integrale Ausbeute bezogen auf Glucose und
Glutamat lag bei 0,07 mMOlsyccinat MOlguamatsciucose - UNd  Ubertraf die Ausbeuten der

Satzversuche mit Glucose bzw. Galactose im WM8G-Medium.

7.6 Evaluierung eines reprimierbaren Promotorsystem s am
Beispiel der Succinat-Dehydrogenase-Deletion

Der Ansatz zur aeroben Succinatproduktion mit S. cerevisiae umfasst die Deletion von zum
respiratorischen Zentralstoffwechsel zugehdrigen Genen. Diese Deletionen kdnnen, wie die
vorangegangene Charakterisierung der SDH-Deletionsstamme bewies, unter bestimmten
Bedingungen massive Wachstumseinschrankungen zur Folge haben.
Ein Prozess zur Succinatproduktion erfordert jedoch neben einer effizienten
Produktionsphase auch eine effiziente Anzucht der Zellen beispielsweise im Zulaufverfahren.
Um in der Anzuchtphase WachstumseinbuRen durch die Deletionen zu vermeiden, kann als
Alternative zu konstitutiven Deletionen mit induzierbaren Deletionen gearbeitet werden.
Hierzu wurde ein Tetracyclin-reguliertes Promotorsystem evaluiert, das aus dem tetO-
Promotor vor dem Zielgen und dem transcriptional Transactivator (tTA) besteht. Nur wenn
der transcriptional Transactivator an den tetO-Promotor gebunden ist, erfolgt eine
Expression des Zielgens. Der Repressor Tetracyclin bindet an den transcriptional
Transactivator und die daraus resultierende Konformationsanderung fuhrt zum Ablésen vom
Promotor (Berens und Hillen 2003).
Dieses Tetracyclin-Repressor-System wurde am Beispiel der Deletion des Gens sdh2 aus
prozesstechnischer Sicht evaluiert. Da der Stamm mit der induzierbaren SDH2-Deletion
keine Leerplasmide besalR und daher bezilglich der Wachstumsrate nicht mit den
rekombinanten Stdmmen mit Plasmiden verglichen werden kann, wurde hier
dementsprechend auch mit Referenzstdmmen ohne Leerplasmide gearbeitet. Es wurden
folgende Stdmme untersucht:
= S. cerevisiae AH22ura3 wt
Wildtypstamm
= S. cerevisiae AH22ura3 tTA
Stamm mit alleiniger Uberexpression des tTA (ins Genom integriert am Leu2-Locus)
= S, cerevisiae AH22ura3 tTA sdh2prom::tetOprom
induzierbarer SDH2-Deletionsstamm durch Uberexpression des tTA und Austausch
des nativen sdh2-Promotors gegen den tetO-Promotor
= S. cerevisiae AH22ura3 Asdh2

konstitutiver sdh2-Deletionsstamm
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Einflusses von Tetracyclin auf das Wachstum

Die Evaluierung des Tetracyclin-Repressor-Systems erfolgte an Hand von Satzversuchen im
Bioreaktorblock. Untersucht wurde das Wachstum und die Metabolitbildung beispielhaft in
einem definierten und einem komplexen Medium mit 50 g L™ Glucose und Zusatz von
20 mg L™ Tetracyclin als Repressor.

In der Satzkultivierung im Bioreaktorblock zeigt der mit 20 mg L™ Tetracyclin induzierte
Stamm AH22ura3 tTA sdh2prom:tetOprom das fur SDH-Deletionsstamme typische
Verhalten (Abbildung 7.9). So wurde wie bei einem konstitutiven SDH2-Deletionsstamm die
Wachstumsrate mit Glucose kaum beeinflusst, aber es erfolgt kein diauxisches Wachstum.
Der induzierte Stamm zeigt auch die typische Acetatbildung aus Ethanol. Wurde AH22ura3
tTA sdh2prom::tetOprom nicht induziert, verhalt er sich dagegen wie der Wildtypstamm
bezlglich der Acetatbildung und des Wachstums mit Ethanol. Durch die Induktion erhdhte
sich die Succinatbildung von AH22ura3 tTA sdh2prom::tetOprom in beiden Medien um
weniger als 0,15 g L™ Succinat (Daten nicht gezeigt). Dies ist ebenfalls typisch fir SDH-
Deletionsstammen im Satzverfahren.

Zudem wurde nachgewiesen, dass Tetracyclin bei Stammen ohne das vollstandige
Tetracyclin-Repressor-System wie dem Wildtypstamm, AH22ura3 tTA oder dem
konstitutiven Deletionsstamm AH22ura3 Asdh2 keinen signifikanten Einfluss auf die
Wachstumsrate besitzt. Generell war die Wachstumsrate von Stammen mit der tTA-
Uberexpression allerdings unabhingig von der Tetracyclin-Zugabe auf 80 % des Wildtyps

abgesenkt.

Optimierung der Induktorkonzentration

Erganzend zum Nachweis, dass das Tetracylin-System geeignet ist, Stamme mit Deletionen
im Citrat-Zyklus ohne Wachstumsverluste zu kultivieren, wurde auch die ndétige
Induktorkonzentration untersucht. Hierfir wurden die Repressorkonzentrationen bei
S. cerevisiae AH22ura3 tTA sdh2prom::tetOprom im Satzversuch im WM8A-Medium mit
509 L Glucose variiert. Dieser Versuch in dem der Zusatz von 0, 1, 5, 10 und 20 mg Lt
Tetracyclin untersucht wurde, erfolgte aus Kapazitatsgrinden im Schuttelkolben (Vo = 50 mL,
Cxo = 0,1 g L™, t = 72 h). Schon ab Zusatz von 1 mg L™ Tetracyclin zeigte sich durch die
Acetatbildung aus Ethanol und das fehlende Wachstum bei Ethanol als Kohlenstoffquelle
das typische Verhalten von SDH-Deletionsstammen. Zudem trat bei den Ansatzen mit
Repressor-Zusatz eine Succinatbildung auf (Daten nicht gezeigt). Hohere Tetracyclin-

Konzentrationen verstarkten weder die Succinat- noch die Acetatbildung.
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Abbildung 7.9: Evaluierung des Tetracyclin-Repressor-Systems in S. cerevisiae am Beispiel einer
induzierbaren SDH2-Deletion in Satzkultivierungen im Bioreaktorblock (Vo = 12 mL, n = 3). A und B:
Beispielhaft sind die Wachstumskurven des Stammes AH22ura3 tTA sdh2prom::tetOprom ohne (#)
und mit Zusatz von 20 mg L™ Tetracyclin (¢) im WM8A und YEPD-Medium mit 50 g L™ Glucose,
sowie Daten der Referenzstamme AH22ura3 wt (O) und AH22ura3 Asdh2 (@) jeweils aus der
Kultivierung ohne Tetracyclinzugabe dargestellt. C, D, E und F: Wachstumsrate mit Glucose als
Kohlenstoffquelle und Acetatbildung der Stdmme nach 48 h in Medium ohne Tetracyclin (O) und mit
20 mg L* Tetracyclin ().



Deletion von Succinat-Dehydrogenase 109

Diskussion

Die geplante Umlenkung des Kohlenstoffflusses aus dem Citrat- in den Glyoxylat-Zyklus im
Rahmen des Konzepts zur aeroben Succinatproduktion mit S. cerevisiae erfordert mehrere
Deletionen im Citrat-Zyklus. Konstitutive Deletionen konnen jedoch, wie die
Charakterisierung der SDH-Deletionsstamme zeigte, unter vielen Bedingungen
Wachstumseinschrankungen hervorrufen. Dieses Problem lasst sich durch den alternativen
Einsatz von induzierbaren Deletion umgehen. Durch den tetO-Promotor wirde zwar keine
native, sondern bis zur Zugabe von Tetracyclin eine konstitutive Expression des Zielgens
erzielt werden, dies ist aber fur eine Anzucht der Zellen sogar als vorteilhaft zu bewerten, da
es bei den Zielgenen um Schlisselenzyme des respirativen Stoffwechsels handelt.

Bisherige Studien bezliglich des Tetracyclin-Repressor-System betrachteten lediglich den
Zusatz des Tetracyclin-Derivats Doxycyclin, das aber fur eine industrielle Anwendung zu
teuer ist. Fiir Doxycyclin wurde nachgewiesen, dass der Zusatz von 10 mg L™ Doxycyclin
keine Auswirkung auf das Wachstum von S. cerevisiae hat und dass selbst 40 mg L™
Doxycyclin keinen Effekt auf das globale Transkriptionslevel hervorrufen (Belli et al. 1998,
Wishart et al. 2005).

Die Satzversuche im Bioreaktorblock zeigten, dass der Zusatz von 20 mg L™ Tetracyclin zum
Medium keine signifikanten Auswirkungen auf das Wachstum oder die Produktbildung des
Wildtyps oder rekombinanter Stdmme ohne vollstdndiges Tetracyclin-Repressor-System
verursachte. Allerdings fiihrte die Uberexpression des tTA generell zu einer Absenkung der
Wachstumsrate auf 80 % des Wildtyps. Diese Absenkung erscheint aber im Vergleich zu den
massiven Wachstumseinbriichen von Stdmmen mit Deletionen im Citrat-Zyklus unter nicht
glucosereprimierten Bedingungen akzeptabel.

Zum Umschalten des Prozesses wird nur eine Repressor-Konzentration von 1 mg L*
Tetracyclin bzw. 0,2 MQreracycin 9eTm bENGLIgL. Diese Ergebnisse bestatigen eine Eignung des
Tetracyclin regulierten Promotorsystems zur Etablierung eines zweistufigen Prozesses zur

Bernsteinsaureproduktion.

7.7 Fazit zu den SDH-Deletionsstammen

In diesem Kapitel wurden die S. cerevisiae Stamme AH22ura3 Asdh2 und AH22ura3 Asdh2
Asdhl mit Deletion einer oder beider katalytischer SDH-Untereinheiten reaktionstechnisch
untersucht und die Aussage von Kubo et al. 2000, dass eine Deletion beider katalytischen
Untereinheiten zur Blockade der SDH-Aktivitdt notwendig ist, bestatigt. Beide Stamme
zeigten eine gegeniuber dem Wildtyp erhdhte Succinatbildung, was zeigt, dass der Citrat-
Zyklus wie gewiinscht eingeschrankt bzw. blockiert wurde. Die Stamme besal3en - wie durch

die Bildung oxidierter Produkte und die vorhandene Sauerstoffaufnahme trotz einer Blockade
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im Citrat-Zyklus nachgewiesen wurde - einen respiratorischen Stoffwechsel. Dies ist
essentiell fir das Konzept zur aeroben Succinatproduktion, in dem Sauerstoff als terminaler
Elektronenakzeptor genutzt werden soll. Welcher Stamm die besseren Ausbeuten lieferte,
war stark von den Kultivierungsbedingungen abhangig. In der weiteren Stammentwicklung
wurde daher auf Basis beider Stamme weitergearbeitet.

Dass in einem Zulaufexperiment (Zudosierung einer Glucose-/Glutamatmischung) mit
AH22ura3 Asdh2 Asdhl 8,5 g L™ Succinat erreicht wurden, indem ein Teil der Kohlenstoffs in
Form von Glutamat direkt in den Citrat-Zyklus eingebracht wurde, brachte den generellen
Nachweis, dass mit S. cerevisiae eine Succinatbildung bis zu Konzentrationen im g/L-
Bereich mdoglich ist. Die starke Acetatbildung im Zulaufverfahren begrenzte in diesen ersten
Stdmmen die erreichbaren Succinatkonzentrationen.

Die zur Umlenkung des Kohlenstoffflusses Richtung Succinat notwendigen Deletionen im
zentralen respiratorischen Kohlenstoffmetabolismus kénnen, wie die Charakterisierung der
SDH-Deletionsstamme zeigte, unter vielen Bedingungen Wachstumseinschrankungen zur
Folge haben. Dieses Problem lasst sich durch den alternativen Einsatz von induzierbaren
Deletionen und einer Trennung von Wachstums- und Produktionsphase umgehen. Daher
wurde ein Tetracyclin-reguliertes Promotorsystem am Beispiel der SDH2-Deletion evaluiert.
Bereits eine Repressor-Konzentration von 1 mg Lt Tetracyclin bzw. 0,2 MQreracyciin gBTM'l

erwies sich als ausreichend zur Repression des Zielgens.
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8 Charakterisierung von S. cerevisiae Stammen mit
Deletion der Succinat-Dehydrogenase und Isocitrat-

Dehydrogenase (n)

Nach der Blockade des Succinatabbaus, der bereits zu einer ersten Anreichung von
Succinat fuhrte, sollte als néchster Schritt die Umleitung des Kohlenstoffflusses in den
Glyoxylat-Zyklus erfolgen. Hierzu sollten die zur Isocitrat-Lyase konkurrierenden Reaktionen,
die durch Isocitrat-Dehydrogenasen katalysiert werden, unterbrochen werden.
S. cerevisiae besitzt vier verschiedene Isocitrat-Dehydrogenasen IDH, IDP1, IDP2 und IDP3.
Wahrend die IDH NAD" als Cofaktor nutzt, dient NADP" als Cofaktor bei den drei IDP-
Isoenzymen. Auf Glucose, dem angestrebten Substrat fir die Succinatproduktion, tragen in
Wildtypstammen nur die Enzyme IDH und IDP1 zur Isocitrat-Dehydrogenase-Aktivitéat der
Zelle bei.
Zunachst wurde die IDH deletiert, da sie die am Citrat-Zyklus beteiligte Isocitrat-
Dehydrogenase darstellt (McCammon und McAlister-Henn 2003, Zhao und McAlister-Henn
1996). Die IDH ist ein Heterooctamer aus zwei Untereinheiten codiert durch die Gene idhl
und idh2. Da beide Untereinheiten essentiell fiir die katalytische Aktivitat sind, fihrt bereits
die Deletion einer der beiden Untereinheiten zu einem vollstdndigen Funktionsverlust des
Enzyms (Cupp und McAlister-Henn 1991, Cupp und McAlister-Henn 1992, Cupp und
McAlister-Henn 1993, Zhao und McAlister-Henn 1997). Im Rahmen dieses
Forschungsvorhabens wurde das Gen idh1 deletiert, da eine Deletion von idh2 einen bislang
nicht naher untersuchten als "Open reading frame" (YOR135C) klassifizierten Bereich auf
dem komplementdren DNA-Strang unterbrochen hatte (personliche Kommunikation mit
Andreas Raab, ORGANOBALANCE GmbH, Berlin). AnschlieBend wurde erganzend zur
IDH-Deletion das Isoenzym IDP1 deletiert, um die Isocitrat-Dehdyrogenase-Aktivitat auf
Glucose vollstandig zu blockieren. Es wurden folgende Stamme untersucht:

= S, cerevisiae AH22ura3 Asdh2 Aidhl pFlat3

= S, cerevisiae AH22ura3 Asdh2 Asdhl Aidhl pFlat3

= S, cerevisiae AH22ura3 Asdh2 Asdhl Aidhl Aidpl (pFlatl) pFlat2 pFlat3

Beim dem SDH-IDH-IDP-Deletionsstamm lag zunachst nur der Stamm S. cerevisiae
AH22ura3 Asdh2 Asdhl Aidhl Aidpl pFlat2 pFlat3 mit einer nicht in Kapitel 6 Uberpriften
Plasmidkombination vor. Im Laufe der Arbeiten traf auch S. cerevisiae AH22ura3 Asdh2

Asdhl Aidhl Aidpl pFlatl pFlat2 pFlat3. Die in Kapitel 8.6 gezeigten Experimente wurden
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mit AH22ura3 Asdh2 Asdhl Aidhl Aidpl pFlat2 pFlat3 durchgefihrt, in allen Gbrigen
Versuchen konnte bereits AH22ura3 Asdh2 Asdhl Aidhl Aidpl pFlatl pFlat2 pFlat3

eingesetzt werden.

8.1 Satzverfahren mit Glucose als Kohlenstoffquelle

Das Wachstum und die Succinatbildung der beiden S. cerevisiae SDH-IDH-Deletionsstamme
und des SDH-IDH-IDP-Deletionsstammes wurde zunachst in den beiden definierten Medien
WMB8BA und WM8G, sowie dem Komplexmedium YEPD im Satzversuch mit Glucose als
Kohlenstoffquelle betrachtet.

Bei S. cerevisiae AH22ura3 Asdh2 Asdhl Aidhl Aidpl zeigt die erste Kultivierung im
Bioreaktorblock, dass dieser Stamm in allen Medium eine Verzégerungsphase von
mindestens 30 h aufwies, wenn wie ublich bei den anderen Stammen eine in der stationaren
Phase transferierte Vorkultur verwendet wurde (Daten nicht gezeigt). Daher wurden bei auf
48 h angesetzten Satzexperimenten bei diesem Stamm generell Zellen aus exponentiell
wachsenden Vorkulturen Uberimpft.

Wie Abbildung 8.1 zeigt, halbierte sich die Wachstumsrate der SDH-IDH-Stdamme mit
Glucose im definierten WM8A-Medium im Vergleich zum Wildtyp. Beim Stamm mit der
zusatzlichen IDP1-Deletion, S. cerevisiae AH22ura3 Asdh2 Asdhl Aidhl Aidpl, sinkt die
Wachstumsrate im WMBA auf nur 8 % der Wachstumsrate des Wildtyps ab, und von den
eingesetzten 50 g L™* Glucose waren bei Versuchsende nach 48 h noch 43,6 + 1,0 g L™
Glucose nachzuweisen. In den beiden reichhaltigen Medien YEPD und WM8G betrug die
Wachstumsrate im exponentiellen Wachstum bei allen drei Deletionsstdmmen mindestens
zwei Drittel der Wachstumsrate des Wildtyps. Im Komplexmedium wuchs der SDH-IDH-IDP-
Stamm allerdings nur zwischen einer Prozesszeit von 6 und 12 h exponentiell. Danach war
die Zunahme der Biomasse nur noch linear. Bei keinem der drei Deletionsstamme war ein
diauxisches Wachstum zu erkennen.

Im definierten Minimalmedium WMS8A und im Komplexmedium lag die Succinatkonzentration
der SDH-IDH-Deletionsstamme unter 0,2 g L™ und unterschied sich nicht signifikant von der
der SDH-Stamme. Im Glutamat-haltigen WM8G-Medium war die Succinatbildung bezogen
auf den jeweils zugehérigen SDH-Stamm bei AH22ura3 Asdh2 Aidhl auf 69 % und bei
AH22ura3 Asdh2 Asdhl Aidhl1 auf 90 % reduziert.

Beim Stamm AH22ura3 Asdh2 Asdhl Aidhl Aidpl lag die erzielte Succinatkonzentration in
allen drei Medien unter der der SDH-IDH-Stdmme. Die im WM8G-Medium erzielte
Succinatkonzentration lag mit 0,3+0,0 g L™ nicht nur unterhalb der der (brigen

Deletionsstamme, sondern auch unter der mit dem Wildtyp erzielten Konzentration.
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Abbildung 8.1: Evaluierung der S. cerevisiae SDH-IDH- und des SDH-IDH-IDP-Deletionsstammes
durch Satzversuche mit Glucose als Kohlenstoffquelle im Bioreaktorblock (Vo = 12 mL, n = 3). A, C
und E: Wachstumskurven des Wildtypstammes (O) und der Deletionsstamme AH22ura3 Asdh2 Aidhl
(0), AH22ura3 Asdh2 Asdhl Aidhl (A) und AH22ura3 Asdh2 Asdhl Aidhl Aidpl () in drei
verschiedenen Medien mit 50 g L™ Glucose als Kohlenstoffquelle. In den Wachstumskurven der
Stdmme AH22ura3 Asdh2 Aidhl und AH22ura3 Asdh2 Asdhl Aidhl im WM8G-Medium zeigen sich
zwei Lucken, bei denen auf Grund von technischen Problemen keine automatisierte Messung der
optischen Dichte erfolgte. B und D: Wachstumsraten mit Glucose und Succinatkonzentration nach
48 h Versuchsdauer der Stamme AH22ura3 wt (d), AH22ura3 Asdh2 Aidhl (@), AH22ura3 Asdh2
Asdhl Aidhl (@) und AH22ura3 Asdh2 Asdhl Aidhl Aidpl (m).
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Diskussion

Wildtypstamme von S. cerevisiae besitzen insgesamt vier Isocitrat-Dehydrogenasen von
denen nur IDH und IDP1 beim Wachstum mit Glucose unter Satzbedingungen aktiv sind. Zu
beachten ist aber, dass in IDH-Deletionsstammen neben der mitochondrialen IDP1 auch die
cytoplasmatische IDP2 konstitutiv exprimiert ist (McCammon und McAlister-Henn 2003, Lin
et al. 2008).

Um den Effekt der zusatzlichen Isocitrat-Dehydrogenase-Deletion(en) in den SDH-
Deletionsstammen isoliert betrachten zu kdnnen, wurden in Tabelle 8.1 die Wachstumsraten
der SDH-IDH-(IDP-)Deletionsstamme jeweils auf den zugehoérigen SDH-Deletionsstamm
normiert. Fir das YEPD-Medium sind aus Haselbeck und McAlister-Henn (1993) zudem
noch Daten zum alleinigen Effekt IDH-Deletion oder IDH-IDP1-Deletion verfigbar und in

Tabelle 8.1 erganzt.

Tabelle 8.1: Einfluss der idh-Deletion oder idh-idp1-Deletionen auf die Wachstumsrate mit Glucose bei
S. cerevisiae. Dargestellt sind die auf die Wachstumsrate des angegebenen Bezugsstammes

normierten Wachstumsraten (Angaben in %).

Deletion(en) im Bezugsstamm - sdh2  sdhl, sdhl - sdhl, sdh2
zusatzliche Deletion(en) idh idh idh idh, idpl idh, idpl
YEPD-Medium 94* 92+6 90+3 74* 81+5
WMB8G-Medium - 82+4 74 +3 - 85+3
WMBA-Medium - 48+ 1 55+3 - 8+2

* Daten aus Haselbeck und McAlister-Henn (1993) (Einfachbestimmung der Wachstumsrate in YEPD-

Medium mit 20 g L™ Glucose im Schuttelkolben).

Der Vergleich mit den Daten von Haselbeck und McAlister-Henn (1993) zeigt, dass im
Komplexmedium eine IDH-Deletion in einem Wildtypstamm eine vergleichbare Absenkung
des Wachstums wie in SDH-Deletionsstammen zur Folge hat. Dagegen hat eine IDH- und
IDP1-Deletion in SDH-Stammen geringere Auswirkungen als in den Wildtypen. Allerdings gilt
dies nur fur die kurze Phase in der S. cerevisiae AH22ura3 Asdh2 Asdhl Aidhl Aidpl
exponentiell wuchs.

Insgesamt sind Auswirkungen einer IDH-Deletion auf die Wachstumsrate mit Glucose im
Komplexmedium oder auch WM8G-Medium gering. Dies ist damit zu erklaren, dass die
Zellen im Komplexmedium Precursor wie beispielsweise Glutamat und andere Aminoséauren
und im WM8G-Medium Glutamat aus dem Medium aufnehmen, statt diese tber den Citrat-
Zyklus zu synthetisieren. Zudem ist die Expression der IDH unter diesen Bedingungen gering
(McCammon und McAlister-Henn 2003, Lin et al. 2008). Der deutlichste Phanotyp der
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zusatzlichen IDH-Deletion in den SDH-Stdmmen, eine Halbierung der Wachstumsrate,
wurde im definierten Medium mit anorganischer Stickstoffquelle (WMB8A) beobachtet. Jedoch
zeigt auch die Absenkung der Wachstumsrate in den glutamathaltigen Medien, WM8G und
YEPD, dass das im Medium verfugbare Glutamat die IDH-Deletion nur teilweise
kompensieren kann.

Die Succinatbildung der SDH-IDH-Stdmme unterschied sich im WM8A und YEPD nicht
signifikant von der der SDH-Stamme. Im WM8G-Medium lag die Succinatendkonzentration
der SDH-IDH-Stamme gegeniuber den SDH-Stammen niedriger. Dies kénnte damit erkléart
werden, dass zur Kompensation der geringeren Isocitrat-Dehydrogenase-Aktivitdt Glutamat
weniger in Richtung des Citrat-Zykluses bis zur SDH geschleust wurde, sondern verstérkt in
Richtung Aminoséurebiosynthese.

Die IDH-IDP1-Deletion ergénzend zur vollstandigen SDH-Deletion hatte in den drei Medien
unterschiedliche  Auswirkungen. Wie fir IDH-IDP1-Deletionsstdmme beschrieben
(McCammon und McAlister-Henn 2003), wachst AH22ura3 Asdh2 Asdhl Aidhl Aidpl nur
minimal im definierten Medium ohne Glutamat (u= 0,01 h'). Dies beweist, dass die
gewilnschte Blockade der Isocitrat-Dehydrogenase-Aktivitat, die eine Umlenkung des
Kohlenstoffflusses in den Glyoxylat-Zyklus ermoglichen soll, erfolgreich war. Das minimale
Wachstum dieses Deletionsstammes trotz Blockade der beiden Enzyme IDH und IDP1 kann
mit der durch die IDH-Deletion dereprimierten IDP2 erklart werden ((McCammon und
McAlister-Henn 2003, Lin et al. 2008).

Im Komplexmedium verringerte sich die Wachstumsrate von AH22ura3 Asdh2 Asdhl Aidhl
Aidpl gegenuber den SDH- und SDH-IDH-Stammen nur minimal, allerdings konnte diese
Wachstumsrate bzw. das exponentielle Wachstum nur kurze Zeit aufrechterhalten werden.
Dass ab einer Kultivierungsdauer von 12 h beobachtete lineare Wachstum des Stammes im
YEPD-Medium (Abbildung 8.1E) deutet auf eine Limitierung hin. Denkbar ist beispielsweise,
dass ab diesen Zeitpunkt das im Medium verfligbare freie Glutamat verbraucht war. Dies
deckt sich damit, dass im WM8G-Medium keine Verringerung der Wachstumsrate gegentuber
den SDH-Stammen zu verzeichnen war. Im WM8G war die Succinatbildung von AH22ura3
Asdh2 Asdhl Aidhl Aidpl aus Glucose und Glutamat geringer als die des Wildtyps. Durch
den starken Abfall der Isocitrat-Dehydrogenase-Aktivitat durch die IDH-IDP1-Deletion
verstarkt sich wahrscheinlich der Effekt, dass Glutamat weniger in Richtung des Citrat-

Zykluses bis zur SDH geschleust, sondern zur Aminosauresynthese genutzt wird.
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8.2 Evaluierung der Succinattoleranz eines Deletion  sstammes

Die Succinattoleranz von S. cerevisiae wurde bereits in Kapitel 6.2 an Hand des
Wildtypstammes evaluiert und wurde an dieser Stelle nochmals an Hand eines
rekombinanten Deletionsstammes Uberprift. Beispielhaft wurde S. cerevisiae AH22ura3
Asdh2 Aidh1 verwendet.
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Abbildung 8.2: Succinattoleranz des rekombinanten S. cerevisiae Stammes AH22ura3 Asdh2 Aidhl.
Dargestellt sind die Wachstumsraten mit Glucose aus Satzkultivierungen im Bioreaktorblock
(Mp=12mL, n = 3) von AH22ura3 Asdh2 Aidhl (®) im Vergleich zum Wildtyp (O) bei Zusatz

verschiedener Konzentrationen an Natriumsuccinat zum YEPD-Medium mit 50 g L™ Glucose.

Wie Abbildung 8.2 zeigt, sinkt auch bei S. cerevisiae AH22ura3 Asdh2 Aidhl wie beim
Wildtyp die Wachstumsrate in Gegenwart von Succinat ab. Auch AH22ura3 Asdh2 Aidhl

wéchst selbst bei 120 g L™ Natriumsuccinat im Medium noch.

Diskussion

Dieser Versuch bestatigte die exzellente Succinat- und Osmotoleranz selbst von
S. cerevisiae Stammen deren Wachstum und Stoffwechsel durch Deletionen im Citrat-Zyklus
bereits reduziert ist. Mit zunehmender Succinatkonzentration verringerten sich zudem die

Wachstumsunterschiede zwischen dem rekombinanten und dem Wildtypstamm.
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8.3 Evaluierung der Glutamatauxotrophie des SDH-IDH  -IDP-
Deletionsstammes im Satzverfahren

Da das Wachstum des S. cerevisiae SDH-IDH-IDP-Deletionsstammes auf Grund der
zusatzlichen Glutamatauxotrophie in definierten Medien ohne Glutamatzusatz kleiner als
0,02 h™ ist, war es zur Anzucht notwendig, auch in den vollstiandig definierten Medien mit
Ammoniumsulfat wie dem Hoek-Medium und dem WM8A-Medium die organische
Stickstoffquelle Glutamat zuzusetzen. Da Glutamat als Stickstoffquelle die Succinatbildung
von S. cerevisiae erhoht, sollte der Glutamatbedarf des SDH-IDH-IDP-Deletionsstammes
und der Einfluss des Glutamatzusatzes auf die Succinatbildung bestimmt werden.

In der Kultivierung im Bioreaktorsystem wurde die Auswirkung des Zusatzes von Glutamat
im definierten WM8A-Medium auf den SDH-IDH-IDP-Deletionsstamm und den Wildtypstamm
evaluiert. Beide Stamme wurden in der Version mit drei Leerplasmiden verwendet, sodass in
der Kultivierung dem definierten Medium neben Glutamat nur noch Histidin zugesetzt werden
musste. Wie Abbildung 8.3 zeigt, erfolgt beim S. cerevisiae Wildtypstamm sowohl mit als
auch ohne Glutamat das typische diauxisches Wachstum zunachst mit Glucose und
anschlielend mit Ethanol. Durch Glutamat im Medium erhéht sich beim Wildtyp sowohl die
Wachstumsrate mit Glucose von 0,18 auf 0,20 h' als auch die maximale
Biomassekonzentration.

Bei S. cerevisiae AH22ura3 Asdh2 Asdhl Aidhl Aidpl konnte die Wachstumsrate durch den
Zusatz von Glutamat von 0,01 h* auf bis zu 0,12 h* gesteigert werden. Mit Ausnahme des
Ansatzes ohne Glutamat, bei dem noch 41,2 + 0,7 g L™ Glucose, und des Ansatzes mit
0,19 L? Glutamat bei dem noch 5,7 + 2,3 g L? Glucose vorhanden waren, wurde die
Glucose vollstandig verbraucht. Erst ab Zugabe von 1 g L™ Glutamat wird in WM8A-Medium
mit 50 g L™ Glucose die maximale Biomassekonzentration erreicht und es ist noch Glutamat
am Versuchsende nachzuweisen. Bei den Ansatzen mit 0,1 und 0,25 g L™ Glutamat ist ein
zweiphasiges Wachstum zu erkennen. In der ersten Phase wachsen die Zellen mit Glucose
und Glutamat mit einer Wachstumsrate von 0,12 h™, wéahrend die Wachstumsrate nach
Glutamatverbrauch auf 0,02 h! absinkt. Aus den beiden Ansatzen pro Stamm, bei denen
noch Glutamat vorhanden war, konnte der Glutamatverbrauch bestimmt werden. Dieser lag
beim Wildtyp und Deletionsstamm bei 0,016 ggjuamat Goiucose - PZW. 0,020 MOlgiutamat MOlGiucose -
In den Anséatzen von AH22ura3 Asdh2 Asdhl Aidhl Aidpl mit Glutamatzusatz wurden
weniger als 0,2 g L™ Succinat gebildet. Ohne Glutamatzusatz und bei allen Ansatzen des

Wildtyps war kein Succinat nachzuweisen (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 8.3: Evaluierung der Glutamatauxotrophie des S. cerevisiae SDH-IDH-IDP-

Deletionsstammes (Satzversuche im Bioreaktorblock, Vo = 12 mL, n = 3). A und B: Wachstumskurven
im Bioreaktorblock des Wildtyps (A) und des SDH-IDH-IDP-Deletionsstammes (B) im WM8A-Medium
mit 50 g L™ Glucose ohne Zusatz von Glutamat (@) und bei Zusatz von 0,1 g L* (0),0,25¢ L* (0), 0,5
gL' (a), 1gL"(A)und 2 gL™ (®) Glutamat. C, D und E: Maximale Biomassekonzentration (C) des
Wildtyps (O) und des Deletionsstammes () sowie Wachstumsrate mit Glucose (D) und verbliebene
Glutamatkonzentration der Ansatze nach 48 Stunden (E). Es wurden die Stamme S. cerevisiae
AH22ura3 wt pFlatl pFlat2 pFlat3 und AH22ura3 Asdh2 Asdhl Aidhl Aidpl pFlatl pFlat2 pFlat3

eingesetzt.
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Diskussion

Durch Zusatz von Glutamat wurde bei dem S. cerevisiae SDH-IDH-IDP-Stamm ein
verbessertes Wachstum erzielt. Wie bereits im WM8G-Medium fir diesen Stamm
beobachtet, liegt die Wachstumsrate auch im WM8A mit Glutamatzusatz unter der des
Wildtyps und es wurde eine geringere Biomassekonzentration mit Glucose erreicht.

Dass beim Wildtyp und SDH-IDH-IDP-Deletionsstamm am Ende der Kultivierung bei den
Ansatzen mit 1 und 2 g L? Glutamat noch Glutamat vorhanden war, obwohl Glutamat als
Stickstoffquelle ein besseres Wachstum als Ammoniumsulfat erméglicht, beruht auf dem
Stickstoff-Katabolitrepressions-Effekt. Das WM8A-Medium enthalt Ammonium als
Stickstoffquelle und dieses inhibiert die Verwendung von Glutamat (Hofman-Bang 1999). Die
Daten zeigen jedoch auch, dass die Inhibition nicht vollstandig ist.

Bezogen auf die verbrauchte Glucose ergab sich bei beiden Stdmmen ein identischer
Glutamatverbrauch. Allerdings zeigten sich deutliche Unterschiede in der erzielten
Biomassekonzentration der beiden Stamme. Wird dies berlcksichtigt, zeigt sich der mit
0,21+ 0,01 geiutamat gBTM'l erhbhte Glutamatverbrauch von S. cerevisiae AH22ura3 Asdh2
Asdhl Aidhl Aidpl gegeniber dem Wildtyp, der einen Wert von 0,09 + 0,00 ggutamat gBTM'l
aufwies. Der theoretische Anteil von Glutamat an der Biomasse wird in der Literatur mit
0,05 Jgaiutamat gBTM'l angegeben (Berechung an Hand von Daten aus Oura 1977 und Pronk

2002) und liegt nahe an dem fir den Wildtyp erzielten tatséchlichen Glutamatanteil.

8.4 Satz- und Zulaufverfahren mit Glucose als Kohle  nstoffquelle

Wie die SDH-Stamme wurden auch die SDH-IDH-(IDP)-Deletionsstamme durch einen
zweitagigen Satzversuch im Hoek-Medium mit 50 g L™ Glucose mit anschlieRender
Zulaufphase weiter charakterisiert, wobei dem Medium bei S. cerevisiae AH22ura3 Asdh2
Asdhl Aidhl Aidpl Glutamat im Uberschuss zugesetzt wurde. Zudem erfolgte fiir den SDH-
IDH-IDP-Stamm auch ein Experiment ohne Zusatz von Glutamat.

Abbildung 8.4 zeigt die Kultivierungen der beiden SDH-IDH-Deletionsstamme. Die
Kultivierungen lassen sich wieder in die Satzphase mit Glucose oder Ethanol und die
Zulaufphase unterteilen und die Ausbeuten der einzelnen Phasen sind in Tabelle 8.3

zusammengefasst.
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Abbildung 8.4: Satz- und Zulaufkultivierung im definierten Hoek-Medium mit 50 g L™" Glucose im
Laborreaktor (Vo = 1,2 L) zur Evaluierung der S. cerevisiae SDH-IDH-Deletionsstdmme. Dargestellt
sind der Wildtypstamm als Referenz (O oder diinne schwarze Linie), AH22ura3 Asdh2 Aidhl (O oder
dicke graue Linie) und AH22ura3 Asdh2 Asdhl Aidhl (® oder dicke schwarze Linie). Der Zulauf mit
einer Dosierrate von 0,7 Qgiucose LY h* wurde nach 48 Stunden gestartet. Bei den dargestellten

Ethanolkonzentrationen wurde die Verdunstung von Ethanol beriicksichtigt.
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Kultivierung der SDH-IDH-Stamme

In der Satzphase mit Glucose zeigten auch die SDH-IDH-Stamme den typischen respiro-
fermentativen Stoffwechsel von S. cerevisiae bei Glucosetberschul3. Allerdings halbierte
sich die zellspezifische Glucoseaufnahmerate, Wachstumsrate, Ethanol- Glycerin- und CO,-
Bildungsrate und die Sauerstoffaufnahmerate gegeniiber dem Wildtyp und den SDH-
Stammen. Dagegen war die zellspezifische Acetatbildungsrate gegentiber den SDH-
Stammen mehr als verdoppelt und auch die erreichte Succinatkonzentration gegentber den
SDH-Stammen erhoht.

Nachdem die Glucose vollstdndig verbraucht war, wandelten die SDH-IDH-Stdmme wie die
SDH-Stamme Ethanol unter Sauerstoffverbrauch in Acetat um (Tabelle 8.3). Der Stamm mit
der unvollstandigen SDH-Deletion, AH22ura3 Asdh2 Aidhl, bildete wie auch AH22ura3
Asdh2, aus Ethanol auch Biomasse. Bei AH22ura3 Asdh2 Asdhl Aidhl stieg die
Succinatausbeute aus Ethanol und es wurde keine Biomassebildung mehr nachgewiesen.
Es war bei beiden SDH-IDH-Stammen keine Bildung von Kohlendioxid aus Ethanol
detektierbar. Beide Stamme hatten mit Ethanol eine Succinatausbeute vergleichbar zum

korrespondierenden SDH-Stamm.

Tabelle 8.2: Wachstumsraten (h™) und zellspezifische Substrataufnahme- sowie Produktbildungsraten
(mmol gBTM'l h'l) in der Satzphase mit Glucose im definierten Hoek-Medium im Laborreaktor zur

Evaluierung der S. cerevisiae SDH-IDH-(IDP-)Deletionsstamme.

Stamm Mmax deiu Qsuc Qeth Jaly Oace Jco2 Jo2
wt 0,29 -144 nd. 23,0 1,8 0,3 22,8 55
Asdh2 0,27 -149 0,00 224 1,5 0,1 23,1 55
Asdh2 Aidh1 0,16 -8,3 0,01 133 1,0 0,2 12,7 2,5
Asdh2 Asdhl 0,30 -15,7 0,00 253 2,4 0,1 22,7 4,5

Asdh2 Asdhl Aidhl 0,14 -8,6 0,01 13,1 1,0 0,4 14,2 2,6
Asdh2 Asdhl Aidhl 0,02 -4,3 0,03 6,2 1,0 0,1 6,7 n.a.’
Asdh2 Asdh1 Aidh1® 0,14 -9,1 0,09 15,1 1,6 0,3 14,8 1,9

& Kultivierung mit Zusatz von Glutamat
® nicht ausgewertet. Es war eine Sauerstoffaufnahme messbar, jedoch lagen die Anderungen an der
MeRgrenze des Sauerstoffsensors, wodurch die Berechung der Ausbeuten stark verfalscht werden

kann.

Wie Abbildung 8.4 zeigt, wuchsen beide SDH-IDH-Stdamme wieder wahrend des
kontinuierlichen Zulaufes von 0,7 Qgucose L ht, der nach 48 h Versuchsdauer gestartet
wurde. In der Zulaufphase lag die Succinatausbeute mit 0,03 mMOlsyccinat MOlgucose - bEI
AH22ura3 Asdh2 Aidh1 und 0,05 MOlsyccinat MOlgicose - bei AH22ura3 Asdh2 Asdhl Aidhl tber
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der Ausbeute der SDH-Stamme. Als weitere Produkte wurde wahrend des Zulaufs Acetat

und Ethanol gebildet.

Tabelle 8.3: Ausbeuten (mol mol'l) im definierten Hoek-Medium im Laborreaktor bei der Evaluierung

der S. cerevisiae SDH-IDH-(IDP-)Deletionsstamme.

Stamm Phase Substrat Yxs Ysuss Yews Yois Yaces Ycows Yows
wt Satz Glucose 0,2 nd. 16 0,1 0,0 16 04
Asdh2 Satz Glucose 0,2 0,00 15 0,1 00 16 04
Asdh2 Aidhl Satz Glucose 0,2 0,00 16 0,1 00 15 0,3
Asdh2 Asdhl Satz Glucose 0,2 0,00 16 0,1 00 15 0,3
Asdh2 Asdh1 Aidhl Satz Glucose 0,2 0,00 15 0,1 00 16 0,3
Asdh2 Asdh1 Aidhl Satz Glucose 0,0 0,01 15 02 00 16 na’
Asdh2 Asdh1l Aidh1* Satz Glucose” 0,2 0,01 1,7 0.2 00 1,7 0,2
wt Satz Ethanol 0,4 n.d. - - - 09 14
Acetat
Glycerin
Asdh2 Satz Ethanol 0,1 0,01 - 0,0 08 00 0,8
Asdh2 Aidhl Satz Ethanol 0,1 0,01 - 0,0 06 00 05
Asdh2 Asdhl Satz Ethanol 0,0 0,01 - 0,0 0,7 00 0,6
Asdh2 Asdh1 Aidhl Satz Ethanol 0,0 0,02 - 0,0 06 00 0,6
Asdh2 Asdh1 Aidhl Satz  Ethanol kein Verbrauch von Ethanol
Asdh2 Asdh1l Aidh1* Satz Ethanol’ kein Verbrauch von Ethanol
wt Zulauf Glucose 1,0 n.d. - - 00 19 16
Ethanol
Glycerin
Asdh2 Zulauf Glucose 0,1 001 12 00 04 17 07
Asdh2 Aidhl Zulauf Glucose 0,1 003 10 00 03 16 05
Asdh2 Asdhl Zulauf Glucose 0,1 002 12 00 04 17 07
Asdh2 Asdh1l Aidhl Zulauf Glucose 0,1 005 06 00 04 18 11
Asdh2 Asdhl Aidhl Zulauf Glucose 0,0 0,01 16 0,1 0,0 1,6 n.a.t
Asdh2 Asdhl Aidh1? Zulauf Glucose® 0,1 0,01 1,6 0,1 00 16 n.af‘

% in Medium mit Glutamatzusatz
® Die Ausbeuten wurden nur mit Glucose bezogen, da es in der Literatur Ublich ist auf Grund von
Auxotrophien bendtigten essentielle Substanzen zu vernachlassigen.

¢ nicht ausgewertet (Sauerstoffsignal lag an der MeRgrenze des Sauerstoffsensors)
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Kultivierung des S. cerevisiae SDH-IDH-IDP-Stammes

Beim S. cerevisiae AH22ura3 Asdh2 Asdhl Aidhl Aidpl wurde im Laborrihrkesselreaktor
sowohl eine Satz- und Zulaufkultivierung ohne Glutamatzugabe mit entsprechend
verlangerter Versuchsdauer und Dosierrate als auch ein 72-stiindiges Experiment mit Zusatz
von Glutamat im Uberschuss durchgefiihrt. Basierend auf dem Experiment zur
Glutamatauxotrophie im Bioreaktorblock wurden 2 g L™ Glutamat zugesetzt.

Wie Abbildung 8.5 zeigt, bendétigte der SDH-IDH-IDP-Stamm ohne Glutamat im Hoek-
Medium iiber 186 h um 50 g L™ Glucose zu verbrauchen. Die Ethanol- und Acetatausbeuten
bezogen auf Glucose wichen um weniger als 10 % vom Wildtyp ab. Die Biomasseausbeute
bezogen auf Glucose sank auf 17 % der des Wildtyps ab und die Glycerinausbeute stieg um
188 % gegenuber der des Wildtyps. Gegentliber dem Wildtyp und den SDH- und SDH-IDH-
Stdmmen stieg auch die Succinatausbeute an. Auch ohne Glutamat im Medium war eine
geringe Sauerstoffaufnahme der Zellen messbar. Allerdings lag das Sauerstoffsignal
wahrend der Kultivierung meist nahe an der Messgrenze, sodass eine Rate bzw. Ausbeute
bezogen auf Sauerstoff nicht ohne hohe Fehler ermittelt werden konnte.

Mit Glutamat im Medium erzielt S. cerevisiae AH22ura3 Asdh2 Asdhl Aidhl Aidpl mit
Glucose dieselbe Wachstumsrate und Biomasseausbeute wie S. cerevisiae AH22ura3
Asdh2 Asdhl Aidhl und eine gegeniber diesem Stamm erhohte Glycerin- und
Ethanolausbeute (Tabelle 8.3). Es wurden 0,035 mOlgiuamat MOlgiycose * beziehungsweise
0,34 geiutamat gBTM'l verbraucht. Die zellspezifische Succinatbildungsrate erhdhte sich in der
Satzphase durch Glutamat im Medium bei AH22ura3 Asdh2 Asdhl Aidhl Aidpl von 0,03
mmol ggrm h* auf 0,09 mmol OUBTM h'* beim Wachstum mit Glucose (Tabelle 8.2).

In beiden Kultivierung war kein Verbrauch von Ethanol zu erkennen, die Anderung in den
gemessenen Ethanolkonzentrationen nach der Berlcksichtigung der Ethanolverdunstung
waren geringer als 0,1 g L™ und sind somit durch Messungenauigkeiten zu begriinden.

Auf Grund des schlechten Wachstums des S. cerevisiae SDH-IDH-IDP-Stammes in der
Satzphase mit Glucose ohne Glutamatzusatz wurde die Dosierrate auf 0,07 ggjucose L Lht
abgesenkt. Wéhrend des Zulaufs kam es zur Bildung von Glycerin und Ethanol. Es war keine
Biomassebildung oder Succinatbildung messbar und die Sauerstoffsignale der Abgasanalytik
waren nicht auswertbar, da die Signale an der Meligrenze des Sauerstoffsensors der
Abgasanalytik lagen.

In der Zulaufphase bei Zudosierung von 0,7 ggiucose Lt h* und Verfugbarkeit von Glutamat ist
ein deutliches Wachstum und eine Sauerstoffaufnahme zu erkennen und es wurde
kontinuierlich Succinat mit einer Ausbeute von 0,01 Molsyccinat MOlgucose - gebildet. Als weitere
Produkte wurden Ethanol und Glycerin gebildet. Unter beiden Bedingungen trat im Zulauf

keine Acetatbildung auf.
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Abbildung 8.5: Satz- und Zulaufkultivierung des Deletionsstammes S. cerevisiae AH22ura3 Asdh2
Asdhl Aidhl Aidpl im Laborreaktor (Vo = 1,2 L) im Hoek-Medium mit 50 g L™ Glucose. A, C und E:
Verlaufe der Kultivierung ohne Zusatz von Glutamat. Der Zulauf mit einer auf 0,07 ggjucose Lt nt
abgesenkten Dosierrate wurde nach 192 Stunden gestartet. B, D und F: Verlaufe der Kultivierung mit
Zusatz von 2 g L™ Glutamat bei Versuchsbeginn. Der Zulauf mit einer Dosierrate von 0,7 ggucose L*ht
wurde nach 48 Stunden gestartet und bei Zulaufstart nochmals 2,5 g L™ Glutamat zugesetzt. Bei den

dargestellten Ethanolkonzentrationen wurde die Verdunstung von Ethanol beriicksichtigt.
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Kohlenstoffbilanzen

Die Kohlenstoffbilanzen (Abbildung 8.6) waren in der Satz- und Zulaufkultivierung bei
AH22ura3 Asdh2 Aidhl zu 97 % * 2 %, bei AH22ura3 Asdh2 Aidhl zu 95 % * 3 % und bei
AH22ura3 Asdh2 Asdhl Aidhl Aidpl in der Kultivierung ohne bzw. mit Glutamat zu 101 % +
1% und 101 % £ 1 % geschlossen.
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Abbildung 8.6: Kohlenstoffbilanzen (molc molc'l) der Satz- und Zulaufkultivierung im definierten Hoek-
Medium im Laborreaktor zur Evaluierung der S. cerevisiae SDH-IDH-(IDP-)Deletionsstamme. A:
Bilanzen der Kultivierung mit AH22ura3 Asdh2 Aidhl (d) und AH22ura3 Asdh2 Asdhl Aidhl (A). B:
Bilanzen der Kultivierungen des Stammes AH22ura3 Asdh2 Asdhl Aidhl Aidpl mit (O) und ohne

Glutamatzusatz (#). Der Verbrauch von Glutamat wurde in die Kohlenstoffhilanz miteinbezogen.

Diskussion

Auch die Kultivierungen im Laborreaktor zeigten, dass sich die Metabolitbildung der
S. cerevisiae SDH-IDH-Stamme phanotypisch kaum von der der SDH-Stamme unterschied.
Lediglich die Wachstumsrate und daraus resultierend auch Produktbildungsraten mit
Glucose sanken. Bei der Betrachtung der zellspezifischen Raten im exponentiellen
Wachstum mit Glucose sticht die Erhéhung der Acetat- und Succinatbildungsrate heraus.
Generell sollte die Deletion der IDH in den SDH-Stammen dazu beitragen, den Citrat-Zyklus
zu blockieren. Dass die Succinatbildung beider SDH-IDH-Stamme bereits in der Satzphase
mit Glucose anstieg, konnte wie bei den SDH-Stammen mit einer geringen Aktivitat des
Glyoxylat-Zyklus als Folge von Deletionen im Citrat-Zyklus zu erklaren sein. Die von
McCammon et al. (2003) beschriebene TranskriptionserhOhung der gluconeogenetischen
Gene mdh2, cit3, icl2, mlsl als Reaktion auf eine alleinige Deletion des Gene sdhl oder
sdh2, wurde auch als Reaktion auf eine Deletion von idhl beschreiben. Es kdnnten auch
kooperative Effekte zwischen Deletionen auftreten. So flhrt beispielsweise eine Deletion der

IDH zu einem deutlichen Absinken des Wachstums auf nicht fermentierbaren



126 Deletion von Isocitrat-Dehydrogenasen

Kohlenstoffquellen wie Ethanol. Wird zusétzlich eines der Citrat-Synthase-Gene, citl,
deletiert, wird dieser Wachstumsdefekt aufgehoben (McCammon et al. 2003, Gadde und
McCammon 1997, McCammon und McAlister-Henn 2003).

Durch die IDH-Deletion kann bei vorhandener Aktivitat des Glyoxylat-Zyklus eine Umleitung
in den Glyoxylat-Bypass gefordert werden, denn die IDP-Isoenzyme kdnnen den Verlust der
IDH nur teilweise kompensieren. Dies zeigt sich auch daran, dass die intrazellulare
Isocitratkonzentration bereits in reinen IDH-Mutanten unter Satzbedingungen mit Glucose
22-fach ansteigt und dass a-Ketoglutarat um den Faktor 4 abfallt (Contreras-Shannon et al.
2005). Somit steht der lIsocitrat-Lyase in SDH-IDH-Deletionsstammen mehr Substrat zur
Verfigung als in SDH-Deletionsstaimmen. Die Erhéhung der zellspezifischen
Acetatbildungsrate kann ebenfalls eine Folge des sich an zusatzlichen Deletion stauenden
Kohlenstoffflusses darstellen.

Aus Ethanol bildeten auch die SDH-IDH-Deletionsstamme vor allem Acetat und geringe
Mengen Succinat. Reine IDH-Deletionsstamme sind dagegen noch in der Lage mit Ethanol
zu wachsen (Haselbeck und McAlister-Henn 1993, Zhao und McAlister-Henn 1996), da IDP1
und IDP2 den Verlust der IDH in diesen Stammen ausreichend kompensieren. Auch fir die
SDH-IDH-Stamme gilt jedoch die in Kapitel 7.2 beschriebenen Tatsache, dass bei einer
Blockade der Ethanolveratmung uber den Citratzyklus (durch Blockade von SDH oder SDH
und IDH) die Bildung von Acetat aus Ethanol fiir die Zellen energetisch am glinstigsten ist.
Unter Zulaufbedingungen wurde bei den SDH-IDH-Stammen eine kontinuierliche
Succinatbildung erzielt, deren Ausbeute jeweils Uber der des korrespondierenden SDH-
Stammes lag. Auch dies weil3t auf eine teilweise Umlenkung des Kohlenstoffflusses in den
Glyoxylat-Zyklus hin. Wie bei den SDH-Stdmmen war auch bei den SDH-IDH-Stammen
unter Zulaufbedingungen eine vollstdndige Deletion beider katalytischen SDH-Untereinheiten
vorteilhaft, da mit S. cerevisiae AH22ura3 Asdh2 Asdhl Aidhl die hochste Succinatausbeute
im Zulauf erzielt wurde.

Bei den Kohlenstoffbilanzen der Versuche mit den SDH-IDH-Stammen zeigte sich wie bei
den SDH-Stammen eine vertretbar kleine Bilanzliicke mit Glucose, die wahrscheinlich auf die
Bildung von Acetaldehyd oder geringe Mengen anderer organischer Sauren zurickzufihren
ist.

Durch die zusatzliche Deletion des Enzyms IDP1 sollte zur Umleitung des Kohlenstoffflusses
in den Glyoxylat-Zyklus die Isocitrat-Dehydrogenase-Aktivitat auf Glucose blockiert werden.
Dass der SDH-IDH-IDP-Stamm ohne Glutamat im Medium auf Glucose Sauerstoff
verbrauchte, obwohl die durch den Crabtree-Effekt hervorgerufene Ethanolbildung
zusammen mit der erhdhten Glycerinbildung auf einen eher fermentativen Stoffwechsel

hinweil3t, muss nicht zwingend auf eine Aktivitdt der Atmungskette hindeuten. Neben der
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Atmungskette existieren weitere Stoffwechselwege wie die Sterol- und Hambiosynthese, die
Sauerstoff verbrauchen (Rosenfeld und Beauvoit 2003).

Im Gegensatz zu dem Experiment mit S. cerevisiae AH22ura3 Asdh2 Asdhl Aidhl wurde in
beiden Kultivierungen von S. cerevisiae AH22ura3 Asdh2 Asdhl Aidhl Aidpl im Rahmen der
MelRgenauigkeit kein Ethanolverbrauch nachgewiesen. Dies muss daher eine direkte Folge
der zusatzlichen IDP1-Deletion und der weiteren Blockade der Isocitrat-Dehydrogenase-
Aktivitat sein. Der fermentative Stoffwechsel inklusive der reduzierten Succinatbildung und
der fehlenden Oxidation von Ethanol zumindest zu Acetat weil3t darauf hin, dass durch die
zusatzliche IDP1-Deletion zur IDH-Deletion nicht nur der Citratzyklus in dem Stamm blockiert
ist, sondern als Folge auch weitere Einschréankungen des respirativen Stoffwechsels
auftraten. Denn trotz einer kompletten Blockade des Citrat-Zyklus, sollte ohne Beschréankung
der Respiration eine Umwandelung von Ethanol in Acetat moglich sein. Als
zusammenwirkende Folge der vier Deletionen konnten aber auch andere Gene des
respirativen Stoffwechsels wie beispielsweise der Atmungskette herabreguliert werden.
Ahnliche Effekte wurden in Hefestammen mit anderen Deletionen im Citratzyklus
beschrieben. Cimini et al. (2009) zeigten, dass bereits ein Hefestamm mit Deletion der
Untereinheit SDH3, die die direkt in die Atmungskette eingebundene Cytochrom c-
Untereinheit des SDH-Komplexes bildet, im Satzverfahren mit Glucose einen fermentativen
Stoffwechsel zeigte. Cimini et al. (2009) wiesen per Transkriptomanalyse nach, dass
zahlreiche andere Gene des respirativen Zentralstoffwechsels durch die SDH3-Deletion
herabreguliert waren. Zudem fihrten die Deletion der Citrat-Synthase (beide Citratsynthase-
Isoenzyme CIT1 und CIT2) oder der Aconitase zu Stammen, die nicht in der Lage sind
respirativ zu wachsen und die glutamatauxotroph sind (Gangloff et al. 1990, Kim et al. 1986).
Die Betrachtung der zellspezifischen Sauerstoffaufnahmeraten in Tabelle 8.2 zeigt, dass
S. cerevisiae AH22ura3 Asdh2 Asdhl Aidhl Aidpl bei Glutamatzugabe zumindest mit
Glucose zu einem zu S. cerevisiae AH22ura3 Asdh2 Aidhl und Asdh2 Asdhl Aidhl
vergleichbaren respirativen Stoffwechsel in der Lage ist. Glutamat kann die Blockade der
Isocitrat-Dehydrogenase-Aktivitat der Zellen teilweise kompensieren. Neben der direkten
Verwendung von Glutamat fur Biosyntheseprozesse kann durch den Abbau bis zu a-
Ketoglutarat ein NADH und beim Abbau bis zu Succinat 2 NADH und 1 ATP gewonnen
werden.

Der Glutamatverbrauch war im Hoek-Medium mit 0,029 ggutamat gG,ucose'l bzw.
0,34 £ 0,01 geiutamat gBTM'l héher als im WM8A-Medium. Dies zeigt, dass der Glutamatbedarf
von S. cerevisiae AH22ura3 Asdh2 Asdhl Aidhl Aidpl trotz vergleichbarer Wachstumsraten
in  beiden Medien keine konstante Grofe ist, sondern auch von den

Kultivierungsbedingungen wie beispielsweise der Medienzusammensetzung beeinflusst wird.
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8.5 Zulaufkultivierungen mit verschiedenen Dosierra ten

S. cerevisiae AH22ura3 Asdh2 Aidhl und S. cerevisiae AH22ura3 Asdh2 Asdhl Aidhl Aidpl
wurden neben dem an den Satzversuch angeschlossen Zulauf auch in je einem reinem

Zulaufversuch mit erhdhter vorgelegter Biomassekonzentration im Hoek-Medium untersucht.

Zulaufverfahren mit  S. cerevisiae AH22ura3 Asdh2 Aidh1l

Wie Abbildung 8.7 zeigt, bildete S. cerevisiae AH22ura3 Asdh2 Aidhl unter
Zulaufbedingungen zunéchst den C,-Korper Acetat. Nach den beiden Erhdhungen der

Dosierrate anderte sich dies auf Ethanol als Hauptprodukt und die Zellen wuchsen leicht.
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Abbildung 8.7: Einfluss verschiedener Dosierraten bei dem S. cerevisiae SDH-IDH-Deletionsstamm
AH22ura3 Asdh2 Aidhl. Dargestellt ist der Verlauf der Biomasse- (O), Acetat- (O), Ethanol- (A) und
Succinatkonzentration (®) in einer reinen Zulaufkultivierung im Hoek-Medium im Laborrihrkessel
(Vo= 1 L). Die im 24 h Abstand geénderten Dosierraten betrugen 0,16 Jgiucose Ltht (D1),
0,32 Jaiucose L*h? (D2) und 0,82 ggucose L*h? (D3). Bei den dargestellten Ethanolkonzentrationen

wurde die Verdunstung von Ethanol beriicksichtigt.

Trotz des leichten Wachstums akkumulierte allerdings bereits nach 70 h Prozesszeit Glucose im
Medium (Daten nicht gezeigt). Die Succinatkonzentration stieg wahrend des Zulaufs kontinuierlich an,
wobei die Ausbeuten von der Dosierrate abhingen. Tabelle 8.4 fasst die Ausbeuten zusammen und
zeigt, dass die hochste Succinatausbeute mit 0,07 molsyccinat Molgueose - bei der geringsten Dosierrate

erzielt wurde.
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Tabelle 8.4: Ausbeuten (mol mol'l) der Zulaufkultivierung vom S. cerevisiae AH22ura3 Asdh2 Aidh1 im

definierten Hoek-Medium im Laborreaktor bei verschiedenen Dosierraten (ggucose Lt h'l).

Phase Dossierrate  Ysuss  Yets  Yaces  Ycozs  Yous RQ
D1 0,16 0,07 0,0 1,4 2,2 2,8 0,8
D2 0,32 0,04 0,9 0,6 2,0 1,3 1,5
D3 0,82 0,03 1,0 0,1 1,7 0,9 1,9

Zulaufverfahren mit  S. cerevisiae AH22ura3 Asdh2 Asdhl Aidh1 Aidpl

Im reinen Zulaufexperiment mit S. cerevisiae AH22ura3 Asdh2 Asdhl Aidhl Aidpl (Daten
nicht gezeigt) wurde dem Hoek-Medium Glutamat im Uberschuss zugesetzt und die
Biomassekonzentration zu Versuchsbeginn betrug 2,8 g L™. Nachdem in der im vorherigen
Abschnitt beschriebenen Zulaufphase (Abbildung 8.5) bereits bei einer Zudosierung
entsprechend einer zellspezifischen Glucoseaufnahmerate von 0,4 mmol gsrv™ h™? eine
Ethanolbildung auftrat, wurde die Dosierrate noch weiter abgesenkt. Bis 24 h betrug die
Zudosierung 0,03 mmol ggrv™ h™ und wurde dann auf 0,06 mmol ggrv™ h™ erhéht. Bei beiden
Dosierraten wuchsen die Zellen nicht, es war keine Bildung der organischen S&uren
Succinat und Acetat nachzuweisen, sondern es wurden nur Ethanol als Hauptprodukt und

geringe Konzentrationen an Glycerin nachgewiesen (Daten nicht gezeigt).

Diskussion

Dass in der Zulaufkultivierung von S. cerevisiae AH22ura3 Asdh2 Aidhl bei der Dosierrate
von 0,16 g L™ h™ keine Ethanolbildung auftrat, zeigt, dass vollstandig glucosedereprimierte
Bedingungen vorlagen und Glucose vollstandig zu oxidativen Produkten umgesetzt wurde.
Bei Wildtypstammen liegt der RQ unter Zulaufbedingungen durch die Glucoseveratmung und
die Biomassebildung knapp Uber 1. Dagegen liegt bei S. cerevisiae AH22ura3 Asdh2 Aidhl
der RQ in der Phase D1 bedingt durch die starke Acetatbildung unter 1.

Die Succinatausbeute war unter vollstdndig glucosedereprimierten Bedingungen am
hdchsten, dennoch erfolge auch unter (durch die Ethanolbildung angezeigten) repressiveren
Bedingungen eine weitere Succinatbildung mit abgesenkter Ausbeute. Auch fir den SDH-
IDH-Stamm zeigte sich der bereits bei den SDH-Stammen beschriebene Effekt, dass die fur
die Zellen schéadliche Acetatbildung prozesstechnisch nicht durch Zulaufbedingungen
unterbunden werden kann.

Dass der Stamm S. cerevisiae AH22ura3 Asdh2 Asdhl Aidhl Aidpl selbst unter
Zulaufbedingungen bei minimalen Dosierraten einen fermentativen Stoffwechsel aufweist,
bestatigt dass durch die Blockade des Citrat-Zyklus auch der respirative Stoffwechsel

blockiert wurde.
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8.6 Satzverfahren mit Galactose als Kohlenstoffquel le

Wie bereits die S. cerevisiae SDH-Stamme wurden auch die S. cerevisiae SDH-IDH-(IDP)-
Stdmme im Satzversuch im WM8G-Medium mit Galactose und Glucose untersucht. Die
Kultivierungen erfolgten aus Kapazitatsgrinden erneut im Schuttelkolben.

Bei den in Abbildung 8.8 dargestellten Kultivierungen war bei den SDH-IDH-Stammen nach
48 h 50 g L™ Glucose bereits verbraucht. Der SDH-IDH-IDP-Stamm, der in diesem Versuch
wie alle anderen Stdmme aus einer stationaren Kultur angeimpft worden war, wies eine
Verzégerungsphase von 24 h auf und verbrauchte dann ebenfalls binnen der néchsten 48 h
Glucose. Glutamat wurde von allen drei Deletionsstdmmen nur parallel zur Glucose
verstoffwechselt.

Die SDH-IDH-Deletionsstamme zeigten mit Glucose den typischen respiro-fermentativen
Stoffwechsel und produzierten etwa 1 g L™* Succinat. Die Unterschiede zwischen den
Stdmmen S. cerevisiae AH22ura3 Asdh2 Aidhl und Asdh2 Asdhl Aidhl bei der Kultivierung
mit Glucose waren gering.

Beim SDH-IDH-IDP-Stamm war die Glycerinbildung aus Glucose im Vergleich zu den SDH-
und SDH-IDH-Stammen um etwa 1 g L™ erhéht und die Succinatbildung war auf 0,2 g L™
verringert. Da im Schiittelkolben keine Beriicksichtigung der Ethanolverdunstung erfolgen
konnte, kann die Verringerung der Ethanolkonzentration rein auf Verdunstung oder auf
Verdunstung und Verbrauch zurlickzufihren sein. Bei den SDH-IDH-Deletionsstammen
zeigte die Bildung von 5,7 g L™ Acetat bei S. cerevisiae AH22ura3 Asdh2 Aidhl und 5,8 g L™
Acetat bei S. cerevisiae AH22ura3 Asdh2 Asdhl Aidh1l, dass Ethanol verstoffwechselt wurde.
Bei Durchfiihrung desselben Experiments mit Galactose als Kohlenstoffquelle zeigte sich bei
beiden SDH-IDH-Stdammen ab der Messung bei 312 h ein Absinken des Galactose- und
Glutamatverbrauchs. Bis zum Versuchsende nach 384 h wurden nur ~15 g L™ Galactose
umgesetzt. Wie bei den beiden SDH-Deletionsstammen wurde aus Galactose Biomasse,
Ethanol, Acetat und Succinat gebildet. Es wurde eine Succinatendkonzentration von 1,0 g L™
bei AH22ura3 Asdh2 Aidhl1 und von 0,7 g L™ bei AH22ura3 Asdh2 Asdhl Aidhl erzielt. Beim
Stamm S. cerevisiae AH22ura3 Asdh2 Asdhl Aidhl Aidpl war binnen 16 Tage kein

Verbrauch von Galactose messbar.

Diskussion

Bei der Kultivierung der S. cerevisiae SDH-IDH-Stamme mit Glucose im WM8G-Medium war
die Succinatendkonzentration bei den SDH-IDH-Stammen gegenuber den reinen SDH-
Stammen abgesenkt. Dies deckt sich mit den Ergebnissen der Kultivierung im WM8G im

Bioreaktorblock.
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Abbildung 8.8: Satzkultivierung der S. cerevisiae SDH-IDH-(IDP-)Deletionsstimme mit Glucose als
Kohlenstoffquelle und Glutamat als Stickstoffquelle im Schittelkolben (Vo = 50 mL). Die Kultivierungen
des Wildtypstammes (O), AH22ura3 Asdh2 Aidhl (0), AH22ura3 Asdh2 Asdhl Aidhl (A) und
AH22ura3 Asdh2 Asdhl Aidh1 Aidpl (#) erfolgten im WM8G-Medium mit 50 g L™ Glucose tiber 144 h.
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Abbildung 8.9: Satzkultivierung der S. cerevisiae SDH-IDH-(IDP-)Deletionsstamme mit Galactose als

Kohlenstoffquelle und Glutamat als Stickstoffquelle im Schuttelkolben (Vo =

100 mL). Die

Kultivierungen des Wildtypstammes (d), AH22ura3 Asdh2 Aidhl (0), AH22ura3 Asdh2 Asdhl Aidhl
(A) und AH22ura3 Asdh2 Asdhl Aidhl Aidpl (®) erfolgten im WM8G-Medium mit 50 g L™ Galactose
Uber 384 h.
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Wie in Abbildung 8.10 zusammengefasst, sinkt durch die zusatzliche IDH-Deletion in den
SDH-Stammen auch die integrale Succinatausbeute aus Glucose. Die Bildung der oxidierten
Produkte Acetat und Succinat zeigte nochmals den respirativen Metabolismus der SDH-IDH-
Stamme.
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Abbildung 8.10: Integrale Succinatausbeuten der S. cerevisiae Deletionsstamme sowie des Wildtyps
bezogen auf den Verbrauch von Glucose (O) oder Galactose (H) als Kohlenstoffquelle und Glutamat

als Stickstoffquelle im Satzversuche im WM8G im Schiittelkolben.

Bei Verminderung der Glucoserepression durch Galactose konnten mit den SDH-IDH-
Stdmmen hohere Succinatausbeuten als mit den SDH-Stdmmen erreicht werden. Zudem
zeigten sich wie bei den SDH-Stammen Unterschiede zwischen AH22ura3 Asdh2 Aidhl, mit
der unvollstandig deletierten SDH und dem Stamm AH22ura3 Asdh2 Asdhl Aidhl mit der
vollstéandigen Deletion. Wieder fiihrte eine unvollstandig deletierte SDH zu einer hbéheren
Succinatausbeute mit Galactose. Bereits bei den SDH-Stdmmen hatten sich die leichten
Unterschiede zwischen S. cerevisiae AH22ura3 Asdh2 gegenulber S. cerevisiae AH22ura3
Asdh2 Asdhl, die sich bereits in der Kultivierungsphasen mit Ethanol angedeutet hatten, erst
mit Galactose deutlicher gezeigt.

Allerdings wurde bei den SDH-IDH-Stammen bis Versuchsende nur einen Bruchteil der
eingesetzten Galactose verbraucht. Bereits die Bestimmung der Wachstumsraten der SDH-
IDH-Deletionsstamme in Kultivierungen im WM8G mit Glucose im Bioreaktorblock
(Abbildung 8.1) zeigte, dass selbst bei Verfugbarkeit von Glutamat das Wachstum verglichen
mit den SDH-Stammen reduziert ist. Auf dem "respirativeren” Substrat Galactose zeigten
sich diese Effekte, deren Ursache in der weiteren Einschrankung der Energiegewinnung
Uber den Citrat-Zyklus liegen muss, nun noch deutlicher.
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Es Uberrascht, dass der Deletionsstamm S. cerevisiae AH22ura3 Asdh2 Asdhl Aidhl Aidpl
keinen Galactoseverbrauch zeigt, da Galactose von S. cerevisiae sowohl respirativ als auch
fermentativ verwertet werden kann (Fukuhara 2003). Da S. cerevisiae AH22ura3 Asdh2
Asdhl Aidhl Aidpl Glucose fermentativ verwertet, wurde dies auch fir Galactose erwartet.
Allerdings beschreibt eine Publikation von van den Brink et al. (2009), dass energetische
Limitierungen bei S. cerevisiae bei der Umstellung von Glucose auf Galactose auftreten
kénnen. In den bei van den Brink et al. (2009) beschriebenen Experimenten wurden die
Wildtyphefen im Chemostat anaerob mit Glucose kultiviert und direkt nach der
Unterbrechung der Glucosezufuhr Galactose zugesetzt. Unter diesen Bedingungen konnten
sich die Zellen nicht von Glucose mit Galactose umstellen und die Autoren wiesen nach,
dass den Zellen nicht genug Energie in Form von ATP zur Verfigung stand, um die Enzyme
fur den Galactoseabbau zu exprimieren.

Zudem konnen auch einige respirationsdefiziente Stamme generell nicht mit Galactose

wachsen (Bien et al. 1978).

8.7 Bestimmung intrazellularer Metabolite aus dem
Energiestoffwechsel

Als ergdnzende und abschlielende Untersuchung zu den Effekten der Deletionen im
Zentralstoffwechsel von S. cerevisiae wurden der Energy Charge (EC) und das NADH/NAD"-
Verhéltnis als zwei KenngroRen des Energiestoffwechsels bestimmt. Der Energy Charge
(EC), der aus den Konzentrationen der Adenosinphosphate AMP, ADP und ATP berechnet
wird, ist ein MaR fur den energetischen Zustand einer Zelle. Das NADH/NAD"-Verhaltnis
wurde bestimmt, da NAD(H) das dominierende Reduktionsaquivalent des Katabolismus
darstellt und bei S. cerevisiae das intrazellulare Redoxpotential hauptsachlich durch dieses
Verhaltnis bestimmt wird.

Es erfolgte eine vergleichende Untersuchung von S. cerevisiae AH22ura3 Asdh2 Asdhl
Aidhl Aidpl, AH22ura3 Asdh2 Asdhl und dem Wildtyp als Referenz, wobei im Satzverfahren
im definierten YNB-Medium (Daten nicht gezeigt) jeweils der Zustand der Zellen mit Glucose
(mittleres exponentielles Wachstum) und anschlieBend mit Ethanol betrachtet wurde.
Generell erfolgte die zweite Probennahme etwa 3 h nach Beginn des Ethanolverbrauchs,
welcher anhand der CO,- und O,-Onlinedaten bestimmt wurde. Da S. cerevisiae AH22ura3
Asdh2 Asdhl Aidhl Aidpl kein Ethanol verbraucht, erfolgte die zweite Probennahme 12 h
nach Verbrauch der eingesetzten Glucose. Bei der Kultivierung von AH22ura3 Asdh2 Asdhl
Aidhl Aidpl wurde zur besseren Vergleichbarkeit kein Glutamat zugesetzt. Auch ohne
Glutamatzugabe ist ein (geringes) Wachstum dieses Stammes mdoglich ist (siehe Kapitel
8.4).
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Abbildung 8.11 zeigt EC und NADH/NAD"-Verhaltnis des Wildtyps und der Deletionsstamme.
Auf Glucose unterscheiden sich der EC des Wildtyps und EC der beiden Deletionsstamme
nicht signifikant. Beim Verbrauch von Ethanol als Substrat kann beim Wildtyp und bei
S. cerevisiae AH22ura3 Asdh2 Asdhl eine leichte, nicht signifikante Absenkung des EC
beobachtet werden. Bei AH22ura3 Asdh2 Asdhl Aidhl Aidpl lag der EC bei 0, da weder
ATP noch ADP nachgewiesen werden konnte. Zwischen AH22ura3 Asdh2 Asdhl und dem
Wildtyp ergaben sich auf den beiden Substraten Glucose und Ethanol auch keine
signifikanten Unterschiede im NADH/NAD-Verhaltnis. Im Gegensatz zum EC unterschied
sich das NADH/NAD'-Verhaltnis von AH22ura3 Asdh2 Asdhl Aidhl Aidpl bereits mit
Glucose vom Wildtyp und war gegenliber diesem abgesenkt. Mit Ethanol als Substrat war
das NADH/NAD"-Verhaltnis bei allen drei Stammen geringer als mit Glucose. Bei AH22ura3
Asdh2 Asdhl Aidhl Aidpl war kein NADH mehr nachweisbar, weshalb das Verhaltnis den
Wert 0 annahm.
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Abbildung 8.11: Bestimmung von Energy Charge und NADH/NAD® verschiedener S. cerevisiae
Stdmme im Satzverfahren mit Glucose (O) oder Ethanol (H) als Kohlenstoffquelle im definierten YNB-
Medium mit 50 g L™ Glucose im Laborreaktor (Mo=1,0L).

Diskussion

Fur Wildtyphefen wird fur Kultivierungen mit Glucose als Substrat ein EC zwischen 0,75 und
0,90 angegeben (Ball und Atkinson 1975). Beim Verbrauch von Ethanol sinkt der EC laut
Ball und Atkinson (1975) leicht ab. Auch das Verhaltnis von NADH/NAD" sinkt mit Ethanol im
Vergleich zu Glucose, da mit Ethanol der oxidative Stoffwechsel starker ausgepragt ist und
NADH Uber die dereprimierte Atmungskette schnell oxidiert wird (Hou et al. 2009, Minard
und McAlister-Henn 2009). Dies deckt sich gut mit den hier erzielten Ergebnissen des
Wildtyps. Dass sich der EC der S. cerevisiae Deletionsstamme mit Glucose nicht signifikant
von dem des Wildtyps unterscheidet, kann auf den Crabtree-Effekt zurtickgeflihrt werden.
Aufgrund dieses Effekt wird in allen drei Stammen die Glucose priméar Uber die alkoholische

Garung abgebaut. Die in den Deletionsstammen blockierten Citrat-Zyklus-Enzyme IDH und
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SDH sind unter Satzbedingungen mit Glucose auch im Wildtyp deutlich reprimiert. Nur die
IDP1 unterliegt keiner Glucoserepression. Deren Verlust kann jedoch in S. cerevisiae
AH22ura3 Asdh2 Asdhl Aidhl Aidpl von der IDP2 kompensiert werden, welche als Folge
der IDH-Deletion dereguliert ist. Allerdings sind die IDP-Isoenzyme NADP*-abhangig und
kénnen damit im Gegensatz zur IDH nicht zur Energiegewinnung der Zelle beitragen. Bei
AH22ura3 Asdh2 Asdhl Aidhl Aidpl lag das NADH/NAD'-Verhéltnis daher bereits mit
Glucose um Faktor 21 unter dem des Wildtyp und bei der zweiten Probe in der Ethanolphase
war kein NADH mehr nachweisbar. Minard und McAlister-Henn (2009) zeigten einen
vergleichbaren Effekt fiir einen reinen IDH-Deletionsstamm bei der Anderung der
Kohlenstoffquelle von Glucose nach Acetat. Dieser IDH-Deletionsstamm verbrauchte Acetat
nicht in messbaren AusmaR, jedoch fiel das NADH/NAD"-Verhaltnis nach Umstellung auf
Acetat auf Gber 1/150 ab (Minard und McAlister-Henn 2009). Dieser reine IDH-Stamm hatte
mit Glucose durch Nutzung der NADP*-abhangigen Isocitrat-Dehydrogenasen die
Mdglichkeit Acetyl-CoA vollstandig zu veratmen. Dies ist bei AH22ura3 Asdh2 Asdhl Aidhl
Aidpl nicht mehr der Fall. Dieser Stamm konnte lediglich durch Umsetztung von a-
Ketoglutrat, welches tber die IDP2 gewonnen wird, zu Succinyl-CoA NADH uber den Citrat-
Zyklus gewinnen. Wabhrscheinlich wird o-Ketoglutarat aber vor allem fur die
Aminoséaurebiosynthese tber Glutamat verwendet.

Bei S. cerevisiae AH22ura3 Asdh2 Asdhl wirkte sich die Blockade der SDH, selbst wenn
sich der Stoffwechsel auf Ethanol als Substrat umstellt, so dass die Enzyme aus Glyoxylat-
Zyklus und Citrat-Zyklus induziert wurden, nicht auf den EC aus. AH22ura3 Asdh2 Asdhl
kann, wie Dbereits ausfihrlich diskutiert, Uber die Acetatbildung aus Ethanol
Reduktionsaquivalante fir die Energiegewinnung uber die oxidative Phosphorylierung
gewinnen und auch leicht mit Ethanol wachsen, bis die gebildete Acetatkonzentration toxisch
wird und die Ethanolaufnahme dadurch stagniert. Bei AH22ura3 Asdh2 Asdhl lagen zum
Zeitpunkt der Probenahme nur circa 2,5 g L™ Acetat im Medium vor, sodass die Zellen kaum
inhibiert wurden. Die EC-Daten und das im Vergleich zu Glucose nicht geanderte
NADH/NAD"-Verhaltnis mit Ethanol zeigen, dass fir den SDH-Stamm der Energiegewinn
Uber die Acetatbildung ausreicht, um das Redox-Verhéltnis und Energy Charge des Wildtyps
aufrecht zu erhalten und der respiratorische Stoffwechsel durch die SDH-Deletion nicht
negativ beeinflusst wird.

Ball und Atkinson (1975) beschreiben, dass sich der EC bei der Lagerung von Wildtyphefen
binnen der ersten 18 h nicht dndert und dann binnen 7 Tagen auf 0,03 abfallt, wobei noch
Uber 60 % der Zellen lebensfahig waren. Im Gegensatz dazu war der EC bei AH22ura3
Asdh2 Asdhl Aidhl Aidpl bereits nach 12 h auf O abgefallen. Denkbar ist, dass der Stamm
versucht seinen Stoffwechsel auf Ethanol umzustellen, dazu jedoch energetisch nicht mehr

in der Lage ist, hierbei aber das ATP verbraucht (vergleiche van den Brink et al. 2009).
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Bezuglich des NADH/NAD"-Verhaltnis ist zu beachten, dass dieses beim Wildtyp hoher als
die Literatur angegebenen Werte von 0,02 bis 0,1 lag (Vemuri et al. 2007, Hou et al. 2009).
Diese Abweichung kann beispielsweise aus einem unterschiedlichen Zerfall von NAD* und
NADH wéhrend der Probenaufarbeitung (Quenchenschritt, Zentrifugieren, Resuspendieren)
vor Zugabe des internen Standards resultieren. Da an dieser Stelle jedoch die relativen
Unterschiede zwischen den Stamme im Vordergrund standen und nicht die Optimierung der

Methodik, wurde dies nicht ndher untersucht.

8.8 Fazit zur parallelen Deletion der Succinat-Dehy  drogenase und
der Isocitrat-Dehydrogenase(n)

In diesem Kapitel wurden Stamme betrachtet, in denen erganzend zur SDH-Deletion auch
die Isocitrat-Dehydrogenase-Aktivitat der Zellen vermindert oder blockiert wurde, um Isocitrat
als Substrat des Glyoxylat-Bypass bereitzustellen. Bei den Stammen S. cerevisiae AH22ura3
Asdh2 Aidhl und S. cerevisiae AH22ura3 Asdh2 Asdhl Aidhl zeigte sich die zusatzliche
Deletion in einer Verminderung der Wachstumsrate. Im Zulaufverfahren zeigten die beiden
SDH-IDH-Deletionsstamme die bereits fur die SDH-Deletionsstamme beobachtete
Acetatbildung, aber auch eine Erh6hung der Succinatausbeute gegentber den SDH-
Stammen. Die SDH-IDH-Stamme besal3en trotz einer Blockade im Citrat-Zyklus einen
respiratorischen Stoffwechsel wie durch den Nachweis oxidierter Produkte und der
vorhandene Sauerstoffaufnahme gezeigt wurde. Welcher der SDH-IDH-Deletionsstamme
bessere Succinatausbeuten lieferte, hing stark von den Kultivierungsbedingungen ab.

Die Glutamatauxotrophie von S. cerevisiae AH22ura3 Asdh2 Asdhl Aidhl Aidpl zeigt, dass
die Deletion der Enzyme IDH und IDP1 zu einem Verlust der Isocitrat-Dehydrogenase-
Aktivitdt fohrt und somit ein Kohlenstofffluss durch den Citratzyklus verhindert wird.
Allerdings war auch die Fahigkeit zu einem respirativen Stoffwechsel in diesem Stamm

eingeschrankt.
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9 Charakterisierung von S. cerevisiae Deletionsstimmen

mit Uberexpression von Enzymen des Glyoxylat-Zyklus

Im Rahmen des Konzepts zur oxidative Succinatbildung aus Glucose soll der Glyoxylat-
Zyklus genutzt werden. Dieser ist in Anwesenheit von Glucose reprimiert (DeRisi et al. 1997,
Gancedo 1998). Die in den vorangegangenen Kapiteln dargestellte Charakterisierung der
Deletionsstamme zeigte, dass bereits mit diesen eine erhéhte Succinatbildung erzielt werden
kann. Es zeigte sich allerdings auch ein starker Kohlenstofffabfluss zu C,-Kérpern, der nicht
prozesstechnisch in den Glyoxylat-Zyklus umgelenkt werden konnte.

Somit muss eine gentechnische Deregulation des Glyoxylat-Zyklus erfolgen. Als Kandidaten
zur Deregulation wurden v.a. die beiden Enzyme Isocitrat-Lyase, ICL1, und Malat-Synthase,
MLS1, die den Glyoxylat-Bypass bilden und zu denen keine Isoenzyme im Citrat-Zyklus
existieren, angesehen. Hinzu kam ein Isoenzym der Acetyl-CoA-Synthetase (ACS1), dessen
Uberexpression die Bereitstellung von cytosolisches Acetyl-CoA fur den Glyoxylat-Zyklus

fordern soll.

9.1 Uberexpression im SDH-IDH-IDP-Deletionsstamm

Basierend auf dem Stamm mit Deletion beider SDH-Untereinheiten und der zwei Isocitrat-
Dehydrogenasen, S. cerevisiae AH22ura3 Asdh2 Asdhl Aidhl Aidpl, stand je ein Stamm mit
Uberexpression der ACS1 und der homologen Bypass-Enzyme oder der heterologen
Bypass-Enzyme aus Kluveromyces lactis zur Verfiigung:
= S.cerevisiae AH22ura3 Asdh2 Asdhl Aidhl Aidpl pFlatl-ICL1 pFlat2-MLS1
pFlat3-ACS1
= S.cerevisiae AH22ura3 Asdh2 Asdhl Aidhl Aidpl pFlatl-ACS1 pFlat2-KIICL1
pFlat3-KIMLS1

9.1.1 Satzverfahren

Auf Grund der Glutamatauxotrophie des Grundstammes, AH22ura3 Asdh2 Asdhl Aidhl
Aidp, wurde neben den Ublichen im Bioreaktorblock eingesetzten Medien auch WMBS8A-
Medium mit Zusatz von 2 g L™ Glutamat verwendet. Unter allen betrachteten Bedingungen
unterschied sich die Succinatbildung der beiden Stamme mit Uberexpressionen nicht

signifikant vom reinen Deletionsstamm (Abbildung 9.1).
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Abbildung 9.1: Charakterisierung der S. cerevisiae SDH-IDH-IDP-Deletionsstamme  mit
Uberexpressionen im Glyoxylat-Zyklus durch Satzversuche mit Glucose als Kohlenstoffquelle im
Bioreaktorblock (Vo = 12 mL, n = 3). A, C und E: Wachstumskurven des Referenzstammes AH22ura3
Asdh2 Asdhl Aidhl Aidpl (O), AH22ura3 Asdh2 Asdhl Aidhl Aidpl ICL1 MLS1 ACS1 (©) und
AH22ura3 Asdh2 Asdhl Aidhl Aidpl KIICL1 KIMLS1 ACS1 () beispielhaft gezeigt fur drei der vier
untersuchten Medien. B und D: Wachstumsrate mit Glucose und erzielte Succinatendkonzentration
von AH22ura3 Asdh2 Asdhl Aidhl Aidpl (O), AH22ura3 Asdh2 Asdhl Aidhl Aidpl ICL1 MLS1 ACS1
(@) und AH22ura3 Asdh2 Asdhl Aidhl Aidpl KIICL1 KIMLS1 ACS1 (m). Die Unterbrechungen in den
Wachstumskurven wurden durch technische Probleme verursacht.

Dagegen zeigte sich eine Auswirkung der Uberexpressionen auf die Wachstumsrate mit
Glucose. Der Stamm S. cerevisiae AH22ura3 Asdh2 Asdhl Aidhl Aidpl ICL1 MLS1 ACS1
besal’ in den definierten Medien eine hohere Wachstumsrate als der Deletionsstamm. Bei
S. cerevisiae AH22ura3 Asdh2 Asdhl Aidhl Aidpl KICL1 KIMLS1 ACS1 war die
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Wachstumsrate in allen vier Medien geringer als beim Deletionsstamm. Wie bereits
S. cerevisiae AH22ura3 Asdh2 Asdhl Aidhl Aidpl wiesen auch die beiden Stamme mit
Uberexpressionen im Komplexmedium nur eine kurze exponentielle Wachstumsphase auf,

anschlieffend war die Zunahme der Biomasse nur noch linear.

Diskussion

Das Konzept zur aeroben Succinatherstellung mit S. cerevisiae sah nach der Blockade des
Citrat-Zyklus auf H6he von Isocitrat durch Deletion der beiden Isocitrat-Dehydrogenasen
eine Umlenkung des Kohlenstoffflusses durch Uberexpression des Glyoxylat-Bypasses und
ACS1 vor. Dass bei der Kultivierung der beiden Deletionsstamme mit Uberexpressionen
keine erhohte Succinatbildung auftrat, legt nahe, dass der Kohlenstoff auch in diesen
Stdmmen nicht in nennenswertem Ausmald durch den Glyoxylat-Zyklus floss. Ein deutlicher
KohlenstofffluR Gber den Glyoxylat-Bypass oder zumindest die ICL-Reaktion misste sich in
diesem Stamm in einer hoheren Succinatbildung &uf3ern, da Succinat das direkte Produkt
der Uberexprimierten ICL ist und die SDH blockiert ist. Bezuglich der Succinatbildung zeigte
bereits die Charakterisierung des S. cerevisiae SDH-IDH-IDP-Stammes eine starke
Einschrankung des respirativen Stoffwechsels und eine daraus folgende verminderte
Succinatbildung. Durch die untersuchten heterologen oder homologen Uberexpressionen
konnte diese nicht aufgehoben werden.

Das Wachstumsverhalten weist auf unterschiedliche Effekte der homologen und heterologen
Uberexpressionen der ICL und MLS hin. Obwohl die homologe ICL1 einer
Katabolitinaktivierung in Gegenwart von Glucose unterliegt (Ordiz et al. 1995) und somit die
Zelle durch die standige Bildung und den gleichzeitigen Abbau der homologen ICL1
gestresst werden kdnnte, wachst AH22ura3 Asdh2 Asdhl Aidhl Aidpl ICL1 MLS1 ACS1
schneller als AH22ura3 Asdh2 Asdhl Aidhl Aidpl KIICL1 KIMLS1 ACS1, obwohl die KIICL1
keiner Katabolitrepression unterliegt (Lodi et al. 2001).

Die Absenkungen der Wachstumsrate in Stammen mit Uberexpressionen kann generell eine
Folge der verstarkten Proteinsynthese sein. Dies wird als "metabolic burden” oder "protein
burden" bezeichnet (Gorgens et al. 2001). Fur S. cerevisiae wurde unter anderem eine
Reduzierung der maximalen spezifischen Wachstumsrate, der Biomasseausbeute, der
Atmungskapazitdt, des Flusses durch die Glycolyse und eine Erhéhung des
Erhaltungsstoffwechsels als nicht spezifischer Folge der heterologen Proteinexpression
beschrieben.

Durch die episomalen pFlat-Plasmide und den verwendeten ADH-Promotor erfolgt allerdings
keine so massive Proteinlberexpression wie im allgemeinen zur heterologen
Proteinproduktion verwendet, wobei das genau Expressionslevel der pFlat-Plasmide nicht
bekannt ist. Dennoch kann auch eine niedrige zusatzliche Proteinexpression eine

Beeintrachtigung in dem in seinem Stoffwechsel und der Energiegewinnung bereits stark
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eingeschrankten S. cerevisiae SDH-IDH-IDP-Stamm hervorrufen und dies kann die
Wachstumsratenabsenkung von AH22ura3 Asdh2 Asdhl Aidhl Aidpl KIICL1 KIMLS1 ACS1
erklaren. Die Wachstumsverbesserung von AH22ura3 Asdh2 Asdhl Aidhl Aidpl ICL1 MLS1
ACS1 gegeniber dem Deletionsstamm muss hingegen eindeutig auf positive Effekte der

Uberexprimierten Enzyme zuriickzufihren sein.

9.1.2 Satz- und Zulaufverfahren

Die beiden SDH-IDH-IDP-Stamme mit Uberexpressionen wurden auch noch detaillierter im
Satzverfahren mit anschlielBender Zulaufphase betrachtet und mit S. cerevisiae AH22ura3
Asdh2 Asdhl Aidhl Aidpl verglichen. Verwendet wurde das Hoek-Medium mit Glucose und
Zusatz von 2 g L™ Glutamat. Bei Zulaufbeginn wurde nochmals Glutamat zugesetzt, sodass
dieses wahrend der gesamten Kultivierung im Uberschuss vorlag (Daten nicht gezeigt). Wie
S. cerevisiae AH22ura3 Asdh2 Asdhl Aidhl Aidpl zeigten die Stamme mit
Uberexpressionen beim Verbrauch von Glucose in der Satz- und Zulaufphase einen
geringen Verbrauch an Sauerstoff (Tabelle 9.1) und verbrauchten das gebildete Ethanol

nicht.

Tabelle 9.1: Ausbeuten (mol mol'l) im definierten Hoek-Medium mit Glutamatzugabe im Laborreaktor
bei der Evaluierung der S. cerevisiae SDH-IDH-IDP-Deletionsstamme mit Uberexpressionen. Die
Ausbeuten wurden nur mit Glucose bezogen, da es in der Literatur dblich ist auf Grund von

Auxotrophien bendtigte essentielle Substanzen zu vernachlassigen.

Asdh2 Asdhl Aidhl Phase Substrat Yyxs Yews Ysugs Yets YGIy/S Yacers Ycozs Yoors
Aidpl

- Satz Glucose 0,2 -0,04 001 1,7 02 00 17 0,2
ICL1, MLS1, ACS1 Satz Glucose 0,2 -005 0,01 1,7 02 00 15 0,3
KICL, KIMLS1, ACS1 Satz Glucose 0,2 -0,04 001 16 02 00 16 0,2

- Satz Ethanol kein Verbrauch von
ICL1, MLS1, ACS1 Satz Ethanol Ethanol oder Glutamat
KIICL, KIMLS1, ACS1 Satz Ethanol nachweisbar

- Zulauf Glucose 0,1 -0,03 0,01 16 0,1 0,0 1,6 n.a*
ICL1, MLS1, ACS1 Zulauf Glucose 0,1 -0,04 0,01 1,7 0,1 0,0 15 n.a*
KIICL, KIMLS1, ACS1 Zulauf Glucose 0,1 -0,02 0,01 16 0,1 0,0 1,4 n.a*

* n.a.: nicht ausgewertet. Es war eine Sauerstoffaufnahme messbar, jedoch lagen die Anderungen an

der MeRRgrenze des Sauerstoffsensors, wodurch die Ausbeuten stark verfalscht werden kénnen.
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Die Wachstumsrate von S. cerevisiae AH22ura3 Asdh2 Asdhl Aidhl Aidpl KIICL1 KIMLS1
ACS1 war mit 0,13 h* leicht abgesenkt gegeniiber dem reinen Deletionsstamm (0,14 h™),
wahrend S. cerevisiae AH22ura3 Asdh2 Asdhl Aidhl Aidpl KICL1 KIMLS1 ACS1 auch im
Hoek-Medium mit 0,20 h™* schneller als der Deletionsstamm ohne die Uberexpressionen
wuchs.

Wie in den Satzexperimenten im Bioreaktorblock lagen die Succinatkonzentrationen bei
beiden Uberexpressionsstammen am Ende der Satzphase nach 48 h unter 0,3 g L™ (Daten
nicht gezeigt). In der Zulaufphase wurde, wie Abbildung 8.5 fir AH22ura3 Asdh2 Asdhl
Aidh1 Aidp1 zeigt, auch mit den beiden Stammen mit Uberexpressionen eine kontinuierliche
Succinatbildung erzielt, allerdings betrug die Succinatausbeute trotz Zulaufbedingungen und
dem Zusatz von Glutamat nur 0,01 mMolsyecinat MOlGicose . 1N der Zulaufphase wurde zudem

Biomasse und die reduzierten Produkte Ethanol und Glycerin gebildet.

Diskussion

Auch durch die Kultivierungen im Laborreaktor bestatigten sich die Effekte aus den
Satzkultivierungen im Bioreaktorblock bezlglich Wachstum und Succinatbildung der
S. cerevisiae SDH-IDH-IDP-Stamme mit Uberexpressionen. Die Uberexpressionen hatten
keinen positiven Effekt auf die Succinatbildung um Zulauf. Selbst unter Zulaufbedingungen
und mit Glutamatzugabe im Medium zeigte sich ein fermentativer Stoffwechsel und die
Stdmme sind damit nicht zur Succinatbildung geeignet. Auf Grund der Wachstumsvorteile
sind die homologen Uberexpressionen gegeniiber den Enzymen aus K. lactis zu

bevorzugen.

9.1.3 Fazit zu den SDH-IDH-IDP-Stammen mit Uberexpr essionen

Die Charakterisierung von S. cerevisiae AH22ura3 Asdh2 Asdhl Aidhl Aidpl ICL1 MLS1
ACS1 und S. cerevisiae AH22ura3 Asdh2 Asdhl Aidhl Aidpl KIICL1 KIMLS1 ACS1 zeigte,
dass diese Stamme auf Grund des stark fermentativen Stoffwechsels nicht zur
Succinatproduktion eingesetzt werden kénnen. Um den fermentativen Stoffwechsel zu
umgehen, sollten Stamme mit weniger Deletionen als Basis fir die Uberexpressionen
genutzt werden.

Es bietet sich an, die homologen Uberexpression in den SDH-IDH-Deletionsstimmen zu
untersuchen, da diese einen respiratorischen Stoffwechsel aufweisen. Auch die hdchsten
Succinatausbeuten aller Deletionsstamme unter Zulaufbedingungen wurden mit den SDH-
IDH-Deletionsstdmmen erzielt. Bereits bei einer IDH-Deletion kommt es zu einer erhfhten
intrazellularen Isocitratkonzentration (Contreras-Shannon et al. 2005), sodass mehr Substrat

fur die ICL zur Verfligung steht.
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In den SDH-IDH-Stdmmen stehen zwei Routen zur Succinatproduktion, namlich Gber den
Glyoxylat-Zyklus und den Citrat-Zyklus zur Verfiigung. Dies kann sich wie an Hand der
folgenden beiden Literaturstellen dargestellt sogar vorteilhaft auf die Succinatbildung
auswirken.

So wurde in einer kirzlich verdffentlichten Publikation von Otero (2009) der von Patil et al.
(2005) vorhergesagte S. cerevisiae Stammes Asdh3 Aser3 Aser33, der zur Succinatbildung
den oxidativen Zweig des Citrat-Zyklus und die von der ICL katalysierte Reaktion des
Glyoxylat-Zyklus nutzen soll, konstruiert und mit diesem Stamm eine Succinatausbeute von
0,03 MOlsyccinat MOlgiucose © €rzielt. Der Stamm Asdh3 Aser3 Aser33 war auxotroph fur Glycin,
es konnte aber eine prototroph Mutante durch gerichtete Evolution (wiederholte
Satzkultivierungen im Schuttelkolben mit schrittweise abgesenkter Glycinkonzentration)
erzeugt werden. Durch die Uberexpression von ICL1 in der prototrophen Mutante wurde die
Succinatausbeute auf 0,07 Molsyccinat MOlgiucose - gesteigert. Stamme mit Uberexpression des
gesamten Glyoxylat-Bypasses wurden bei Otero (2009) nicht untersucht.

Lin et al. 2005d verglichen einen rekombinanten E. coli mit beiden Routen zur
Succinatbildung (siehe Abbildung 3.8B) mit einem Stamm, der vor ansonsten identischen
Hintergrund zusétzlich eine Blockade der Isocitrat-Dehydrogenase-Aktivitdt besall und
ausschlieBlich den Glyoxylat-Zyklus nutzen konnte. Mit beiden Stdmmen wurden
vergleichbare Succinatausbeuten erzielt. Jedoch besall der Stamm ohne Isocitrat-
Dehydrogenase-Deletion hohere Glucoseaufnahmeraten und dadurch auch hdohere
Succinatproduktivitdten. Zu beachten ist, dass bei E. coli durch Deletion das Repressorsgens
iclR des Glyoxylat-Operons auch das regulatorischen Enzym Isocitrat-Dehydrogenase-
Kinase/Phosphatase (AceK) exprimiert ist, das die Isocitrat-Dehydrogenase durch eine
Phosphorylierung reversibel inaktivieren kann, um den Fluss zuwischen Citrat- und
Glyoxylat-Zyklus zu steuern ((LaPorte 1993, Chung et al. 1988). Somit ist in den E. coli
Stdmmen mit aktivierten Glyoxylat-Zyklus wahrscheinlich auch ohne IDH-Deletion die IDH-

Aktivitdt zumindest vermindert.



144 Uberexpression von Schliisselenzymen des Glyoxylat-Zyklus in Deletionsstammen

9.2 Uberexpression in den SDH-IDH-Deletionsstammen

Da bei den S. cerevisiae SDH-IDH-Deletionsstammen abhangig von den Versuchs-
bedingungen mit AH22ura3 Asdh2 Aidhl oder AH22ura3 Asdh2 Asdhl Aidhl bessere
Succinatausbeuten erzielt wurden, sind beide Deletionsstamme sinnvolle Plattformen fir die
Uberexpression der Enzyme des Glyoxylat-Bypasses. Zunachst wurde AH22ura3 Asdh2
Aidhl verwendet und schrittweise durch die ORGANOBALANCE GmbH ein Stamm mit bis
zu drei Uberexpressionen (ICL1, MLS1 und ACS1) aufgebaut. Es standen folgende Stamme
zur Verflgung:

= S, cerevisiae AH22ura3 Asdh2 Aidhl pFlat3-ACS1
. cerevisiae AH22ura3 Asdh2 Aidhl pFlat1l-ICL1 pFlat3
. cerevisiae AH22ura3 Asdh2 Aidhl pFlat1l-ICL1 pFlat2-MLS1 pFlat3
. cerevisiae AH22ura3 Asdh2 Aidhl pFlat1l-ICL1 pFlat2-ACS1 pFlat3
. cerevisiae AH22ura3 Asdh2 Aidhl pFlat1l-ICL1 pFlat2-MLS1 pFlat3-ACS1
. cerevisiae AH22ura3 Asdh2 Aidhl pFlatl-AceA pFlat2-MLS1 pFlat3-ACS1

| |
w nu nu n n

In S. cerevisiae AH22ura3 Asdh2 Aidhl pFlatl-AceA pFlat2-MLS1 pFlat3-ACS1 ist die
Isocitrat-Lyase aus E. coli (AceA) Uberexprimiert, die keiner Glucosekatabolitinaktivierung

unterliegt.

9.2.1 Bestimmung der Isocitrat-Lyase-Aktivitat

Die ICL1 stellt das Schlisselenzym zur Succinatbildung aus Glucose Uber den Glyoxylat-
Zyklus dar. Dieses Enzym unterliegt in S. cerevisiae nicht nur einer durch die
Uberexpression aufhebbaren Glucoserepression, sondern auch einer Regulation auf
Proteinebene. Diese flhrt in Gegenwart von Glucose zunachst zu einer reversiblen
Phosphorylierung gefolgt von einer proteolytischen Inaktivierung des Enzyms (Ordiz et al.
1995). Da eine Uberexpression der ICL1 somit nicht zwingend zu einem aktiven Enzym
fuhren muss, wurde die ICL-Aktivitat in ausgewdéhlten S. cerevisiae SDH-IDH-Stdmmen
bestimmt. Eine erste Messung zeigte fur den Wildtyp und den Deletionsstamm AH22ura3
Asdh2 Aidhl, dass nur eine minimale ICL-Aktivitat von etwa 0,001 U gBTM'l mit Glucose als
Substrat nachweisbar war und ein deutlicher Anstieg der ICL-Aktivitat erfolgte, sobald die
Zellen Ethanol nutzten (Abbildung 9.2). Dies deckt sich mit der in der Literatur fir
S. cerevisiae beschriebenen strengen Repression der ICL durch Glucose sowie ihrer
Induktion auf C,-Kérpern (Lopez-Boado et al. 1987, Lorenz und Fink 2001, Schuller 2003,
Scholer und Schiller 1993). Die ermittelte GréRenordnung der ICL-Aktivitat des Wildtyps mit

Glucose und Ethanol deckt sich mit der Literatur (Duntze et al. 1969).
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Abbildung 9.2: Bestimmung der Isocitratlyase-Aktivitdt des S. cerevisiae Wildtyps (O) und
S. cerevisiae AH22ura3 Asdh2 Aidhl (#). Die Kultivierung erfolgte aus Zeit- und Kapazitatsgriinden im
Schuttelkolben (Vo = 50 mL) im WM8A-Medium mit 50 g L™ Glucose.

Auch die Literatur beschreibt, das hier bei dem Wildtyp und dem Deletionsstamm
beobachtete Verhalten, dass die ICL-Aktivitdt mit Ethanol als Kohlenstoffquelle keine
konstante Grol3e ist. Stattdessen wird die ICL bei der Umstellung der Zellen auf C,-Korper
als Kohlenstoffquelle stark induziert und dannach sinkt die ICL-Aktivitat der Zellen wieder ab.
Daher muss die Analyse der ICL-Aktivitat der rekombinanten Stamme in der Satzphase mit
Glucose erfolgen. Dementsprechend wurden zur Aktivitatsbestimmung Zellen aus der
mittleren exponentiellen Wachstumsphase mit Glucose verwendet. Es wurde die ICL-
Aktivitat von zwei Stammen mit ICL-Uberexpression betrachtet. Bei S. cerevisiae AH22ura3
Asdh2 Aidhl ICL1 MLS1 betrug die ICL-Aktivitat mit Glucose 0,012 U gBTM'l, bei S. cerevisiae
AH22ura3 Asdh2 Aidhl AceA MLS1 ACS1 0,001 U ggrv™.

Diskussion

Die Uberexpression der homologen ICL fiihrte, wie beispielhaft bei S. cerevisiae AH22ura3
Asdh2 Aidhl ICL1 MLS1 gezeigt, zu einer Erhdéhung der ICL-Aktivitat trotz der unter
Satzbedingungen mit Glucose auftretenden Glucosekatabolitrepression. Dass bei
S. cerevisiae AH22ura3 Asdh2 Aidhl AceA MLS1 ACS1 keine ICL-Aktivitat mit Glucose

nachzuweisen war, zeigt, dass das heterologe Enzym nicht funktional ist. In E. coli wird
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dieses Enzym durch die Isocitrat-Dehydrogenase-Kinase/Phosphatase  durch
Phosphorylierung aktiviert und wahrscheinlich wurde dieser Schritt in S. cerevisiae nicht

durchgefihrt.

9.2.2 Satzverfahren

Abbildung 9.3 zeigt die Wachstumskurven aller S. cerevisiae SDH2-IDH-Stamme mit
Uberexpressionen im Bioreaktorblock. In den definierten Medien wuchsen die
Uberexpressionsstimme mindestens mit der Wachstumsrate des reinen Deletionsstammes
AH22ura3 Asdh2 Aidhl. Im Komplexmedium wuchsen dagegen alle Stamme mit ICL-
Uberexpression schlechter als der Referenzstamm AH22ura3 Asdh2 Aidhl. Die ICL1-
Uberexpression hatte auch den deutlichsten Effekt aller Uberexpression. Alle Stamme mit
homologer ICL1 wuchsen nicht nur mit Glucose sondern auch (leicht) mit Ethanol. Bei allen
Stammen mit Uberexpression der ICL1 war im WM8A-Medium kein Succinat nachzuweisen
und die Succinatbildung im WM8G-Medium verringerte sich (Abbildung 9.4).

Mit dem Stamm S. cerevisiae AH22ura3 Asdh2 Aidhl AceA MLS1 ACS1 wurden in alle drei
Medien hohere Succinatendkonzentrationen als beim Referenzstamm erzielt. Da bei
AH22ura3 Asdh2 Aidhl AceA MLS1 ACS1 nachgewiesen wurde, dass die Uberexprimierte
ICL nicht aktiv ist, kann an diesem Stamm untersucht werden, wie sich die Uberexpression
der MLS1 in Kombination mit der ACS1 auswirkt. Eine alleinige ACS1-Uberexpression
erhohte die Wachstumsrate mit Glucose und es wurde in allen drei Medien mindestens die

Succinatkonzentration des reinen Deletionsstammes erzielt.

Diskussion

Bereits bei der Untersuchung von S. cerevisiae AH22ura3 Asdh2 Asdhl Aidhl Aidpl ICL1
MLS1 ACS1 zeigten sich positive Einflisse der Uberexpressionen auf das Wachstum. Durch
die Untersuchung der vielfaltigen auf Basis von S. cerevisiae AH22ura3 Asdh2 Aidhl
verfiigbaren Uberexpressionsstamme kann dieses verbesserte Wachstum von S. cerevisiae
AH22ura3 Asdh2 Asdhl Aidhl Aidpl ICL1 MLS1 ACS1 im WMB8A- und WM8G-Medium nun

besser eingeordnet werden.
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Abbildung 9.3: Wachstumskurven der Deletionsstdmme basierend auf S. cerevisiae AH22ura3 Asdh2

Aidhl mit Uberexpression von ICL1, MLS1 und/oder ACS1 in Satzversuchen mit Glucose als

Kohlenstoffquelle im Bioreaktorblock (Vo = 12 mL, n =

MLS1 ACS1 (©) in drei verschiedenen Medien.

3). Dargestellt sind die Kurven des
Basisstammes AH22ura3 Asdh2 Aidhl (O) sowie der Stamme AH22ura3 Asdh2 Aidhl ICL (O),
AH22ura3 Asdh2 Aidhl ICL1 MLS1 (A), AH22ura3 Asdh2 Aidhl ICL1 MLS1 ACS1 (A), AH22ura3
Asdh2 Aidhl ACS1 (W), AH22ura3 Asdh2 Aidhl ICL1 ACS1 (¢) und AH22ura3 Asdh2 Aidhl AceA



148 Uberexpression von Schliisselenzymen des Glyoxylat-Zyklus in Deletionsstimmen

(A) 05 1,25
WMB8A
= 0,4 -1
o) .
S 0,3 0,75 2
(;2 0,2 - 0,5 g
= 01 |:| ﬂ H ﬂ Hi H - 0,25
0 T T T T i T T T 0
- ICL  ICL ACS ICL (AceA) ICL
MLS ACS MLS MLS
ACS ACS
(B) 0,5 1,25
WM8G
= 0,4 -1
o .
© 0,3 - - 0,75 =
% 02 05 g
= 0,1 - 0,25
0 T T T T T T 0
- 1L [CL ACS [CL (AceA) ICL
MLS ACS MLS MLS
ACS ACS
(C) 0,5 1,25
YEPD
= 04 = -1
o) .
S 0,3 075 =2
% 02 05 g
S 01 Hi 0,25
O T i T T i T i T i_’ 0

- fcL  ICL  ACS ICL (AceA) ICL
MLS ACS MLS MLS
ACS ACS

Abbildung 9.4: Wachstumsraten (O) sowie Succinatendkonzentration (H) der Deletionsstamme
basierend auf S. cerevisiae AH22ura3 Asdh2 Aidhl mit Uberexpression von ICL1, MLS1 und/oder

ACS1 in den Satzversuchen mit Glucose als Kohlenstoffquelle im Bioreaktorblock (Vo = 12 mL, n = 3).
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Es konnte nachgewiesen werden, dass eine ICL1 oder ACS1-Uberexpression das
Wachstum verbessert. Wahrend S. cerevisiae AH22ura3 Asdh2 Aidhl in den beiden
definierten Medien eine Reduzierung der Wachstumsrate gegentber dem Wildtyp aufwies,
erreicht S. cerevisiae AH22ura3 Asdh2 Aidhl ICL1 unter diesen Bedingungen
Wachstumsraten, die sich vom Wildtyp nicht signifikant unterschieden. Der alleinige Effekt
einer MLS1-Uberexpression konnte auf Grund nicht vorhandener Stamme nicht betrachtet
werden. In Kombination mit den anderen Uberexpressionen fiihrte die MLS1-Uberexpression
stets zu einer Absenkung der Wachstumsrate, wie der Vergleich von AH22ura3 Asdh2 Aidhl
ICL1 mit AH22ura3 Asdh2 Aidhl ICL1 MLS1 und AH22ura3 Asdh2 Aidhl ICL1 ACS1 mit
AH22ura3 Asdh2 Aidhl ICL1 MLS1 ACS1 zeigt.

Aus den Daten sticht die fehlende Succinatbildung aller Stamme mit ICL1-Uberexpression
hervor, sowie die Fahigkeit dieser Stamme wieder mit Ethanol zu wachsen. In den
S. cerevisiae AH22ura3 Asdh2 Aidhl ist der Verlust der SDH-Aktivitat unvollstéandig, so dass
Uber die Isocitrat-Lyase gebildetes Succinat tber die SDH-Restaktivitdt Uber den Citrat-
Zyklus verstoffwechselt werden kann.

Dass dieser Effekt ausschlieRlich in Deletionsstammen mit ICL1-Uberexpression auftrat und
beim reinen Deletionsstamm AH22ura3 Asdh2 Aidhl Succinat akkumulierte, spricht dafir,
dass die ICL1-Uberexpression einen Effekt auf die SDH-Aktivitat hat. Als Folge dieser
Uberexpression konnte beispielsweise die Expression der verbliebenen Untereinheit SDH2

steigen und/oder die des Isoenzyms SDH1b.

9.2.3 Satz- und Zulaufverfahren

Erganzend zu den Satzexperimenten im Bioreaktorblock erfolgten auch zweitdgige
Satzkultivierungen mit anschlieRender Zulaufphase im Laborbioreaktor. Die molaren
Ausbeuten der einzelnen Kultivierungsphasen sind in Tabelle 9.2 zusammenstellit.

Beispielhaft fur die Kultivierungen sind in Abbildung 9.5 die Metabolitverlaufe fur AH22ura3
Asdh2 Aidhl ACS1 und AH22ura3 Asdh2 Aidhl ICL1 MLS1 herausgegriffen. Der Stamm
AH22ura3 Asdh2 Aidhl ACS1 mit der ACS1-Uberexpression zeigte wie auch AH22ura3
Asdh2 Aidhl AceA MLS1 ACSL1 ein durch die Acetatbildung aus Ethanol und im Zulauf zu
Asdh2 Aidhl vergleichbares Verhalten. Dagegen steht AH22ura3 Asdh2 Aidhl ICL1 MLS1
beispielhaft fir die Stamme mit homologer ICL1-Uberexpression, die auf Ethanol leicht
wuchsen und im Zulauf neben der Glucose auch Glycerin, sowie teilweise Ethanol

verbrauchten (Tabelle 9.2).
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Abbildung 9.5: Satz- und Zulaufkultivierung im definierten Hoek-Medium mit 50 g L™" Glucose im
Laborreaktor (Vo = 1,2 L) von S. cerevisiae AH22ura3 Asdh2 Aidhl ACS1 (O oder dicke graue Linie)
und S. cerevisiae AH22ura3 Asdh2 Aidhl ICL1 MLS1 (A oder dicke schwarze Linie) und der Referenz
S. cerevisiae AH22ura3 Asdh2 Aidhl (O oder dinne schwarze Linie). Der Zulauf mit einer Dosierrate
von 0,7 Jaiucose L™ h™ wurde nach 48 Stunden gestartet. Bei den dargestellten Ethanolkonzentrationen

wurde die Verdunstung von Ethanol beriicksichtigt.
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Tabelle 9.2: Ausbeuten (mol mol'l) im definierten Hoek-Medium im Laborbioreaktor bei der

Evaluierung der Deletionsstamme basierend auf S. cerevisiae AH22ura3 Asdh2 Aidhl mit

Uberexpression(en) von ICL1, MLS1 und/oder ACS1. Fiur die Satzphase mit Ethanol waren bei

einigen Stdmmen (zum Beispiel AH22ura3 Asdh2 Aidhl AceA MLS1 ACS1, AH22ura3 Asdh2 Aidhl
ICL1 MLS1 oder AH22ura3 Asdh2 Aidh1 ICL1 MLS1 ACS1 auf Grund des langsamen Wachstums und

ungtinstig liegenden Probennahmezeitpunkten nur zwei Messpunkte verfiigbar. Daher ist fiir diese

Phase nur das Hauptprodukt angeben.

Asdh2 Aidhl Phase Substrat  Yxs Ysuws Yews Yoys Yaces Ycous Yous
- Satz Glucose 02 o000 16 021 00 15 0,3
ICL Satz Glucose 02 nd. 16 01 00 16 0,3
ICL, MLS Satz Glucose 02 nd. 15 01 00 15 0,3
ACS Satz Glucose 02 o000 14 02 00 08 0,2
ICL, ACS Satz Glucose 02 nd. 16 01 00 1,7 0,3
ICL, MLS, ACS Satz Glucose 01 nd. 15 02 00 15 0,3
(AceA), MLS ACS Satz Glucose 02 o000 14 01 00 13 0,3
- Satz Ethanol  Acetat
ICL Satz Ethanol + Biomasse

Glycerin
ICL, MLS Satz Ethanol Biomasse
ACS Satz Ethanol  Acetat
ICL, ACS Satz Ethanol Biomasse
ICL, MLS, ACS Satz Ethanol Biomasse
(AceA), MLS ACS Satz Ethanol  Acetat
- Zulauf  Glucose o1 003 10 00 03 16 05
ICL Zulauf Glucose+ 0,8 nd. 0,0 - 00 20 16

Glycerin
ICL, MLS Zulauf Glucose+ 1,0 nd. 0,1 - 00 19 17

Glycerin
ACS Zulauf  Glucose 01 004 11 - 03 16 11
ICL, ACS Zulauf Glucose+ 1,0 n.d. - - - 22 17

Glycerin +

Ethanol

ICL, MLS, ACS Zulauf  Glucose 01 nd. 20 01 00 1,7 07
(AceA), MLS ACS Zulauf  Glucose 0,2 0,05 0,7 - 04 15 11
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Bei AH22ura3 Asdh2 Aidhl ICL1 MLS1 sticht hervor, dass bei diesem Stamm die
Ethanolkonzentration wahrend des Zulaufs konstant blieb, aber Glycerin bereits
verstoffwechselt wird. Der Wildtypstamm verbrauchte dagegen in den ersten Stunden der
Zulaufphase zunachst nur Ethanol bevor dann sowohl Ethanol als auch Glycerin verwendet
wurden (Abbildung 7.2). Bei den Stdmmen mit ICL1 hatte die Biomasseausbeute aus
Glucose, Glycerin und gegebenenfalls Ethanol wahrend des Zulaufs dieselbe
GroRRenordnung wie die Ausbeute des Wildtyps (Tabelle 8.3 und Tabelle 9.2). Weder in der
Satzphase noch im Zulauf bildeten die Stamme mit ICL1-Uberexpression Succinat. Die
Succinatausbeute von AH22ura3 Asdh2 Aidhl ACS1 oder AH22ura3 Asdh2 Aidhl AceA
MLS1 ACS1 erhdhte sich dagegen im Zulauf gegentiber AH22ura3 Asdh2 Aidhl.

Diskussion

Bei der Kultivierung der sechs S. cerevisiae Stamme mit Uberexpression der ICL1, MLS
und/oder ACS1 ergaben sich wie bereits im Bioreaktorblock zwei Gruppen. Die vier Stamme
mit ICLl-Uberexpression (AH22ura3 Asdh2 Aidhl ICL1, AH22ura3 Asdh2 Aidhl ICL1 MLS1,
AH22ura3 Asdh2 Aidhl ICL1 ACS1 und AH22ura3 Asdh2 Aidhl ICL1 MLS1 ACS1) bildeten
kein Succinat. Gleichzeitig wuchsen die Stamme dieser Gruppe mit Ethanol statt dieses
lediglich in Acetat umzuwandeln. Im Zulauf wuchsen sie zudem deutlich und zeigten einen
Glycerinverbrauch. Dies bestatigte die Deregulationseffekte beziglich der SDH durch die
ICL1-Uberexpression auch unter Zulaufbedingungen.

Die zweite Gruppe von Stdmmen, die AH22ura3 Asdh2 Aidhl ACS1 und AH22ura3 Asdh2
Aidhl AceA MLS1 ACS1 umfasst, bildete wie der Referenzstamm AH22ura3 Asdh2 Aidhl
aus Ethanol im Satzverfahren und im Zulaufverfahren Acetat als Hauptprodukt. Gleichzeitig
wurde im Zulauf kein Glycerin verbraucht.

Es zeigte sich, dass in diesem Deletionsstamm sowohl die Uberexpression der ACS1, als
auch die ACS1 und MLS1-Uberexpression in Kombination die Succinatbildung im Zulauf
fordern. Dies deutet darauf hin, dass durch die beiden Uberexpressionen der Fluss durch
den Glyoxylat-Zyklus erhoht wurde und da keine Deregulationseffekte bezuglich der SDH

wie bei der ICL1 auftraten das Succinat akkumulierte.

9.2.4 Fazit zu den SDH2-IDH-Deletionsstammen mit Ub  erexpressionen

Auf Basis von S. cerevisiae AH22ura3 Asdh2 Aidhl wurden insgesamt sechs Stamme mit
verschiedenen Kombinationen an Uberexpressionen untersucht, um die Effekte beziiglich
Wachstum und Succinatbildung besser eingrenzen zu kdénnen.

Zunachst wurde die Effizienz der ICL1-Uberexpression betrachtet. Der beispielhafte
Nachweis der homologen ICL-Aktivitat in S. cerevisiae AH22ura3 Asdh2 Aidhl ICL1 MLS1
hat erbracht, dass die ICL1-Uberexpression trotz der Katabolitinaktivierung durch Glucose

eine deutlich gesteigerte ICL-Aktivitdt zur Folge hat. Da angenommen wurde, dass diese
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Ergebnisse auch auf die ACS1, die ebenfalls der Katabolitinaktivierung unterliegt (de Jong-
Gubbels et al. 1997), Ubertragbar sind, wurde auf weitere Messungen der Enzymaktivitat
verzichtet.

Bei allen Deletionsstammen die eine Uberexpression der homologen ICL1 besaRen, trat
keine Succinatbildung auf. Daneben ist ein geringes Wachstum auf Ethanol statt der fur
Deletionsstamme typischen Acetatbildung zu erkennen.

Im Stamm S. cerevisiae AH22ura3 Asdh2 Aidhl ist der Verlust der SDH-Aktivitat
unvollstandig, so dass Uber die Isocitrat-Lyase gebildetes Succinat Uber die SDH-
Restaktivitat verstoffwechselt werden kann. Dass dieser Effekt ausschlie3lich in SDH2-IDH-
Deletionsstammen mit ICL1-Uberexpression auftrat, spricht dafiir, dass die Uberexpression
der ICL1 neben ihrer katalytischen Funktion, wie bereits ausfihrlich fur die Deletionsstamme
beschrieben, regulatorische Effekte ausldsen kann.

Einen interessanten Aspekt zu weiterfihrenden und relativ unerwarteten Effekten von
Eingriffen in den respiratorischen Zentralstoffwechsel in diesem Zusammenhang neben den
bereit erwahnten Transkriptomstudien von McCammon et al. (2003) und Cimini et al. (2009)
beschreibt eine kirzlich veréffentlichte Publikation von Regev-Rudzki et al. (2009). In
S. cerevisiae sind einige Enzyme des Zentralstoffwechsels in mehreren Kompartimenten zu
finden. Beispielhaft sind die Aconitase oder Fumarase (Mitochondrien und Cytosol) und die
Malat-Synthase (Peroxisomen oder Cytosol in Abhangigkeit der Kohlenstoffquelle) zu
nennen. Regev-Rudzki et al. (2009) zeigten, dass die Lokalisierung der Fumarase von der
Intaktheit des Glyoxylat-Zyklus beeinflusst wird. In S. cerevisiae Deletionsmutanten
(untersucht wurden Acit2, Aicll, Acit2 oder Aacol) oder einem S. cerevisiae Stamm mit
Uberexpression von CIT2 wurde die Fumarase vollstandig oder fast vollstandig in den
Mitochondrien nachgewiesen. Dies zeigt, wie grof3 und unerwartet die pleiotrophen Effekte
von gentechnischen Eingriffen in den Zentralstoffwechsel sind. Daher besteht die zwingende
Notwendigkeit die Stammentwicklung von einer Stammcharakterisierung begleiten zu lassen.
An Hand der Ergebnisse der Stamme mit bis zu drei Uberexpressionen basierend auf
S. cerevisiae AH22ura3 Asdh2 Aidhl lasst sich schlie3en, dass zur Succinatproduktion ein
Stamm mit einer vollstandigen Blockade der SDH aber einem weniger eingeschréankten
respiratorischen Stoffwechsel als bei S. cerevisiae AH22ura3 Asdh2 Asdhl Aidhl Aidpl
eingesetzt werden sollte. Daher wurde beim Projektparther ORGANOBALANCE GmbH im
nachsten Schritt an der Stammentwicklung basierend auf S. cerevisiae AH22ura3 Asdh2
Asdhl Aidhl gearbeitet, allerdings konnte die Konstruktion von S. cerevisiae AH22ura3
Asdh2  Asdhl pFlatl-ICL1 pFlat2-MLS1  pFlat3-ACS1 im  Zeitraum  dieses
Forschungsvorhabens nicht erfolgreich abgeschlossen werden und es wurde stattdessen mit

Stammen basierend auf S. cerevisiae AH22ura3 Asdh2 Asdhl weitergearbeitet.
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9.3 Uberexpression im SDH-Deletionsstamm

Basierend auf dem S. cerevisiae Stamm mit Deletion beider SDH-Untereinheiten, AH22ura3
Asdh2 Asdhl, wurde schrittweise durch die ORGANOBALANCE GmbH (Berlin) ein Stamm
mit den drei Uberexpressionen ICL1, MLS1 und ACS1 aufgebaut, so dass folgende Stamme
zur Verfigung standen:

= S, cerevisiae AH22ura3 Asdh2 Asdhl pFlat3-ACS1

= S, cerevisiae AH22ura3 Asdh2 Asdhl pFlatl-ICL1 pFlat3-ACS1

= S, cerevisiae AH22ura3 Asdh2 Asdhl pFlatl-ICL1 pFlat2-MLS1 pFlat3-ACS1

9.3.1 Satzverfahren

Abbildung 9.6 zeigt die Charakterisierung der SDH-Uberexpressionsstamme im Satzversuch
im Bioreaktorblock. Im Gegensatz zu den Deletionsstimmen basierend auf S. cerevisiae
AH22ura3 Asdh2 Aidhl wuchsen die SDH-Uberexpressionsstimme in allen untersuchten
Medien langsamer als der reine Deletionsstamm AH22ura3 Asdh2 Asdhl. Bereits die
alleinige Uberexpression der ACS1 hatte in allen drei Medien eine deutliche Absenkung der
Wachstumsrate zur Folge. Hingegen erhohte sich in dem SDH2-IDH-Stamm die
Wachstumsrate durch diese Uberexpression.

Keiner der Uberexpressionsstamme basierend auf S. cerevisiae AH22ura3 Asdh2 Asdhl
wuchs mit Ethanol als Kohlenstoffquelle. Fur S. cerevisiae AH22ura3 Asdh2 Asdhl ICL1
MLS1 ACS1 konnte diese Phase im WM8G-Medium nicht mehr beobachtet werden, da nach
48 h noch ca. 0,5 g L™ Glucose im Medium vorlagen. Daher wurde dieser Aspekt in einem
erganzenden Schuttelkolbenversuch bestétigt (Daten nicht gezeigt).

Mit einer Ausnahme (S. cerevisiae AH22ura3 Asdh2 Asdhl ICL1 MLS1 ACS1 im WM8G)
erreichten die SDH-Deletionsstimme mit Uberexpressionen stets die Succinatbildung der
Referenz S. cerevisiae AH22ura3 Asdh2 Asdhl oder Ubertrafen diese. Da die im
Bioreaktorblock bestimmte Succinatbildung stets sowohl auf den Verbrauch von Glucose als
auch zu einem geringeren Anteil auf den Verbrauch von Ethanol zurlckzufuhren ist und
S. cerevisiae AH22ura3 Asdh2 Asdhl ICL1 MLS1 ACS1 im WM8G-Medium die eingesetzte
Glucose noch nicht ganz umgesetzt hatte, wurde vermutet, dass dies die Ursache fir die
geringere Succinatendkonzentration darstellt. Dies konnte in einer 6 Tage laufenden
Schiittelkolbenkultivierung im WM8G-Medium bestétigt werden, in der als Endkonzentration

wieder etwa 1 g L™ Succinat erzielt wurden (Daten nicht gezeigt).



Uberexpression von Schliisselenzymen des Glyoxylat-Zyklus in Deletionsstimmen 155

(A) 15 B) 05

WM8A
_ 12 = 04 =
— 5y
- o)
7 9 g 03 -
& Z 02
5 5
) ="l Hil

0
WM8A WM8G YEPD

C) 15 (D) 1,25

WM8G
_ 12 1,00 | 5
" e
< > (,75
2 w
& g 0,50 -

000 L1 Wz A
WM8A WM8G YEPD

(E) 15

YEPD
- 121
—
(@]
3
&
e
k=]
[an]

Zeit h

Abbildung 9.6: Evaluierung der S. cerevisiae SDH-Deletionsstamme mit Uberexpressionen im
Glyoxylat-Zyklus durch Satzversuche mit Glucose als Kohlenstoffquelle im Bioreaktorblock
(Mo =12 mL, n = 3). A, C und E: Wachstumskurve des Referenzstammes AH22ura3 Asdh2 Asdhl (O)
sowie der Stammen AH22ura3 Asdh2 Asdhl ACS1 (0), AH22ura3 Asdh2 Asdhl ICL1 ACS1 (A) und
AH22ura3 Asdh2 Asdhl ICL1 MLS1 ACS1 (#) in drei verschiedenen Medien mit 50 g L™ Glucose als
Kohlenstoffquelle. B und D: Wachstumsraten mit Glucose und erzielte Succinatendkonzentration von
AH22ura3 Asdh2 Asdhl (O), AH22ura3 Asdh2 Asdhl ACS1 (O), AH22ura3 Asdh2 Asdhl ICL1 ACS1
(@) und AH22ura3 Asdh2 Asdhl ICL1 MLS1 ACS1 (m).

Diskussion

Die erste Charakterisierung der Stamme auf Basis von S. cerevisiae AH22ura3 Asdh2 Asdhl
mit Uberexpressionen im Glyoxylat-Zyklus bestétigte die Vermutung, dass die
Deregulationseffekte durch die ICL1 nur bei einer unvollstandigen SDH-Deletion Absenkung

der Succinatbildung und Wachstum mit Ethanol zur Folge haben kénnen.
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9.3.2 Satz- und Zulaufverfahren

Von den drei SDH-Deletionsstammen mit Uberexpressionen wurde beispielhaft der Stamm
mit der ACS1-Uberexpression und mit allen drei Uberexpressionen im Labormafstab
untersucht. Auch in diesen Experimenten zeigte sich die Verringerung der Wachstumsrate
der beiden Stamme mit Uberexpressionen gegeniiber dem reinen Deletionsstamm
(Abbildung 9.7). Im Hoek-Medium wurde mit S. cerevisiae AH22ura3 Asdh2 Asdhl ICL1
MLS1 ACS1 wie bereits im definierten WM8A-Medium 0,2 g L* als hochste

Succinatkonzentration in der Satzphase erreicht.

Tabelle 9.3: Ausbeuten (mol mol'l) im definierten Hoek-Medium im Laborreaktor bei der Evaluierung
von S. cerevisiae AH22ura3 Asdh2 Asdhl ACS1 und S. cerevisiae AH22ura3 Asdh2 Asdhl ICL1
MLS1 ACS1. Auf Grund des langsamen Wachstum der SDH-Stamme mit Uberexpressionen und

ungiinstig liegenden Probennahmezeitpunkte ist fir die "Ethanolphase" nur das Hauptprodukt

angeben.

Asdh2 Asdhl Phase Substrat Yxs Ysuss Yews Yoiys Yaces Ycozs Yours
- Satz Glucose 0,2 000 16 021 00 15 0,3
ACS1 Satz Glucose 0,2 000 15 021 00 15 0,3
ICL1, MLS1, ACS1 Satz Glucose 0,1 000 16 021 01 15 0,2
- Satz Ethanol Acetat

ACS1 Satz Ethanol Acetat

ICL1, MLS1, ACS1 Satz Ethanol Acetat

o1 002 12 00 04 1,7 0,7
01 005 07 00 04 16 12
01 005 09 00 04 18 10

- Zulauf Glucose
ACS1
ICL1, MLS1, ACS1

Zulauf Glucose

Zulauf Glucose

Wie S. cerevisiae AH22ura3 Asdh2 Asdhl bildeten S. cerevisiae AH22ura3 Asdh2 Asdhl
ACS1 und S. cerevisiae AH22ura3 Asdh2 Asdhl ICL1 MLS1 ACS1 aus Ethanol Succinat
und Acetat (Abbildung 9.7). Wéahrend des Zulaufs wurden aus Glucose sowohl Biomasse,
Ethanol, Acetat als auch Succinat gebildet. Die Succinatausbeuten von AH22ura3 Asdh2
Asdhl ACS1 und AH22ura3 Asdh2 Asdhl ICL1 MLS1 ACS1 waren im Zulauf gegentber der
von AH22ura3 Asdh2 Asdhl erhoéht (Tabelle 9.3).

Succinatbildung wurde mit 0,06 mmol gsry* h™* in der Satzphase und 0,012 mmol ggry™ h™ in

Die hochste zellspezifische

der Zulaufphase (bezogen auf die mittlere Zelldichte dieser Phase) bei S. cerevisiae
AH22ura3 Asdh2 Asdhl ICL1 MLS1 ACS1 erzielt.
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Abbildung 9.7: Satz- und Zulaufkultivierung von S. cerevisiae AH22ura3 Asdh2 Asdhl ACS1 (O) und
S. cerevisiae AH22ura3 Asdh2 Asdhl ICL1 MLS1 ACSL1 (#) im definierten Hoek-Medium mit 50 g Lt
Glucose im Laborreaktor (Vo = 1,2 L). Dargestellt ist auch S. cerevisiae AH22ura3 Asdh2 Asdhl als
Referenz (O). Der Zulauf mit einer Dosierrate von 0,7 Qgjucose L™ h™* wurde nach 48 Stunden gestartet.

Bei den dargestellten Ethanolkonzentrationen wurde die Verdunstung von Ethanol bertcksichtigt.
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Diskussion

Die Kultivierung im LabormaRstab bestétigte, dass bei vollstandiger Deletion der SDH die
Zellen mit ICL1-Uberexpression Ethanol wieder zu Acetat als Hauptprodukt umwandeln. In
der Zulaufphase konnte die Succinatausbeute durch Uberexpression der ACS1 mehr als
verdoppelt werden. Durch die zusétzliche Uberexpression von ICL1 und MLS1 gemeinsam

mit der ACS1 wurde keine Verbesserung der Succinatausbeute im Zulauf erreicht.

9.3.3 Zulaufkultivierung mit verschiedenen Dosierra  ten

Mit S. cerevisiae AH22ura3 Asdh2 Asdhl ICL1 MLS1 ACS1 wurde erganzend einer reiner
Zulaufversuch mit verschiedenen Dosierraten durchgefuihrt. Wie Abbildung 9.8 zeigt, bildete
S. cerevisiae AH22ura3 Asdh2 Asdhl ICL1 MLS1 ACSL1 unter Zulaufbedingungen zunachst

den C,-Korper Acetat als Hauptprodukt und die Zellen wuchsen gering.
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Abbildung 9.8: Zulaufverfahren bei verschiedenen Dosierraten mit dem Stamm S. cerevisiae
AH22ura3 Asdh2 Asdhl ICL1 MLS1 ACS1. Dargestellt ist eine reine Zulaufkultivierung im Hoek-
Medium im Laborriihrkessel (Vo = 1 L) mit im 24 h Abstand ansteigenden Dosierraten. Verlauf der
Biomasse- (O), Acetat- (O), Succinat- (®) Ethanol- (A) und Glucosekonzentration (©) bei konstanten
Dosierraten von 0,16 ggiucese L h™ (D1), 0,33 Ggiucose L h™ (D2) und 0,83 ggjucose L™ h™ (D3). Bei den

dargestellten Ethanolkonzentrationen wurde die Verdunstung von Ethanol beriicksichtigt.

Bereits nach einer Erhéhung der Zudosierung auf 0,33 g L™ h™ (D2) wurde auch Ethanol
gebildet. Ab diesem Zeitpunkt war kein Wachstum mehr messbar. Bei der letzten Dosierrate
(D3) akkumulierte Glucose im Medium. Die Succinatkonzentration stieg wéhrend des
Experiments kontinuierlich an, wobei die Ausbeuten von der Dosierrate abhingen (Tabelle
9.4). Unter vollstandig glucosedereprimierten Bedingungen (D1) wurde mit 0,08 molsyccinat
MOlgicose * die bislang héchste Succinatausbeute aus Glucose erreicht. Die Ausbeute
bezogen auf die entsprechende Phase bei S. cerevisiae AH22ura3 Asdh2 Asdhl (Abbildung
7.4) verdoppelte sich.
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Tabelle 9.4: Ausbeuten (mol mol™ der Zulaufkultivierung vom S. cerevisiae AH22ura3 Asdh2 Asdhl
ICL1L MLS1 ACS1 im definierten Hoek-Medium im Laborreaktor bei verschiedenen Dosierraten
(gL' h™). Fur die dritte Phase wurde auf die Berechnung der Ausbeuten verzichtet, da bereits

Glucose im Medium akkumulierte.

Phase Dossierrate Ysues Yems Yacess
D1 0,16 0,08 0,00 1,48
D2 0,33 0,04 0,84 0,58
Diskussion

Dass in der Zulaufkultivierung von S. cerevisiae AH22ura3 Asdh2 Asdhl ICL1 MLS1 ACS1
bei einer Dosierrate von 0,16 g L h? keine Ethanolbildung auftrat, zeigt, dass in der Phase
D1 vollstandig glucosedereprimierte Bedingungen vorlagen und Glucose vollstandig zu
oxidativen Produkten umgesetzt wurde. Die Succinatausbeute war unter vollstéandig
glucosedereprimierten Bedingungen am hdchsten. Dennoch erfolgte wie beispielsweise
bereits fir S. cerevisiae AH22ura3 Asdh2 Asdhl und S. cerevisiae AH22ura3 Asdh2 Aidhl
beschrieben auch bei einem Auftreten des Crabtree-Effekts wahrend des Zulaufs eine
weitere Succinatbildung. Allerdings sank die Succinatausbeute unter diesen Bedingungen
stets deutlich ab.

Durch die Uberexpression der Glyoxylat-Bypass-Enzyme auf Basis von S. cerevisiae
AH22ura3 Asdh2 Asdhl konnte die zellspezifische Succinatbildung gegentber den
bisherigen Stammen erhoht werden und trotz ICL1-Uberexpression wieder eine
Succinatbildung erzielt werden. Allerdings trat stets eine starke prozesstechnisch nicht
vermeidbare Acetatbildung auf, da die Uberexpression von ICL1 und MLS1 in S. cerevisiae
AH22ura3 Asdh2 Asdhl nicht ausreichte, um den gesamten Glyoxylat-Zyklus zu

deregulieren.

9.4 Bestimmung intrazellularer Metabolite aus dem
Energiestoffwechsel

Auch bei S. cerevisiae AH22ura3 Asdh2 Asdhl ICL1 MLS1 ACS1 wurden zudem in einer
Satzkultivierung im YNB-Medium mit 50 g L™* Glucose der EC und das NADH/NAD'-
Verhaltnis mit Glucose und Ethanol als Kohlenstoffquellen bestimmt. Es ergaben sich keine
signifikanten Unterschiede zu S. cerevisiae AH22ura3 Asdh2 Asdhl (Daten nicht gezeigt).
Dies deckt sich damit, dass durch die Uberexpressionen nur eine minimale Zunahme der

Succinatbildung erzielt wurde.
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9.5 Fazit zu den Deletionsstammen mit Uberexpressio  nen im
Glyoxylat-Zyklus

Tabelle 9.5 fasst abschlie3end die Ergebnisse aller S. cerevisiae Deletionsstimme ohne und
mit Uberexpressionen von ICL1, MLS1 und ACS1, die im Laborreaktor kultiviert wurden,
beziglich der Acetat- und Succinatbildung unter glucosedereprimierten Bedingungen

Zzusammen.

Tabelle 9.5: Zusammenfassung des Verhaltens der S. cerevisiae AH22ura3 Deletionsstamme
basierend auf AH22ura3 mit und ohne Uberexpressionen (ICL1, MLS1, ACS1 oder heterologe
Isoenzyme) in den zweitagigen Satzversuchen mit anschlieBender Zulaufphase im definierten Hoek-

Medium mit Glucose als Kohlenstoffquelle.

Stamm Uberexpressionen Acetat- Acetat- Succinat-

bildung aus  bildung im  bildung im

Ethanol Zulauf Zulauf
wt - - -
Asdh2 + + +
Asdh2 Asdhl + + +
Asdh2 Asdhl ACS + + +
Asdh2 Asdhl ICL MLS ACS + + +
Asdh2 Aidhl + + +
Asdh2 Aidhl ACS + + +
Asdh2 Aidhl ICL - - -
Asdh2 Aidhl ICL ACS - - -
Asdh2 Aidhl ICL MLS - - -
Asdh2 Aidhl (AceA) MLS ACS + + +
Asdh2 Aidhl ICL MLS ACS - - -
Asdh2 Asdhl Aidh1 Aidp1? P - +°
Asdh2 Asdh1l Aidhl Aidp1* KIICL KIMLS ACS > - +¢
Asdh2 Asdhl Aidhl Aidp1* ICL  MLS ACS > - +¢

& Kultivierung mit Glutamatzusatz
® kein Verbrauch von Ethanol

¢ Succinatbildung erfolgte wahrscheinlich vor allem aus Glutamat
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Nur in S. cerevisiae AH22ura3 Asdh2 Aidh1 wirkte sich zumindest die ICL1-Uberexpression
deutlich aus. In diesem Stamm sind die IDH- und SDH-Deletion unvollstédndig, so dass der
Glyoxylat- und Citrat-Zyklus genutzt werden kénnen. Unter diesen Bedingungen wurde ein
verbessertes Wachstum statt der angestrebten Succinatbildung erzielt. In den
Uberexpressionsstammen basierend auf S. cerevisiae AH22ura3 Asdh2 Asdhl und
S. cerevisiae AH22ura3 Asdh2 Asdhl Aidhl Aidpl, mit vollstandiger Blockade der SDH- und
IDH-Enzymaktivitaten, wurde das generelle Verhalten der Stamme hinsichtlich Acetat- und
Succinatbildung nicht mehr durch die Uberexpressionen geandert und es wurde nur eine
geringe oder keine Erhéhung der Succinatbildung erreicht.
Dies zeigt, dass der Weg bis zum Succinat weitere Engstellen aufweist beziehungsweise die
Zelle noch starker durch Uberexpressionen gezwungen werden muss, den energetisch
gegenuber der Acetatbildung unvorteilhaften Weg bis zum Succinat zu nutzen.
Es existieren mehrere potentielle Ansatzpunkte, um den Kohlenstofffluss zu Succinat zu
steigern (Abbildung 9.9):
= Uberexpression von ACO1, CIT2 und MDH2
Dies sind wie Abbildung 9.9 zeigt die Ubrigen am Glyoxylat-Zyklus beteiligten
Enzyme, die wie die ICL1 und MLS1 der Glucoserepression und teilweise auch der
Katabolitrepression unterliegen.
= Uberexpression einer Acetaldehyd-Dehydrogenase (ALD)
Die Uberexpression einer ALD soll die Acetatbildung gegeniiber der Ethanolbildung
fordern und Substrat fur die durch die ACS katalysierte Reaktion bereitstellen. Unter
den funf ALD-Isoenzymen wiirden sich hier vor allem die NAD*-abhangigen Enzyme
(ALD2 und ALD3) anbieten, um gleichzeitig die Energiegewinnung der Zelle zu
fordern.
= Uberexpression einer Pyruvat-Carboxylase (PYC) oder PEP-Carboxylase (PEPC)
Ein weiterer Angriffspunkt, durch den effizient Kohlenstoff in den Citrat- und
Glyoxylat-Zyklus eingespeist werden konnte, bietet die CO,-Fixierung. Durch die
Uberexpression einer homologen oder heterologen PYC oder PEPC kann die
zellinterne Konzentration an Oxalacetat gesteigert werden. Die CO,-Fixierung bildet
folglich den dritten moglichen Weg neben Pyruvat-Dehydrogenase (PDH) und
Pyruvat-Dehydrogenase-Bypass um Pyruvat (oder bereits PEP) in die beiden Zyklen

einzuschleusen.

Eine Alternative oder Erganzung zu dieser Vielzahl an weiteren Uberexpressionen kann in

der Beeinflussung kompletter Stoffwechselwege durch globale Regulationsfaktoren liegen.
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Abbildung 9.9: Zentraler Kohlenstoffmetabolismus von S. cerevisiae mit den im Rahmen des

Metabolic Engineering in diesem Forschungsvorhaben vorgenommenen gentechnischen

Modifikationen und den weiteren Ansatzpunkte fiir Uberexpressionen (unterstrichene Enzyme), um
Deletionen sind durch rote Kreuze und

den Kohlenstofffluss zu Succinat zu steigern.

Uberexpressionen durch dicke griine Pfeile dargestellt sind.
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10 Charakterisierung von Stammen mit Uberexpression

des transkriptionellen Regulationsfaktors HAP4

Die Charakterisierung der Deletionsstimme mit Uberexpressionen im vorhergehenden
Kapitel zeigte, dass die gezielte Uberexpression einzelner Enzyme des Glyoxylat-Zyklus
zwar zu einer Erhdhung der Succinatbildung fuhren kann, aber die massive Bildung von C,-
Korpern wie Acetat und Ethanol und die relativ geringen Succinatausbeuten weisen auf
einen starken Abfluss des Kohlenstoffs vor dem Citrat-Zyklus und Glyoxylat-Zyklus hin. Eine
Alternative zur schrittweisen Deregulation von Stoffwechselwegen zur Identifizierung
potentiell geschwindigkeitsbestimmender Schritte und anschlieBenden Uberexpression der
entsprechenden Gene stellt die Beeinflussung kompletter Stoffwechselwege durch globale
Regulationsfaktoren dar. Im Rahmen dieser Arbeit wird als letzter Aspekt zu den Ansatzen
zur Succinatproduktion mit S. cerevisiae die Uberexpression des transkriptionellen
Regulationsfaktors HAP4 untersucht. Eine HAP4-Uberexpression in Wildtyphefen fiihrte
unter Satzbedingungen mit Glucose zu einer Erhdéhung der Wachstumsrate und
Biomasseausbeute bei reduzierter Ethanolbildung. Sie sorgte also fir eine Verschiebung der
respiro-fermentativen Stoffwechsels Richtung Respiration und somit zu héheren Flissen
durch den Citrat-Zyklus (Blom et al. 2000, van Maris et al. 2001, Lascaris et al. 2003,
Lascaris et al. 2004). Im Rahmen dieser Arbeit standen folgenden Stamme mit einer HAP4-
Uberexpression zur Verfiigung:

= S. cerevisiae AH22ura3 wt pFlat3-HAP4

= S. cerevisiae AH22ura3 Asdh2 pFlat3-HAP4

= S. cerevisiae AH22ura3 Asdh2 Aidh1 pFlat3-HAP4

= S. cerevisiae AH22ura3 Asdh2 Asdhl Aidhl pFlat3-HAP4

Zudem wurde die HAP4-Uberexpression im Stamm S. cerevisiae AH22ura3 Asdh2 Aidhl
pFlatl-ICL1 pFlat3-HAP4 mit der Uberexpression eines der Enzyme des Glyoxylat-Zyklus

kombiniert.
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10.1 Satzverfahren

Die erste Charakterisierung des Wachstums und der Succinatbildung des S. cerevisiae
Wildtyps und der S. cerevisiae Deletionsstamme mit HAP4-Uberexpression erfolgte im
Satzversuch im Bioreaktorblock.

Abbildung 10.1 zeigt die Wachstumskurven des S. cerevisiae Wildtyps mit HAPA4-
Uberexpression sowie beispielhaft fir die Deletionsstamme die Daten von S. cerevisiae
AH22ura3 Asdh2 Aidhl HAP4. Im Komplexmedium hatte die Uberexpression keinen Effekt
auf das Wachstum. Die Uberexpression von HAP4 im Wildtyp oder den Deletionsstammen
AH22ura3 Asdh2, AH22ura3 Asdh2 Aidhl oder AH22ura3 Asdh2 Asdhl Aidhl fuhrte in den
beiden definierten Medien zu einer signifikanten Erhéhung der Wachstumsrate. Bei der
Charakterisierung der Stamme im WM8A-Medium wurden fir AH22ura3 wt HAP4, AH22ura3
Asdh2 HAP4 und AH22ura3 Asdh2 Asdhl Aidhl HAP4 Wachstumsraten von 116-117 % des
jeweiligen Referenzstammes erreicht. Bei S. cerevisiae AH22ura3 Asdh2 Aidhl HAP4 stieg
die Wachstumsrate sogar auf 124 % das Referenzstammes.

Noch stéarker fielen die Effekte im WM8G-Medium aus. Nur in diesem Medium mit Glutamat
fuhrte HAP4 zu einer signifikant erhdhten Succinatkonzentration. Hier stieg die
Wachstumsrate auf mindestens 130 % (AH22ura3 wt HAP4) und um maximal 191 %
(AH22ura3 Asdh2 Aidhl HAP4) im Bezug zum jeweiligen Referenzstamm. Alle HAP4-
Deletionsstamme wiesen, wie in Abbildung 10.1 beispielhaft fur AH22ura3 Asdh2 Aidhl
HAP4 gezeigt, keine zweite Wachstumsphase mit Ethanol auf.

Eine HAP4-Uberexpression soll den respiro-fermentativen Metabolismus von S. cerevisiae
Richtung Respiration verschieben. Dies zeigt sich neben einer Erhéhung der
Biomassekonzentration und der Bildung von organischen Sauren wie Succinat auch an einer
Reduzierung der Garprodukte Ethanol und Glycerin. Da auf Grund der Fliichtigkeit von
Ethanol die aus dem Bioreaktorblock genommene Endpunktprobe nach 48 h keinen
sinnvollen Vergleich der Ethanolkonzentrationen zuldsst, wurde stattdessen nur die
Glycerinendkonzentration betrachtet. Diese sank in allen Anséatzen, in denen durch HAP4
Verbesserungen des Wachstums oder der Succinatbildung erzielt wurden, im Vergleich zum
zugehorigen Referenzstamm ab (Abbildung 10.2).

Auf Basis von S. cerevisiae AH22ura3 Asdh2 Aidhl, in dem die HAP4-Uberexpression die
grol3ten Effekte hervorrief, wurde HAP4 mit ICL1, dem ersten Enzym des Glyoxylat-
Bypasses, kombiniert. Wie in Abbildung 10.1 dargestellt, &ndert sich die Auswirkung einer
ICL1-Uberexpression durch die zusatzliche HAP4-Uberexpression in Asdh2 Aidhl. So
reduzierte sich die Wachstumsrate von S. cerevisiae AH22ura3 Asdh2 Aidhl ICL1 HAP4
gegeniiber den entsprechenden Stammen nur mit ICL1- oder HAP4-Uberexpression und

sank etwa auf den Wert des reinen Deletionsstammes ab. Zudem wies S. cerevisiae
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AH22ura3 Asdh2 Aidhl ICL1 HAP4 trotz der ICL1-Uberexpression kein diauxisches
Wachstum auf und die Succinat- und Glycerinendkonzentrationen unterschieden sich nicht
signifikant von S. cerevisiae AH22ura3 Asdh2 Aidhl HAPA4.
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Abbildung 10.1: Wachstum der S. cerevisiae Stamme mit HAP4-Uberexpression im Satzversuche mit
Glucose als Kohlenstoffquelle im Bioreaktorblock (Vo = 12 mL, n = 3). A, C und E: Wachstumskurven
der Stamme AH22ura3 wt (O), AH22ura3 wt HAP4 (E), AH22ura3 Asdh2 Aidhl (O), AH22ura3 Asdh2
Aidhl HAP4 (O) sowie AH22ura3 Asdh2 Aidhl HAP4 ICL1 (#). B, D und F: Wachstumsraten der
Stamme mit HAP4-Uberexpression (@) und der jeweiligen Referenzstamme (O) mit Glucose in der
Kultivierungen in drei verschiedenen Medien mit 50 g L™ Glucose als Kohlenstoffquelle. Zudem wurde
noch der Stamm S. cerevisiae AH22ura3 Asdh2 Aidhl ICL1 HAP4 (H) untersucht.
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Abbildung 10.2: Glycerin- und Succinatendkonzentrationen der S. cerevisiae Stdmme mit HAP4-
Uberexpression in den Satzversuchen mit Glucose als Kohlenstoffquelle im Bioreaktorblock (Vo = 12
mL, n = 3). Dargestellt sind die resultierenden Glycerin- und Succinatendkonzentrationen am
Versuchende nach 48 h der Stamme mit HAP4-Uberexpression (@) und der jeweiligen
Referenzstamme ohne Uberexpression (O) in Kultivierungen in drei verschiedenen Medien mit 50 g L*
Glucose als Kohlenstoffquelle. Zudem wurde der Stamm S. cerevisiae AH22ura3 Asdh2 Aidhl ICL1
HAP4 () mit Kombination von HAP4- und ICL1-Uberexpression untersucht.

Diskussion

Fur die HAP4-Uberexpression im Wildtypstamm konnte die von Blom et al. (2000)
beschriebene Verschiebung des respiro-fermentativen Gleichgewichts unter vergleichbaren
Bedingungen (Satzversuch im definierten Medium mit Glucose und der anorganischen
Stickstoffquelle Ammoniumsulfat) bestétigt werden. Auch in den Deletionsstammen flhrte

die HAP4-Uberexpression in den beiden definierten Medien zu einer erhohten
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Wachstumsrate und Succinatbildung bei reduzierter Glycerinbildung. Das heil3t auch bei den
Deletionsstammen verschob sich der Stoffwechsel in Richtung Respiration, wobei die Effekte
bei den beiden Stammen mit unvollstandiger SDH-Deletion besonders im WM8G-Medium
grol3er ausfielen.

Der transkriptionelle Regulationsfaktor HAP4 erhéht die Expression der Gene des Citrat-
Zyklus (DeRisi et al. 1997, Lascaris et al. 2003, Costanzo et al. 2010). Betroffen sind auch
alle vier SDH-Untereinheiten. Somit steigt durch die HAP4-Uberexpression in den Stammen
mit unvollstdndiger SDH-Deletion die durch die verbliebene Untereinheit SDH1 in
Kombination mit SDH1b vorhandene Restaktivtat der SDH wahrscheinlich an. Dass aber im
Gegensatz zu den SDH2-IDH-Stammen mit ICL1-Uberexpression noch eine Succinatbildung
nachzuweisen ist, zeigt, dass der Stofffluss durch die SDH weiterhin beschrankt wird,
madglicherweise weil parallel zur steigenden SDH-Aktivitat durch HAP4 auch der Fluss durch
den gesamten Citrat-Zyklus steigt. Die bei der Kultivierung auf Glutamat gewonnenen Daten
legen nahe, dass HAP4 nur dann effektiv wirkt, wenn der Citrat-Zyklus nicht wie bei
S. cerevisiae AH22ura3 Asdh2 Asdhl Aidhl vollstandig blockiert ist.

Bei den im Rahmen dieser Arbeit nicht betrachteten Stammen S. cerevisiae AH22ura3
Asdh2 Asdhl Aidhl Aidpl HAP4 und S. cerevisiae AH22ura3 Asdh2 Asdhl HAP4 waren
daher nur geringe positive Effekte durch HAP4 zu erwarten.

Dass durch HAP4 im Komplexmedium in allen Stdmmen keine signifikanten Verbesserungen
beziglich Wachstum und Succinatbildung erzielt wurden, ist damit zu erklaren, dass die
Zelle im Komplexmedium Biomasseprecursor praktisch komplett aus dem Medium aufnimmt
und somit ein erhéhter Fluss durch den Citrat-Zyklus wenig Effekte auf die Biomassebildung

besitzt.

10.2 Satz- und Zulaufverfahren

Erganzend zu den Experimenten im Bioreaktorblock wurde der Effekt der HAPA4-
Uberexpression detaillierter beim Wildtyp und den Stammen mit unvollstandiger SDH-
Deletion im Labormafistab im Satzversuch mit angeschlossener Zulaufphase betrachtet
(Abbildung 10.3 und Abbildung 10.4).

Satzphase mit Glucose

Zunachst wird bei den S. cerevisiae Stammen nur mit HAP4-Uberexpression der Effekt der
HAP4-Uberexpression auf die zellspezifischen Raten in der Satzphase mit Glucose
betrachtet. Wie Tabelle 10.1 zeigt, sinkt durch die HAP4-Uberexpression im Wildtyp oder
SDH2-Deletionsstamm Qe und gaiy, Wahrend Hmax, Jace UNd 0o, gegentiber dem zugehorigen

Referenzstamm ansteigen.
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Abbildung 10.3: Satz- und Zulaufkultivierung im definierten Hoek-Medium mit 50 g L™ Glucose im
Laborreaktor (Vo = 1,2 L) zur Untersuchung der HAP4-Uberexpression im S. cerevisiae Wildtyp und
SDH2-Deletionsstamm. Dargestellt sind der Wildtypstamm als Referenz (O) und AH22ura3 wt HAP4
(O), sowie AH22ura3 Asdh2 (O) und AH22ura3 Asdh2 HAP4 (®). Der Zulauf mit einer Dosierrate von
0,7 Joiucose L h* wurde nach 48 Stunden gestartet. Bei den dargestellten Ethanolkonzentrationen

wurde die Verdunstung von Ethanol beriicksichtigt.
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Abbildung 10.4: Satz- und Zulaufkultivierung im definierten Hoek-Medium mit 50 g L™ Glucose im
Laborreaktor (Vo = 1,2 L) zur Evaluierung der S. cerevisiae SDH2-IDH-Deletionsstamme mit HAP4-
Uberexpression. Dargestellt sind die beidem Grundstamme AH22ura3 Asdh2 Aidhl (O0) und AH22ura3
Asdh2 Aidhl pFlatl-ICL1 (O) sowie AH22ura3 Asdh2 Aidhl HAP4 (@) und AH22ura3 Asdh2 Aidhl
ICL1 HAP4 (A). Der Zulauf mit einer Dosierrate von 0,7 Jgiucose L™ h™ wurde nach 48 Stunden
gestartet. Bei den dargestellten Ethanolkonzentrationen wurde die Verdunstung von Ethanol

berucksichtigt.
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Wahrend bei AH22ura3 wt HAP4 und AH22ura3 Asdh2 HAP4 qg. leicht gegeniiber dem
jeweiligen Referenzstamm absanken, stieg ge, bei AH22ura3 Asdh2 Aidhl HAP4 auf 134 %
des Wertes von AH22ura3 Asdh2 Aidhl. Bei AH22ura3 Asdh2 Aidhl HAP4 erhohten sich
zudem auch HPmax, et Goiys Jace UNd (o, auf mindestens 140 % der Werte von AH22ura3
Asdh2 Aidh1.

Tabelle 10.1: Wachstumsraten (h™") und zellspezifische  Substrataufnahme-  sowie
Produktbildungsraten (mmol gBTM'l h'l) in der Satzphase mit Glucose als Kohlenstoffquelle in der
Kultivierung im definierten Hoek-Medium im Laborreaktor zur Untersuchung der S. cerevisiae Stamme

mit HAP4-Uberexpression und der zugehérigen Referenzstamme.

Stamm Mmax Jelu Osuc  CEeth Oely  Oace  Jco2 Co2
wt 0,29 -144 0,00 230 138 0,3 228 5,5
wt HAP4 0,32 -143 0,00 202 11 0,6 234 6,2
Asdh2 0,27 -149 0,00 224 15 0,1 231 55
Asdh2 HAP4 0,31 -142 0,00 21,0 0,8 0,5 19,9 59
Asdh2 Aidhl 0,14 -79 0,02 11,8 0,9 0,1 10,8 2,0
Asdh2 Aidhl HAP4 0,20 -11,2 0,00 155 1,2 05 143 4,6
Asdh2 Aidh1 ICL 0,22 -144 0,00 234 1,0 0,0 24,6 59
Asdh2 Aidh1 ICL1 HAP4 0,14 -6,4 0,06 106 0,8 06 11,3 2,8

Durch die Uberexpression von HAP4 und ICL1 im SDH2-IDH-Deletionsstamm, sank Qg
unter den Wert von AH22ura3 Asdh2 Aidhl, obwohl sowohl eine alleinige ICL1- als auch
eine alleinige HAP4-Uberexpression (g, in diesem Deletionsstamm erhoht hatten. Die
zellspezifischen Bildungsraten der organischen S&uren Succinat und Acetat erhthten sich
bei AH22ura3 Asdh2 Aidhl ICL1 HAP4 gegeniber AH22ura3 Asdh2 Aidhl, AH22ura3 Asdh2
Aidhl HAP4 und AH22ura3 Asdh2 Aidhl ICL1.

Satzphase mit Ethanol (und weiteren Substraten)

Nachdem Glucose verbraucht war, nutzte AH22ura3 wt HAP4 Glycerin sofort parallel zu
Ethanol und Acetat, wéhrend AH22ura3 wt zunéchst Ethanol und Acetat nutzte (Abbildung
10.3). Weder AH22ura3 Asdh2 HAP4, AH22ura3 Asdh2 Aidhl HAP4 noch AH22ura3 Asdh2
Aidhl1 ICL1 HAP4 verbrauchten Glycerin im Laufe der Kultivierung wieder und diese Stamme
wandelten Ethanol vor allem in Acetat um und bildeten in geringen Konzentrationen auch
Succinat (Abbildung 10.3 und Abbildung 10.4). Bereits im Bioreaktorblock hatte sich fir
AH22ura3 Asdh2 Aidhl HAP4 und AH22ura3 Asdh2 Aidhl ICL1 HAP4 anders als fur
AH22ura3 Asdh2 Aidhl ICL1 kein diauxisches Wachstum gezeigt.
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Tabelle 10.2: Ausbeuten (mol mol'l) im definierten Hoek-Medium im Laborreaktor bei der Evaluierung

ausgewdahlter S. cerevisiae Stamme mit HAP4-Uberexpression

Stamm Phase Substrat Yxs Ysuus Yews Yoys Yaces Ycous Yous
wt Satz Glucose 02 000 16 01 00 16 04
wt HAP4 Satz Glucose 02 000 14 01 00 16 04
Asdh2 Satz Glucose 02 000 15 01 00 16 04
Asdh2 HAP4 Satz Glucose 02 000 15 01 00 14 04
Asdh2 Aidhl Satz Glucose 02 o000 16 01 00 15 0,3
Asdh2 Aidhl HAP4 Satz Glucose 02 o000 16 01 01 15 04
Asdh2 Aidhl ICL Satz Glucose 02 o000 16 01 00 16 0,3
Asdh2 Aidhl HAP4 Satz Glucose 02 001 16 01 01 17 04
ICL1

wt Satz Ethanol + Acetat + 0,3 n.d. - - - 09 14

Glycerin
wt HAP4 Satz Ethanol + Acetat + 0,3 n.d. - - - 09 13
Glycerin

Asdh2 Satz Ethanol o1 001 - 000 08 00 0,8
Asdh2 HAP4 Satz Ethanol 00 001 - 000 07 00 09
Asdh2 Aidhl Satz Ethanol o1 001 - 000 06 00 05
Asdh2 Aidhl HAP4 Satz Ethanol o1 001 - 000 O5 00 09
Asdh2 Aidhl ICL Satz Ethanol + Glycerin 0,2 n.d. - - - 0,7 14
Asdh2 Aidhl HAP4 Satz Ethanol o1 001 - o000 06 00 12
ICL1

wt Zulauf Glucose + Ethanol 1,0 n.d. - - 0,0 19 1,6

+ Glycerin

wt HAP4 Zulauf Glucose + Ethanol 0,9 n.d. - 002 00 23 20
Asdh2 Zulauf Glucose o1 o001 12 000 04 1,7 0,7
Asdh2 HAP4 Zulauf Glucose 0,2 nd. 0,0 - 00 20 16
Asdh2 Aidhl Zulauf Glucose o1 003 10 001 03 16 0,5
Asdh2 Aidhl HAP4 Zulauf Glucose o1 o005 o7 001 06 18 14
Asdh2 Aidh1 ICL  Zulauf Glucose + Glycerin 0,8 n.d. 0,0 - 00 21 16
Asdh2 Aidhl HAP4 Zulauf Glucose 00 0,04 06 001 04 15 11

ICL1




172 Uberexpression des transkriptionellen Regulationsfaktors HAP4

Zulaufphase

Wahrend des Zulaufs wuchs AH22ura3 wt HAP4 wie der Wildtyp und verbrauchte Ethanol
parallel zur Glucose. Aus der Satzphase stammendes Glycerin hatte AH22ura3 wt HAP4 bis
zum Start des Zulaufs bereits verbraucht. Alle S. cerevisiae Deletionsstamme mit
Uberexpression von HAP4 bildeten im Zulaufverfahren Ethanol, Acetat, Biomasse und
Succinat. Wahrend des Zulaufs wurden Ausbeuten von 0,05 mMOlsyccinat MOlgiucose - DEI
AH22ura3 Asdh2 Aidh1l HAP4 und 0,04 molsyccinat MOlgiucose - bei AH22ura3 Asdh2 Aidhl ICL1
HAP4 erzielt.

Diskussion

Der Vergleich der zellspezifischen Raten des Wildtyps und S. cerevisiae wt HAP4 bestatigte
in der Satzphase mit Glucose die Ergebnisse von Blom et al. 2000, dass die Uberexpression
von HAP4 zu einer hinsichtlich der Produktion von organischen S&auren wie Succinat
vorteilhaften Verschiebung Richtung oxidierter Produkte flhrt. Es ergaben sich vergleichbare
Effekte wie von Blom et al. (2000) beschrieben, allerdings fielen diese Effekte geringer aus
als in dem Stamm DL1 von Blom et al. (2000) beobachtet (Tabelle 10.3).

Tabelle 10.3: Relative Effekt der HAP4-Uberexpression in den S. cerevisiae Stammen DL1 (Blom et
al. 2000), CEN.PK 113-7D (van Maris et al. 2001) und AH22ura3 wt im Satzverfahren mit Glucose.
k.A.: keine Angabe

Stamm Mmax Jolu Osuc Jeth Jaly Oace Qcoz (o2
AH22ura3 109 % 99 % n.d. 88 % 58 % 236 % 103% 112%
DL1 118 % 82 % k.A. 75 % 27 % 229% 100% 209 %

CEN.PK 113-7D 95 % 82 % k.A. 77 % 64% 125% k.A. k.A.

Auch van Maris et al. (2001) konnte in einem definierten Medium die Tendenzen beziiglich
Ethanol-, Glycerin und Acetatbildung bestéatigen. Jedoch sank in dieser Studie die
Wachstumsrate als Folge der HAP4-Uberexpression sogar leicht ab. Diese Unterschiede
kénnen neben dem Medium durch den Stammhintergrund und Unterschiede in der
Expression von HAP4 (zum Beispiel hervorgerufen durch unterschiedliche
Promotorsysteme) verursacht sein. Lascaris et al. (2003) beschreibt, dass sich Stamme mit
HAP4-Uberexpression in einem "neuen metabolischen Zustand" befinden, da HAP4-Stamme
zwar einige Merkmale von dereprimierten Zellen aufweisen, dieser aber nicht identisch mit
einem zum Beispiel durch das Wachstum auf nicht-fermentierbaren Kohlenstoffquellen

erhaltenen dereprimierten Zustand ist.
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Wahrend sich bei AH22ura3 Asdh2 HAP4 durch HAP4 in der Satzphase mit Glucose
dieselben Tendenzen beziglich der zellspezifischen Raten wie beim Wildtyp ergaben,
erhdhten sich bei AH22ura3 Asdh2 Aidhl HAP4 gegeniber AH22ura3 Asdh2 Aidhl alle
zellspezifischen Raten (auch gen und ggyy). Die Ursache dafir lag in der auf 134 % des reinen
Deletionsstammes  erhdhten  zellspezifischen  Glucoseaufnahmerate. Dass  der
Stammhintergrund einen starken Einfluss auf die Auswirkungen von HAP4 besitzt, zeigte
sich an Hand von AH22ura3 Asdh2 Aidhl ICL1 HAP4. Wahrend AH22ura3 Asdh2 Aidhl
ICL1 eine gegenuber AH22ura3 Asdh2 Aidhl fast verdoppelte zellspezifische
Glucoseaufnahmerate und keine Succinatbildung aufwies (Tabelle 10.1), sank durch die
erganzende HAP4-Uberexpression qg, auf ein @hnliches Niveau wie bei AH22ura3 Asdh2
Aidhl1 ab und die Produktionsraten der organischen Sauren erhdhten sich.

Auch im Zulauf wurden durch HAP4 bei AH22ura3 Asdh2 Aidhl HAP4 und AH22ura3 Asdh2
Aidhl ICL1 HAP4 positive Effekte auf die Succinatbildung erzielt. Dies deckt sich mit den
Aussagen von van Maris et al. 2001, dass Auswirkungen von HAP4 auch unter

glucosedereprimierten Bedingungen auftreten.

10.3 Fazit zur HAP4-Uberexpression

Die Charakterisierung des S. cerevisiae Wildtyps und einiger Deletionsstamme mit
Uberexpression des transkriptionellen Regulationsfaktor HAP4 zeigte in allen untersuchten
Stammen eine fur die Succinatbildung vorteilhafte Erh6hung der Respiration, der
Wachstumsrate und einen Anstieg in der Bildung von organischen Sauren.

Neben diesen Effekten konnte mit HAP4 sogar der unerwiinschte Deregulationseffekt der
ICL1, durch den keine Succinatbildung in den S. cerevisiae SDH2-IDH-Stdmmen mit ICL1
erzielt worden war, beeinflusst werden. Trotz unvollstandiger SDH-Deletion akkumulierte in
S. cerevisiae AH22ura3 Asdh2 Aidhl ICL1 HAP4 wieder Succinat.

Die HAP4-Uberexpression ist ein vielversprechender Ansatz fiur die mikrobielle
Succinatproduktion mit S. cerevisiae. In weiteren Arbeiten sollte die parallele Uberexpression
von ICL1, MLS, ACS1 und HAP4 erfolgen. Da HAP4 nur bei unvollstandigen Citrat-Zyklus-
Deletionen deutliche Effekte hatte, sollte S. cerevisiae AH22ura3 Asdh2 Aidhl als Basis fur

diese Uberexpressionen genutzt werden.
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11 Fazit zu den Ansatzen zur Bernsteinsaureprodukti  on

mit Saccharomyces cerevisiae

Im Laufe der iterativen Stammentwicklung und -charakterisierung wurde eine Vielzahl an
rekombinanten Hefestammen mit Deletionen und Uberexpressionen im Zentralstoffwechsel
konstruiert und umfassend reaktionstechnisch und metabolisch charakterisiert. Hierdurch
konnte eine grundlegende Basis fur eine weitere Stamm- und Prozessentwicklung zur
biotechnologischen Herstellung von Bernsteinséure in der Hefe Saccharomyces cerevisiae
gelegt werden. Allerdings blieben die mit den bislang untersuchten rekombinanten
S. cerevisiae erzielten Produktkonzentrationen, Ausbeuten und Produktivitditen auf Grund
der prozesstechnisch nicht unterdrickbaren Bildung von C,-Kérpern weit hinter denen der
besten naturlichen Succinatiiberproduzenten und der beiden gentechnisch modifizierten
prokaryontischen Plattformorganismen E. coli und C. glutamicum zuriick (Tabelle 3.6).

Ein zu dem im Laufe dieser Arbeit untersuchten Konzept vergleichbarer Ansatz zur aeroben
Succinatproduktion Uber den Glyoxylat-Zyklus wurde bereits mit Erfolg in E. coli umgesetzt
(Lin et al. 2005b). Auch in dem rekombinanten E. coli Stamm wurde der Succinatabbau
durch Deletion der Succinat-Dehydrogenase (Deletion der beiden Untereinheiten SdhA und
SdhB) unterbunden und der Glyoxylat-Zyklus aktiviert (Abbildung 3.8B). Zur Aktivierung des
Glyoxylat-Zyklus musste in E. coli nur das Gen, das den Repressor des aceBAK Operons
codiert (iclR), deletiert werden. Zu beachten ist dabei, dass durch Deletion des
Repressorgens auch das regulatorische Enzym Isocitrat-Dehydrogenase-
Kinase/Phosphatase (AceK) exprimiert wird, das die Isocitrat-Dehydrogenase durch eine
Phosphorylierung reversibel inaktivieren kann, um den Fluss zwischen Citrat- und Glyoxylat-
Zyklus zu regulieren (LaPorte 1993, Chung et al. 1988). Somit ist dem E. coli Stamm mit
aktiviertem Glyoxylat-Zyklus wahrscheinlich auch ohne IDH-Deletion die IDH-Aktivitat
vermindert.

Zur Vermeidung von Nebenprodukten waren in diesem E. coli die Pyruvat-Oxidase (POX)
und die Phosphotransacetylase (PTA) und Acetat-Kinase (ACK) deletiert. Zusatzlich besald
der Stamm noch zwei Modifikationen um die CO,-Fixierung zu starken. Durch Blockade des
glucosespezifischen Phosphotransferasesystems (ptsG) wurde die PEP-Konzentration
erhdht, um Substrat fir die CO,-Fixierung Uber eine Uberexprimierte, heterologe PEP-
Carboxylase (PEPC) bereitzustellen.

Die in dieser Arbeit vorliegenden rekombinanten Hefestamme besallen keine
gentechnischen Modifikationen um die CO,-Fixierung zu steigern. Jedoch wies ein

vergleichbarer E. coli Deletionsstamm ohne Uberexpression fiir die CO,-Fixierung (E. coli
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AsdhAB AackA-pta ApoxB AiclR AptsG) Dbereits Ausbeuten von mindesten
0,6 MOlsyccinat MOlgucose © IM  Satzversuch mit Glucose auf und durch die PEPC-
Uberexpression wurden die Ausbeuten dann auf iiber 0,75 molsyccinat MOlgiucose - gesteigert.
Der Vergleich mit E. coli macht die deutlich h6here Komplexitat und Herausforderung beim
Metabolic Engineering in einem Eukaryonten wie S. cerevisiae deutlich. Folgende Aspekte,
die bei Prokaryonten keine oder eine untergeordnete Rolle spielen, erschweren die
Stammentwicklung bei S. cerevisiae: die Kompartimentierung, die Vielzahl an Isoenzymen
und das komplexere Regulationsnetzwerk.

Die Kompartimentierung von S. cerevisiae wurde nicht als grundsatzliches Problem fir die
angestrebte Succinatproduktion Uber den Glyoxylat-Zyklus eingeschatzt, da bei S. cerevisiae
im Gegensatz zu vielen anderen Hefen der Glyoxylat-Zyklus mit Ausnahme des Wachstums
auf Fettsduren komplett cytosolisch lokalisiert ist (Flores et al. 2000, Piekarska et al. 2008,
Duntze et al. 1969, Kunze et al. 2002, McCammon et al. 1990).

Allerdings existieren auch auf Grund der Kompartimentierung eine Vielzahl an Isoenzymen.
Auch die Cofaktorspezifitat der (Iso-)Enzyme spielt in S. cerevisiae eine gréf3ere Rolle, da
S. cerevisiae anders als E. coli Uber keine Transhydrogenase verfiigt. Beispielsweise besitzt
S. cerevisiae insgesamt vier Isocitrat-Dehydrogenase-lsoenzyme, die sich in der
Lokalisierung und im genutzten Cofaktor unterscheiden. E. coli besitzt dagegen nur eine
Isocitrat-Dehydrogenase. Dementsprechend war es beispielsweise aufwendiger in
S. cerevisiae die gewilnschte Blockade der Isocitrat-Dehydrogenase-Aktivitat zu erreichen.
Nachdem alle im Metabolic Engineering-Konzept fir S. cerevisiae angestrebten Deletionen
umgesetzt waren, zeigte sich, dass der resultierend Stamm S. cerevisiae AH22ura3 Asdh2
Asdhl Aidhl Aidpl mit der vollstandigen Blockade der Isocitrat-Dehydrogenase-Aktivitéat eine
starke Einschrénkung des respirativen Stoffwechsels aufwies und dadurch ungeeignet fir die
oxidative Succinatbildung war. In E. coli fihrte eine vollstandige Deletion der SDH- und IDH-
Aktivitat der Zelle dagegen zu keinen Einschrankungen im respirativen Metabolismus (Lin et
al. 2005a).

Fir die beiden S. cerevisiae SDH-Deletionsstamme AH22ura3 Asdh2 und AH22ura3 Asdh2
Asdhl sowie fur die S. cerevisiae SDH-IDH-Deletionsstdmme AH22ura3 Asdh2 Aidhl und
AH22ura3 Asdh2 Asdhl Aidhl konnte in der reaktionstechnischen Charakterisierung ein
respiratorischer Stoffwechsel und somit die prinzipielle Eignung zur Succinatproduktion
nachgewiesen werden. In diesen Stdmmen stiinden zwei Routen zur Succinatproduktion, der
Glyoxylat-Zyklus sowie der Citrat-Zyklus, zur Verfigung. Die Verwendung beider Routen
kann sich vorteilhaft auf die Succinatbildung auswirken (Lin et al. 2005d).

Zunachst wurde, nachdem die gewtinschten Blockaden im Citrat-Zyklus durch Deletionen
erreicht waren, eine prozesstechnische Deregulation des Glyoxylat-Zyklus angestrebt. Die

Verwendung der nativen Substrate des Glyoxylat-Zyklus, Ethanol oder Acetat, fur Citrat-
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Zyklus-Mutanten ist auf Grund des geringen P/O-Verhéltnisse bei S. cerevisiae energetisch
ungunstig (siehe Kapitel 7.2). Aus Ethanol wurde dementsprechend bei den S. cerevisiae
SDH- oder SDH-IDH-Deletionsstdmmen nur eine geringe Succinatbildung begleitet von einer
starken Acetatbildung erzielt. Da die Enzyme des Glyoxylat-Zyklus auch unter
Zulaufbedingungen mit Glucose nicht induziert werden, wurde untersucht, ob durch ein
Zulaufverfahren mit vorangegangener Induktionsphase des Glyoxylat-Zyklus durch das
native Substrat Ethanol ein aktiver Glyoxylat-Zyklus erzielbar ist. Auch im Zulaufverfahren
und unabhangig von einer vorangegangenen Ethanolinduktionsphase wurde eine geringe
kontinuierliche Succinatbildung erzielt. Es blieb allerdings der C,-Kérper Acetat das
Hauptprodukt, was zeigte, dass keine prozesstechnische Deregulation des Glyoxylat-Zyklus
mdglich war. Auch bei E. coli akkumulierte als Folge der SDH-Deletion Acetat. Dies konnte
durch Unterbrechung der beider Stoffwechselwege von Pyruvat zu Acetat durch Deletion der
Pyruvat-Oxidase und der Phosphotransacetylase und Acetat-Kinase unterbunden werden
(Lin et al. 2005c). In S. cerevisiae erfolgt die Acetatbildung auf einem anderen zweistufigen
Reaktionsweg ausgehend von Pyruvat Uber Acetaldehyd zu Acetat. Dieser cytosolische Weg
ist Teil das Pyruvat-Dehydrogenase-Bypasses, uber den auf Grund der beschrénkten
Kapazitat der Pyruvat-Dehydrogenase in S. cerevisiae bei hohen Glucosekonzentrationen
ein grol3er Teil der Bildung von Acetyl-CoA erfolgt. Zudem stellt dieser Weg als einziger das
fur den Glyoxylat-Zyklus bendtigte cytosolische Acetyl-CoA bereit, da unter physiologischen
Bedingungen kein Transport von mitochondrialem Acetyl-CoA ins Cytosol erfolgt (Flikweert
et al. 1996). Wirde also der Pyruvat-Dehydrogenase-Bypass in S. cerevisiae deletiert, wéare
die cytosolische Succinatbildung tber den Glyoxylat-Zyklus nicht mehr moglich. Stattdessen
misste ein Teil des mitochondrialen Citrat-Zyklus verwendet werden, um Acetyl-CoA in
Verbindungen wie Citrat oder Isocitrat umzuwandeln, die aus den Mitochondrien transportiert
werden konnen. Nachteilig an diesem Weg ist neben den zusatzlich notwendigen
Transportschritten, dass Stdmme mit einer Unterbrechung des Pyruvat-Dehydrogenase-
Bypasses wegen des Fehlens von cytosolischen Acetyl-CoA nicht mehr in definierten
Medien mit Glucose wachsen (Flikweert et al. 1996). Somit ist eine Blockade der
Acetatbildung in S. cerevisiae nicht wie bei E. coli Uber Deletionen mdglich.

Letztendlich war die Acetatbildung in den S. cerevisiae SDH- und SDH-IDH-Stdammen auch
vor allem die Folge des blockierten Zentralstoffwechsels und es wurde eine gentechnische
Deregulation des Glyoxylat-Zyklus angestrebt. Zur Aktivierung des Glyoxylat-Zyklus musste
in E. coli nur icIR deletiert werden. Bei S. cerevisiae missen hingegen die einzelnen Enzyme

Uberexprimiert werden.
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Auf Basis des verwendeten Hefestammes AH22ura3 waren maximal drei simultane
Uberexpressionen maglich. Daher musste eine Auswabhl fiir die Uberexpressionen unter den
funf Glyoxylat-Zyklus-Enzymen getroffen werden. Gewahlt wurden zuné&chst die beiden
Enyzme des Glyoxylat-Bypasses, ICL1 und MLS1, da zu diesen keine Isoenzyme im Citrat-
Zyklus existieren und diese bei einer Umstellung der Zellen auf den Glyoxylat-Zyklus zu den
am starksten induzierten Enzyme innerhalb des Glyoxylat-Zyklus gehdren (Lorenz und Fink
2001, Duntze et al. 1969). Zudem wurde ein Isoenzym der Acetyl-CoA-Synthetase, ACS1,
ausgewahlt, das dieselben Regulationsmuster wie die beiden Enzyme des Glyoxylat-
Bypasses aufweil3t (DeRisi et al. 1997, Haurie et al. 2001). Dieses sollte die Acetatbildung
vermindern und dem Glyoxylat-Zyklus effizient Acetyl-CoA zufihren.

Die Charakterisierung der Deletionsstamme mit einzelnen oder Kombinationen dieser drei
Uberexpression in Kapitel 9 wies jedoch nach, dass diese partielle Deregulation des
Glyoxylat-Zyklus nicht ausreichend war, um eine industriell relevante Succinatproduktion zu
erzielen. Zum Glyoxylat-Zyklus gehdren neben den Uberexprimierten Enzymen auch die
Enzyme ACOL1, CIT2 und MDH2 (Abbildung 9.9). Auch deren Expression steigt bei einer
Umstellung der Zellen auf den Glyoxylat-Zyklus an (Lorenz und Fink 2001, DeRisi et al.
1997). Daher sollten bei einer weiteren Stammentwicklung auch diese Enzyme
Uberexprimiert werden. Fidr einen industriellen Produktionsstamm  sollten die
Uberexpressionen auch nicht mehr, wie in dieser Arbeit, auf Plasmiden erfolgen, sondern ins
Genom integriert werden.

Weiterhin sollte durch Uberexpression von Acetaldehyd-Dehydrogenasen die Acetatbildung
gegenuber der Ethanolbildung geftrdert werden, um mehr Substrat fir die bereits jetzt
uberexprimierte ACS1 bereitzustellen. Unter den fuinf Acetaldehyd-Dehydrogenasen wirden
sich vor allem die NAD'-abhangigen Enzyme (ALD2 und ALD3) anbieten, um die
Energiegewinnung der Zelle zu férdern.

Ein weiterer Angriffspunkt erganzend zur vollstdndigen Deregulation des Glyoxylat-Zyklus ist
die CO,-Fixierung (Abbildung 9.9). Durch die Uberexpression homologer oder heterologer
Pyruvat- oder PEP-Carboxylasen kann die zellinterne Konzentration an Oxalacetat gesteigert
werden. Dies wurde beispielsweise schon durch Uberexpression der homologen PYC2 in
S. cerevisiae umgesetzt (Zelle et al. 2008). Die CO,-Fixierung bildet neben dem Pyruvat-
Dehydrogenase-Bypass einen zweiten Weg um Pyruvat (bzw. bereits PEP) in den Glyoxylat-
Zyklus einzuschleusen. Zudem ist eine CO.-Fixierung zur Bernsteinsdureproduktion auch
unter umweltpolitischen Aspekten sehr erstrebenswert.

In S. cerevisiae sind im Gegensatz zu E. coli nicht nur die Gene der Glyoxylat-Zyklus,
sondern auch viele weitere Gene des respirativen Stoffwechsels beispielsweise Gene des
Citrat-Zyklus oder der Atmungskette in Gegenwart von Glucose reprimiert (Entian und
Schiller 1997, Gancedo 1998, DeRisi et al. 1997). Die Glucoserepression und
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Katabolitinaktivierung werden durch ein komplexes und noch nicht vollstandig aufgeklartes
Zusammenspiel einer Vielzahl von transkriptionell aktivierenden oder reprimierenden
Regulationsfaktoren gesteuert (Gancedo 1998). Im Kapitel 10 wurde beispielhaft die
Uberexpression eines globalen transkriptionellen Regulationsfaktors untersucht. Die HAP4-
Uberexpression erhohte die Wachstumsrate und Succinatbildung, da sie zu einer
Verschiebung des respiro-fermentativen Stoffwechsels zu Gunsten der Respiration fuhrte.
Neben den angesprochenen Uberexpressionen Kkatalytischer Enzyme muss fur eine
industrielle Anwendung von S. cerevisiae zur Succinatproduktion vor allem auch der Aspekt
der Glucosedereprimierung weiter verfolgt werden. Hier kénnte beispielsweise eine Deletion
der Regulationsfaktoren migl bzw. migl und mig2, die wie die Uberexpression von HAP4 zu
einer Verschiebung des respiro-fermentativen Stoffwechsel in Richtung Respiration fuhren,
erfolgen (Klein et al. 1999, Cortassa und Aon 1998). Zudem konnte eine Uberexpression von
HAP1, das wie HAP4 als transkriptioneller Aktivator auf die Gene des respirativen
Stoffwechsels wirkt (Kwast et al. 1998) oder von SIP4, das wie HAP4 zu den positiven
Regulationsfaktoren fir gluconeogenetische Gene zahlt (Vincent und Carlson 1998), in

Erwdgung gezogen werden.



Zusammenfassung und Ausblick 179

12 Zusammenfassung und Ausblick

Biotechnologisch aus nachwachsenden Rohstoffen produzierte Bernsteinsédure besitzt das
Potential Maleinsdureanhydrid, die bisher aus dem fossilen Rohstoff Erddl gewonnene
zentrale C,-Plattformchemikalie der chemischen Industrie, zu ersetzen. Statt bisher 15.000
Tonnen Succinat pro Jahr fir Spezialanwendungen wird ein Anstieg der Produktion auf
270.000 Tonnen pro Jahr prognostisiert.

Binnen der letzten Jahre wurden bereits zahlreiche Studien zur mikrobiellen
Bernsteinsaureproduktion publiziert. Zum einen wurden natirliche, stark Bernsteinsdure
sekretierende  prokaryontische  Mikroorganismen wie beispielsweise = Mannheimia
succiniproducens oder Basfia succiniciproducens identifiziert. Die industrielle Nutzung dieser
Mikroorganismen wird durch die fehlenden Erfahrungen beziglich eines grof3technischen
industriellen Einsatzes und fehlenden gentechnische Methoden zur Stammoptimierung
behindert. Der zweite Ansatz zur mikrobiellen Bernsteinsaureproduktion strebt die
Konstruktion eines rekombinanten Succinatproduzenten basierend auf industriell etablierten
Plattformorganismen per Metabolic Engineering an. Es wurden bereits rekombinante
Bernsteinsaureproduzenten basierend auf den prokaryontischen Plattformorganismen
Escherichia coli und Corynebacterium glutamicum publiziert. Allerdings limitiert die
Empfindlichkeit dieser Mikroorganismen gegeniiber einem niedrigen pH eine industrielle
Umsetzung, da die Produktion der Bulkchemikalie Bernsteinsdure aus Kostengriinden bei
niedrigen pH erfolgen sollte, um eine direkte Aufarbeitung der undissoziierten Saure aus der
Fermentationsbriihe und Einsparungen beim Titrationsmittel zu erméglichen.

Im Rahmen dieses Forschungsvorhabens wurde die Hefe Saccharomyces cerevisiae
ausgewahlt, um deren Potential fir die Herstellung von Bernsteinsaure aus Zucker
auszuloten und zu evaluieren. Prozesstechnisch vorteilhaft fir die Succinatproduktion ist die
hohe pH- und Osmotoleranz von S. cerevisiae. Zudem ist dieser exzellent charakterisierte
eukaryontische  Mikroorganismus  bereits ein  industriell  etablierter,  robuster
Produktionsorganismus in der Weil3en Biotechnologie und bietet sich daher zur Entwicklung

neuer biotechnologischer Prozesse zur Herstellung von Basischemikalien wie Succinat an.
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Nachdem erste Studien mit einem Wildtypstamm die Succinattoleranz von S. cerevisiae
bestétigten, wurden anschlielBend wahrend einer schrittweisen Stammentwicklung tber 25
rekombinante S. cerevisiae Stamme mit Modifikationen im zentralen
Kohlenstoffmetabolismus bei der ORGANOBALANCE GmbH (Berlin) konstruiert und im
Rahmen dieser Arbeit umfassend reaktionstechnisch charakterisiert. Zur Analyse aller
rekombinanten Stamme unter technischen Bedingungen wurden fiir aerobe Satzversuche
parallele Ruhrkesselreaktoren im Milliliter-MaR3stab genutzt. Fir ausgewahlte Stamme

erfolgten erganzend auch Zulaufversuche im Liter-MaRstab in einem Laborriihrkesselreaktor.

Metabolic Design Konzept

In diesem Forschungsvorhaben wurde das Konzept der aeroben Succinatproduktion mit
S. cerevisiae als Produktionsorganismus verfolgt, analog zu den Arbeiten zur aeroben
Succinatproduktion mit E. coli (Lin et al. 2005c). Dieses metabolische Konzept strebt eine
Succinatbildung ausgehend von Glucose Uber den im Cytosol lokalisierten Glyoxylat-Zyklus
an und erfordert die gentechnische Repression oder Ausschaltung der Aktivitdten der
Succinat-Dehydrogenase und der Isocitrat-Dehydrogenasen. Zudem sollte der Glyoxylat-
Zyklus durch Uberexpression seiner Schliisselenzyme Isocitrat-Lyase (ICL1) und Malat-
Synthase (MLS1) dereguliert werden (Abbildung 12.1). Durch die weitere Uberexpression
einer Acetyl-CoA-Synthetase (ACS1) sollte cytosolisches Acetyl-CoA fir den Glyoxylat-
Zyklus bereitgestellt werden. Eine Deregulation kann neben der Uberexpression einzelner

Enzyme auch durch die Uberexpression von globalen Regulationsfaktoren erfolgen.

Deletion der Succinat-Dehydrogenase

Der erste Schritt der Stammentwicklung strebte die Blockade der einzigen
succinatabbauenden Reaktion der Zelle an. Diese wird durch die Succinat-Dehydrogenase
(SDH) katalysiert. Neben ihrer Funktion im Citrat-Zyklus dient die SDH auch als Komplex Il
der Atmungskette. Die vergleichende reaktionstechnische Untersuchung der S. cerevisiae
Stamme mit Deletion einer bzw. beider katalytischen Untereinheiten der SDH, AH22ura3
Asdh2 und AH22ura3 Asdh2 Asdhl, zeigte, dass sich in definierten Medien mit Glucose
unter Satzbedingungen die Wachstumsrate der SDH-Deletionsstamme nicht signifikant vom
Wildtyp unterschied. Allerdings wiesen die Stdamme kein diauxisches Wachstum auf, da
Ethanol von den Mutanten kaum in Biomasse sondern vor allem in organischen Sauren wie
Acetat und Succinat umgesetzt wurde.

Nur der Verlust beider katalytischen Untereinheiten der Succinat-Dehydrogenase flhrte zu
einem vollstandigen Funktionsverlust der SDH. Auch bei Verlust der SDH-Aktivitat waren die
Zellen noch zur Atmung fahig. Dies ist essentiell fur das Konzept zur aeroben
Succinatproduktion bei dem Sauerstoff als terminaler Elektronenakzeptor zur SchlieBung der

Redoxbilanz dienen muss.
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Abbildung 12.1: Zentraler Kohlenstoffmetabolismus von S. cerevisiae mit den im Rahmen des
Metabolic Engineering vorgenommenen gentechnischen Modifikationen. Deletionen sind durch rote

Kreuze und Uberexpressionen durch dicke griine Pfeile dargestellt sind.

Durch Einsatz einer Glucose/Glutamat-Mischung im Zulaufverfahren, durch die ein héherer
Kohlenstofffluss durch den Citrat-Zyklus erzielt wurde, konnten mit S. cerevisiae AH22ura3
Asdh2 Asdh1 bis zu 8,5 g L™ Succinat erreicht werden (Abbildung 12.2). Die Succinatbildung
erfolgte wachstumsgekoppelt. Begrenzt wurde die im Zulaufverfahren erzielbare
Succinatkonzentration in diesen ersten Deletionsstammen durch die parallel auftretende und

prozesstechnisch nicht vermeidbare Acetatbildung (8 molacetat moISuccina{l).
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Abbildung 12.2: Herstellung von Succinat mit S. cerevisiae AH22ura3 Asdh2 Asdhl im
Zulaufverfahren. Dargestellt sind die Biomasse- (), Acetat- (O) und Succinatkonzentration ()
wahrend eines Zulaufexperiments im Laborrihrkessel (Vo = 1,0 L, T = 30C, pO, > 40 %, pH = 6,0,
Cxo = 1 gsrm L7, t=148 h). In ein definiertes glutamathaltiges Medium (WM8G-Medium) ohne
Kohlenstoffquelle wurden ab Versuchsbeginn kontinuierlich 0,7 ggjucose L™ h™ als limitierendes Substrat

und 0,05 ggjutamat L™ h™* zudosiert.

Da beide SDH-Stamme eine Anreicherung von Succinat unter glucosedereprimierten
Bedingungen (Verwendung von Ethanol oder Galactose als Kohlenstoffquelle oder
Zulaufverfahren mit Glucose) zeigten, wurden auch beide Stamme als Basis fur die weitere

Stammentwicklung verwendet.

Deletion von Isocitrat-Dehydrogenasen

Um die Umlenkung des Kohlenstoffflusses in den Glyoxylat-Zyklus zu férdern, sollte die
Isocitrat-Dehdyrogenase-Aktivitat ausgeschaltet werden. Auf dem angestrebten Substrat
Glucose fir die Succinatproduktion, tragen in S. cerevisiae Wildtypstammen nur die Enzyme
IDH und IDP1 zur Isocitrat-Dehydrogenase-Aktivitat der Zelle bei. Daher wurden die
S. cerevisiae Stamme AH22ura3 Asdh2 Aidhl, AH22ura3 Asdh2 Asdhl Aidhl und AH22ura3
Asdh2 Asdhl Aidhl Aidpl bei der ORGANOBALANCE GmbH konstruiert und fur die
reaktionstechnischen Untersuchungen bereitgestellt.

Bei AH22ura3 Asdh2 Aidhl und AH22ura3 Asdh2 Asdhl Aidhl fihrte die zusatzliche
Deletion in definierten Medien zur Halbierung der Wachstumsrate mit Glucose. Vor allem
unter glucosedereprimierten Bedingungen reicherte sich Succinat gekoppelt mit einer
starken Acetatbildung an. Im Zulaufverfahren wurde mit den SDH-IDH-Stdmmen eine
Erhéhung der Succinatausbeute auf bis zu 0,05 Molsyccinat MOlgiucose - gegenuber den SDH-
Stdmmen (maximal 0,03 molsyccinat moIG,ucose'l) erzielt. Auch die SDH-IDH-Stdmme waren

trotz der weiteren Blockade im Citrat-Zyklus zur Atmung féhig.
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Die zusatzliche Deletion des Gens IDP1 fiihrt zu einer praktisch vollstdndige Ausschaltung
der Isocitrat-Dehydrogenase-Aktivitat im Stamm S. cerevisiae AH22ura3 Asdh2 Asdhl Aidhl
Aidpl, allerdings kam es gleichzeitig zu einer Verstarkung des fermentativen Metabolismus

und zu einer Blockade des respirativen Stoffwechsels.

Deregulation des Glyoxylat-Zyklus

Da die reaktionstechnische Untersuchung der Stamme mit Deletionen im zentralen
Kohlenstoffstoffwechsel zeigte, dass diese neben der Succinatbildung eine starke,
prozesstechnisch nicht vermeidbare Bildung von C,-Kdrpern (Acetat oder Ethanol)
aufwiesen, sollte als nachster Schritt der Stammentwicklung eine gentechnische
Deregulation des Glyoxylat-Zyklus erfolgen.

Bei der Charakterisierung von S. cerevisiae AH22ura3 Asdh2 Asdhl1 Aidhl Aidpl ICL1 MLS1
ACS1 zeigte sich ein fermentativer Metabolismus und keine verbesserte Succinatbildung
durch die Uberexpressionen.

Daher wurde stattdessen auf Basis von S. cerevisiae AH22ura3 Asdh2 Aidhl der Effekt
verschiedener Kombinationen an Uberexpressionen systematisch evaluiert. Eine
Uberexpression der ACS1 oder MLS1 und ACS1 steigerte die Succinatkonzentration bereits
unter Satzbedingungen. Alle Stamme mit ICL1-Uberexpression bildeten kein Succinat. Im
Stamm AH22ura3 Asdh2 Aidhl ist der Verlust der SDH-Aktivitat unvollstandig, so dass Uber
die Isocitrat-Lyase gebildetes Succinat Uber die SDH-Restaktivitat verstoffwechselt werden
kann. Somit wurde eine partielle Deregulation des Glyoxylat-Zyklus nachgewiesen.
Allerdings war als Folge dieser Deregulation in Kombination mit der unvollstandigen SDH-
Deletion das Wachstum statt der Succinatbildung erhéht.

Bei S. cerevisiae AH22ura3 Asdh2 Asdhl ICL1 MLS1 ACS1 konnte die Succinatausbeute
durch die Uberexpressionen auf 0,08 molsycginat MOlgiucose - gesteigert werden. Allerdings floss
auch in diesem Stamm trotz der drei Uberexpression der GroRteil des Kohlenstoffs vor dem
Glyoxylat-Zyklus in C,-Korper ab.

Statt weiter einzelne Uberexpressionen von Enzymen zu betrachten, wurden daher
Deletionsstamme mit Uberexpression des transkriptionellen Regulationsfaktors HAP4
untersucht. Die HAP4-Uberexpression fiihrte in allen Deletionsstimmen zu einer erhohten
Wachstumsrate und Succinatbildung bei reduzierter Bildung von Garprodukten wie Glycerin
oder Ethanol. Abschlie3end wurde in S. cerevisiae AH22ura3 Asdh2 Aidhl ICL1 HAP4 die
HAP4 Uberexpression mit der Uberexpression eines der Enzyme des Glyoxylat-Zyklus

kombiniert, was sich ebenfalls vorteilhaft bezlglich der Succinatbildung auswirkte.
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Ausblick

Im Laufe der iterativen Stammentwicklung und -charakterisierung wurde eine Vielzahl an
rekombinanten S. cerevisiae Stammen mit Deletionen und Uberexpressionen im
Zentralstoffwechsel konstruiert und umfassend reaktionstechnisch und metabolisch
charakterisiert. Hierdurch konnte eine grundlegende Basis fir eine weitere Stamm- und
Prozessentwicklung zur biotechnologischen Herstellung von Bernsteinsdure mit der Hefe
Saccharomyces cerevisiae gelegt werden.

Zur Erhohung der Succinatproduktion auf industriell relevantes Niveau muss vor allem der
Abfluss vor dem Glyoxylat-Zyklus in die C,-Kérper Ethanol und Acetat unterbunden werden
und gleichzeitig der Kohlenstofffluss durch den Glyoxylat-Zyklus verstarkt werden.

Neben den bisher vorgenommen Uberexpressionen sind weitere Uberexpression von
Enzymen des Glyoxylat-Zyklus wie CIT2, ACO1, und MDH2 sinnvoll (Abbildung 12.1).

Die Uberexpression einer oder mehrere Acetaldeyd-Dehydrogenasen konnte eine
Acetatbildung gegeniber der Ethanolbildung férdern, um mehr Substrat fir die Bildung von
Acetyl-CoA bereitzustellen.

Einen weiteren Angriffspunkt, durch den effizient Kohlenstoff in den Glyoxylat-Zyklus
eingespeist werden konnte, bietet die CO,-Fixierung. Diese kann durch die Uberexpression
homologer oder heterologer Pyruvat- oder PEP-Carboxylasen gesteigert werden.

Auch sollte die Deregulierung des respiratorischen Zentralstoffwechsels von S. cerevisiae
durch Beeinflussung kompletter Stoffwechselwege lber globale Regulationsfaktoren, wie in
dieser Arbeit durch die Uberexpression von HAP4 gezeigt, weiterverfolgt werden.
Beispielsweise kdnnten weitere Regulationsfaktoren wie HAP1 oder von SIP4 Uberexprimiert
werden.

Nach den umfassenden in dieser Arbeit durchgeflihrten reaktionstechnischen Analysen
konnte im Weiteren auch die metabolische Stoffflussanlyse zur Untersuchung der
vorliegenden rekombinanten S. cerevisiae Stamme genutzt werden. Mit dieser Methodik
konnten beispielsweise bei den S. cerevisiae Stammen AH22ura3 Asdh2 Asdhl ICL1 MLS1
ACS1 und AH22ura3 Asdh2 Aidhl ICL1 MLS1 ACS1, die sowohl den oxidativen Zweig des
Citrat-Zyklus als auch den Glyoxylat-Zyklus zur Succinatbildung nutzen kénnen, der Beitrag
der einzelnen Wege zur Succinatbildung ermittelt werden. Im Vergleich zu Prokaryonten wie
beispielsweise Escherichia coli oder Corynebacterium glutamicum ist die Bestimmung der
intrazellularen Stoffflisse bei eukaryontischen Mikroorganismen wie S. cerevisiae wegen der
Kompartimentierung und der héhere Anzahl an Reaktionen beispielsweise durch Isoenzyme

oder Transporter allerdings deutlich komplexer und aufwendiger (Niklas et al. 2010).
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14 Abkirzungs- und Symbolverzeichnis

Tabelle 14.1: Abkurzungen

Abklrzung Begriff

AAT Aspartat-Aminotransferase

Ace Acetat

ACO Aconitase

ACS Acetyl-CoenzymA-Synthetase
ADH Alkohol-Dehydrogenase

ADP Adenosindiphosphat

AGX Alanin-Glyoxylat-Aminotransferase
ALD Acetaldehyd-Dehydrogenase

ALT Alanin-Transaminase

AMP Adenosinmonophosphat

ATP Adenosintriphosphat

BTM Biotrockenmasse

CER Kohlendioxidbildungsrate (Carbon Evolution Rate)
CIT Citrat-Synthase

CO, Kohlendioxid

CoA Coenzym A

Cytc Cytochrom ¢

E. coli Escherichia coli

EC Energy Charge

Eth Ethanol

FAD Flavinadenindinucleotid (oxidierte Form)
FADH Flavinadenindinucleotid (reduzierte Form)
FRD Fumaratreduktase

FUM Fumarase

G418 Geneticin

GABA y-Aminobuttersdure

GDA Glutamin-Deaminase

GLS Glutaminase

Glt Glutamat

Glu Glucose

Gly Glycerin
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Abklrzung Begriff

GOGAT Glutamat-Synthase

GRAS Generally Recognized As Safe

GS Glutamin-Synthetase

H,O Wasser

His Histidin

HPLC Hochleistungsflissigkeitschromatographie (High Performance Liquid
Chromatography)

ICL Isocitrat-Lyase

IDH NAD"-abhangige Isocitrat-Dehydrogenase

IDP NADP-abhangige Isocitrat-Dehydrogenase

K. lactis Kluveromyces lactis

KGD a-Ketoglutarat-Dehydrogenase

Leu Leucin

LSC Succinyl-CoA-Ligase

MDH Malat-Dehydrogenase

MLS Malat-Synthase

MTP Mikrotiterplatte

n.a. nicht auswertbar

n.d. nicht detektiert

NAD* Nicotinsdureamid-Adenin-Dinukleotid (oxidierte Form)

NAD*-GDH NAD"-abhangige Glutamat-Dehydrogenase

NADH Nicotinsdureamid-Adenin-Dinukleotid (reduzierte Form)

NADP” Nicotinsdureamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat (oxidierte Form)

NADPH Nicotinsdureamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat (reduzierte Form)

NADPH-GDH NADPH-abhangige Glutamat-Dehydrogenase

NH," Ammonium

O, Sauerstoff

oD Optische Dichte

PBS Phosphate buffered saline

PDC Pyruvat-Decarboxylase

PDH Pyruvat-Dehdyrogenase

PEP Phosphoenolpyruvat

P; anorganischem Phosphat

PP; anorganisches Pyrophosphat.

ptsG Phosphotransferasesystem

PYC Pyruvat-Carboxylase
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Abklrzung Begriff
rek rekombinant
rpm Umdrehungen pro Minute (rounds per minute)
S. cerevisiae Saccharomyces cerevisiae
SDH Succinat-Dehydrogenase
Suc Succinat
Suc Succinat
Tet Tetracyclin
tTA transcriptional Transactivator
tTA transcriptional Transaktivitor
uQ Ubichinon
UQH, Ubichinol
Ura Uracil
VE-Wasser vollentsalztes Wasser
wit Wildtyp
YEPD Yeast Extract Peptone Dextrose,
YNB Yeast nitrogen base
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Tabelle 14.2: Symbole

Symbol Begriff Einheit

A, Absorption bei 324 -

b Lange des Lichtwege mm

C e Konzentration der Komponente i im Ablauf gL

Coan Konzentration der Komponente i im Zulauf gL!

Co, Sauerstoffkonzentration im Medium gL

C; Sattigungskonzentration von Sauerstoff im Medium g L™

Cp Konzentration des Produkts gL

Cs Konzentration des limitierenden Substrats gL

Csp Substratkonzentration zu Beginn der gL*
exponentiellen Phase

Cy Biomassekonzentration gL!

Cy o Biomassekonzentration zu Beginn der gL!
exponentiellen Phase

EA, spezifische Enzymaktivitat U gBTM'l

Ecp molarer Extinktionskoeffizient fir Glyoxylat- L mol™* mm™
Phenylhydrazon

fy Korrelationsfaktor zur Umrechnung der optischen gL
Dichte in die Biotrockenmassekonzentration

k Ethanolverdunstungskonstante h*

k. a volumetrischer Stofflibergangskoeffizient fir s*t
Sauerstoff

Kg Sattigungskonstante des limitierenden Substrats gL!

hs; Kohlenstoffgehalt von Produkt i molc mol™

hSi Kohlenstoffgehalt von Substrat i molc mol?

U spezifische Wachstumsrate h*

y7. maximale Wachstumsrate unter nicht limitierenden  h™
Bedingungen

mg konstante Substrataufnahme fiir den g gemm- h?
Erhaltungsstoffwechsel

oD Optische Dichte bei Wellenlange von 660 nm -

OUR Sauerstofffaufnahmerate (oxygen uptake rate) gL*h?
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Symbol Begriff Einheit

OTR Sauerstofftransferrate (oxygen transfer rate) gL'ht

e spezifische Produktbildungsrate ggtht

o} spezifische Aufnahme- oder Bildungsrate der ggtht
Komponente i

Qs spezifische Substrataufnahmerate gg'ht

Qs.m Substrataufnahme fiir den Erhaltungsstoffwechsel gg™* h™

s Substrataufnahme fiir das Zellwachstum gg'ht

Qsp Substrataufnahme fiir die Produktbildung gg'ht

RQ Respiratorischer Koeffizient -

t Zeit h

T Temperatur T

Vo, as Stoffmengenanteile des Kohlendioxids in der Abluft %

Vo, n Stoffmengenanteile des Kohlendioxids in der Zuluft %

Vo, as Stoffmengenanteile des Sauerstoffs in der Abluft %

Yo, én Stoffmengenanteile des Sauerstoffs in der Zuluft %

Y5s Ertragskoeffizient fur die Produktbildung aus gg*
Substrat

Y xio Ertragskoeffizient Biotrockenmasse aus Sauerstoff  ggru g'1

Y% s Ertragskoeffizient fur die Biomassebildung aus getm 9
Substrat

Vo Reaktorvolumen bei Versuchsbeginn L

\}aus Volumenstrom aus dem Reaktor Lht

\}em Volumenstrom in den Reaktor Lh*

O Abluftstrom aus dem Reaktor Lht
V Gas,aus
O Zuluftstrom in den Reaktor Lht
V Gas,ein
V,, Molvolumen idealer Gase L mol*

Ve Reaktorvolumen L
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15 Anhang

15.1 Nomenklatur

Fur viele Gene bzw. Proteine existieren mehrere Bezeichnungen. Die Bezeichnung der
einzelnen Gene und Proteine in dieser Arbeit erfolgt nach der Saccharomyces Genome
Database (http://genome-www.stanford.edu/Saccharomyces).

Wie in der Fachliteratur Ublich sind Gennamen kursiv und in Kleinbuchstaben und Proteine
kursiv und in GroRbuchstaben geschrieben. Dient eine Proteinbezeichung nur als Abkiirzung
fur den gesamten Enzymnamen zum Beispiel bei "IDH" als Abkirzung fir die "NAD-
abhangige Isocitrat-Dehydrogenase” oder "IDP" fiir die "NADP*-abhangige Isocitrat-
Dehydrogenase" wird diese nicht kursiv geschrieben.

Tabelle 15.1 fasst noch die Besonderheiten der biotechnologischen Fachliteratur beziglich

Einheiten zusammen.

Tabelle 15.1: Besonderheiten der biotechnologischen Fachliteratur beziglich Einheiten

g In der biotechnologischen Fachliteratur wird fiir die Bezeichnung einer Masse

Ublicherweise die Einheit Gramm anstelle von Kilogramm verwendet

h In der biotechnologischen Fachliteratur wird fur die Bezeichnung einer Zeit in
den Einheiten von OUR, OTR und q ublicherweise die Einheit Stunde anstelle
von Sekunde verwendet

L Bei Konzentrationen und Volumina ist es Ublich, Liter anstelle von Kubikmeter
zu verwenden. In der biotechnologischen Fachliteratur wird die Einheit Liter
mit groRem L geschrieben, um Verwechslungen mit der Zahl 1 in manchen
Schrifttypen auszuschlieRen.

M In der biotechnologischen Fachliteratur wird fir die Bezeichnung einer
Konzentration gleichwertig die Einheit M (Molaritéat) oder mol L™ verwendet

min In der biotechnologischen Fachliteratur wird fir die Bezeichnung einer Zeit
gleichwertig die Einheit Minute oder Sekunde verwendet

Units In der biotechnologischen Fachliteratur wird fir die Bezeichnung einer
Enzymaktivitdt haufig die Einheit Units verwendet. Die korrekte SI-Einheit

lautet allerdings katal und ist definiert als mol s™.




220 Anhang

15.2 Stammliste

Tabelle 15.2 gibt einen Uberblick lber die beim Projektpartner ORGANOBALANCE GmbH
(Berlin) im Laufe einer iterativen Stammentwicklung konstruieren und in dieser Arbeit
charakterisierten rekombinanten S. cerevisiae Stamme. Die Stdmme in Tabelle 15.2 sind
sortiert nach den Kapiteln, in denen sie erstmals untersucht wurden. Die S. cerevisiae
Stamme wurden auf Basis des Wildtypstammes AH22ura3 (Polakowski et al. 1998), der
auxotroph fur das Nukleotid Uracil (Ura), sowie die Aminoséuren Leucin (Leu) und Histidin
(His) ist, konstruiert. Die SDH-IDH-IDP-Deletionsstamme waren zudem noch auxotroph fur
Glutamat (Glt).

Tabelle 15.2: Rekombinante S. cerevisiae Stamme basierend auf den Grundstamm AH22ura3.

Kapitel Stamm Auxotroph fur G Kurzbezeichnung

His Ura Leu Glt 418 des Stammes

6 wit X X X wt®
wt pFlat3 X X wt?
wt pFlatl pFlat3 X wt?
wt pFlatl pFlat2 pFlat3 X wt?

7 Asdh2 pFlat3 X X Asdh2®
Asdh2 Asdhl pFlat3 X X Asdh2 Asdhl
tTa X X X tTa
tTA sdh2prom::tetOprom X X X tTA sdh2prom::tetOprom
Asdh2 X X X Asdh2”

8 Asdh2 Aidhl pFlat3 X X Asdh2 Aidhl
Asdh2 Asdhl Aidhl pFlat3 X X Asdh2 Asdhl Aidhl
Asdh2 Asdhl Aidhl Aidpl X X X X Asdh2 Asdhl Aidh1 Aidp1°
pFlat2 pFlat3
Asdh2 Asdhl Aidhl Aidpl X X X Asdh2 Asdhl Aidh1 Aidp1©
pFlatl pFlat2 pFlat3

9.1 Asdh2 Asdhl Aidhl Aidpl X X X Asdh2 Asdhl Aidhl Aidpl
pFlatl-ICL1 pFlat2-MLS1 ICL1 MLS1 ACS1
pFlat3-ACS1
Asdh2 Asdhl Aidhl Aidpl X X X Asdh2 Asdhl Aidhl Aidpl
pFlatl-ACS1 pFlat2-KIICL1 ACS1 KIICL1 KIMLS

pFlat3-KIMLS
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Kapitel Stamm

Auxotroph fur G
His Ura Leu GIt 418

Kurzbezeichnung

des Stammes

9.2 Asdh2 Aidhl pFlatl-ICL1 X Asdh2 Aidhl ICL
pFlat3
Asdh2 Aidh1 pFlatl-ICL1 X x  Asdh2 Aidhl ICL1 MLS1
pFlat2-MLS1 pFlat3
Asdh2 Aidhl pFlat3-ACS1 X X Asdh2 Aidhl ACS1
Asdh2 Aidh1 pFlatl-ICL1 X x  Asdh2 Aidhl ICL1 ACS1
pFlat2-ACS1 pFlat3
Asdh2 Aidh1 pFlatl-ICL1 X x  Asdh2 Aidhl ICL1 MLS1
pFlat2-MLS1 pFlat3-ACS1 ACS1
Asdh2 Aidhl pFlatl-AceA X X  Asdh2 Aidhl AceA MLS1
pFlat2-MLS1 pFlat3-ACS1 ACS1

9.3 Asdh2 Asdhl pFlat3-ACS1 X X Asdh2 Asdhl ACS1
Asdh2 Asdh1l pFlatl-ICL1 X Asdh2 Asdhl ICL1 ACS1
pFlat3-ACS1
Asdh2 Asdhl pFlatl-ICL1 X X Asdh2 Asdhl ICL1 MLS1
pFlat2-MLS1 pFlat3-ACS1 ACS1

10 wt pFlat3-HAP4 X X wt HAP4
Asdh2 pFlat3-HAP4 X X Asdh2 HAP4
Asdh2 Aidhl pFlat3-HAP4 X X Asdh2 Aidhl HAP4
Asdh2 Aidh1 pFlatl-ICL1 X Asdh2 Aidhl ICL1 HAP4
pFlat3-HAP4
Asdh2 Asdhl Aidhl X X Asdh2 Asdhl Aidhl HAP4
pFlat3-HAP4

# soweit im Ergebnisteil nicht anders angegeben wurde von diesen vier Stimmen stets der Stamm

S. cerevisiae AH22ura3 wt pFlat3 als Referenz zu den Deletionsstammen eingesetzt.

® S, cerevisiae AH22ura3 Asdh2 wurde ausschlieBlich in Kapitel 7.6 verwendet, ansonsten wurde

S. cerevisiae AH22ura3 Asdh2 pFlat3 verwendet.
¢ S. cerevisiae AH22ura3 Asdh2 Asdh1 Aidhl Aidpl pFlat2 pFlat3 wurde ausschlieRlich in Kapitel 8.6
verwendet, ansonsten wurde S. cerevisiae AH22ura3 Asdh2 Asdhl Aidhl Aidpl pFlatl pFlat2 pFlat3

verwendet.

Durch die verschiedenen Selektionsmarker der Plasmide pFlatl-3 (siehe Tabelle 5.1) sind

bis zu drei parallele Uberexpressionen moglich und es ergeben sich wie Tabelle 15.2

zusammengefasst abhéangig von den jeweiligen Plasmiden des Stammes verschiedene

Auxotrophiemuster und eine bzw. keine Resistenz gegenuber Geneticin (G418).In dieser
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Arbeit wird groRteils bei den Stammnamen zur besseren Ubersichtlichkeit auf die Nennung
der pFlat-Plasmide verzichtet. Diese daraus resultierenden Kurzbezeichnungen sind

ebenfalls in Tabelle 15.2 angegeben.

15.3 Medien, Medienzuséatze und Puffer

An dieser Stelle sind alle Rezepte aller eingesetzten Medien sowie der zugehorigen Zusatze

und des PBS-Puffers zusammengefasst.

PBS-Puffer
Der PBS-Puffer (PBS: Phosphat buffered saline), dessen Zusammensetzung Tabelle 15.3

zeigt, wurde zum Verdunnen der Zellen bei der Bestimmung der Optischen Dichte und zum

Waschen der Zellen beim Uberimpfen aus der Vor- in die Hauptkultur eingesetzt.

Tabelle 15.3: PBS-Puffer, pH 7,4

Komponente Konzentration, g L™

KCI 0,2
KH,PO, 0,24
NaCl 8

Na,HPO, 1,44

Essentielle Zusatze

Aufgrund der Auxotrophien der Stamme muissen den Medien stammabhéangig (siehe Tabelle
15.2) essentielle Zusatze versetzt werden. Diese wurden wie Tabelle 15.4 zusammengestellt
angesetzt, sterilfiltriert und bei 4C gelagert. Le ucin und Uracil I6sten sich nur bei der Zugabe

von Base.

Tabelle 15.4: Medienzusétze

Essentielle Konzentration der Zugabe 6 M NaOH, Endkonzentration
Substanz Stammlésung, g L™ mL L™ im Medium, g L™
Histidin 10 - 0,04
Leucin 100 667 0,4
Uracil 25 67 0,1

Glutamat 250 - 2
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Antibiotika

Geneticin (G418) diente als Selektionsmarker fur das pFlat2. Die Stammlésung wurde auf 50
g L™ angesetzt und sterilfiltriert. Die Arbeitskonzentration im Medium betrug 100 mg L™.

Tetracyclin wurde in Kombination mit dem reprimierbaren Promotor-System eingesetzt. Die
Stammlésung besalR eine Konzentraton von 10 g L™ und wurde sterilfiltiert. Die
Arbeitskonzentrationen im Medium lagen zwischen 1 und 20 mg L. Da Tetracyclin

lichtempfindlich ist, wurde die Tetracyclinlésung lichtgeschitzt aufbewahrt.

Kohlenstoffquellen: Glucose oder Galactose

Als Kohlenstoffquelle wurden Glucose oder Galactose in einer Endkonzentration von 50 g L™
eingesetzt. Die Medium wurden prinzipiell ohne Kohlenstoffquelle autoklaviert und die

Kohlenstoffquelle danach in Form einer 250 g L™ Stammldsung zugesetzt.

YNB-Medium

Das YNB-Medium (YNB: Yeast Nitrogen Base) von Difco (Augsburg) ist ein definiertes
Fertigmedium mit Ammoniumsulfat als Stickstoffquelle. In dieser Arbeit wurde die Version
ohne Aminosauren verwendet (Tabelle 15.5). Der pH-Wert des Mediums wurde mit 10 %
HCl (w/w) auf 6,5 eingestellt. Das Medium wurde aufgrund seiner Hitzelabilitat durch

Filtration sterilisiert.

Tabelle 15.5: YNB-Medium

Grundmedium Konzentration, g Lt
YNB w/o Amino Acids 10
Glucosestammldsung 250 g L™ 200
Struktol J673 (Antischaummittel) 0 oder 0,3*
Histidin-Stamml&ésung 4
Leucin-Stammlésung 4 oder 0°
Uracil-Stammlésung 4 oder 0°
Geneticin-Stammldsung 2 oder Q"
Glutamat-Stammlésung 8 oder 0°

& Zusatz erfolgte nur bei Verwendung des Mediums im Riihrkesselreaktor
b abhangig von den Plasmiden des rekombinanten Stammes

¢ abhangig von den Deletionen des Stammes
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WM8G-Medium

Das Zusammensetzung des WMVIII-Medium nach Lang und Looman 1995, das in dieser
Arbeit als "WMS8G"-Medium bezeichnet wurde, ist in Tabelle 15.6 dargestellt. Die
Stammldsungen an Glucose, Spurenelementen, Vitaminen, essentiellen Substanzen und
das Antischaummittel wurden wie in Tabelle 15.6 gezeigt erst nach dem Autoklavieren dem
Grundmedium zugesetzt. Der pH des WM8G-Mediums wurde auf pH 6,0 eingestellt, da bei

pH 6,5 das Glutamat im Medium ausfiel.

Tabelle 15.6: WM8G-Medium nach Lang und Looman (1995)

Grundmedium Konzentration, g L™
CsHgNNaO, - H,0 10

NH,4CI 2,8
KH,PO, 2

MgSO, - 7 H,0 0,55

MgCl, - 6 H,O 0,25
NH4H,PO, 0,25

CaCl,- 2 H,0O 0,10
Myo-Inositol 0,075
Zusétze nach dem Autoklavieren Konzentration, mL L™
Glucosestammldsung 250 g L™ 200
Spurenelement-Ldsung (Tabelle 4

15.7)

Vitaminlésung (Tabelle 15.8) 4
Antischaummittel Polypropylenglykol 0 oder 0,1
Histidin-Stamml&ésung 4
Leucin-Stammldsung 4 oder 0°
Uracil-Stamml&sung 4 oder 0°
Geneticin-Stammldsung 2 oder Q"
Glutamat-Stammldésung 8 oder O°

& Zusatz erfolgte nur bei Verwendung des Mediums im Riihrkesselreaktor
b abhéangig von den Plasmiden des rekombinanten Stammes

¢ abhangig von den Deletionen des Stammes



Anhang 225

Tabelle 15.7: Spurenelementlésung (250x Konzentrat) fur das WM8G-Medium nach Lang und
Looman (1995)

Spurenelemente Konzentration, mg L™
Natrium EDTA (Titriplex 111) 3722,4
ZnS0O, - 7 H,0O 437,5

FeSO, - 7 H,O 125,0

CuSO, - 5 H,0O 25,0

MnCl, - 4 H,0O 25,0
Na,MoO, - 2 H,0 25,0

Zum Ansetzen der Spurenelementstammléung (Tabelle 15.8) wurde zunéachst eine 10 mM
Ldsung des Chelators EDTA angesetzt und dieser dann die Spurenelemente zugegeben.
Die Spurenelementlésung wurde sterilfiltriert. Bei dem Konzentrat der Vitaminldsung (Tabelle
15.8) muss zum Loésen der Vitamine der pH mit Natronlauge auf 5-6 angehoben werden. Die

Vitaminldsung wurde sterilfiltriert und bei 4C gel agert.

Tabelle 15.8: Vitaminldsung (250x Konzentrat) fir das WM8G-Medium nach Lang und Looman (1995)

Vitamin Konzentration, mg L™

Biotin 0,625

Nicotinsaure 2,50

Thiamin 2,50

Pyridoxin 6,25

Calciumphanthotenat 12,50
WMBSBA-Medium

Das WMBA-Medium ist eine abgewandelte Version des WMVIlI-Medium (Lang und Looman
1995). Um ein Medium ohne eine organische Stickstoffquelle zu erhalten wurde das
Glutamat aquimolar gegen Ammoniumsulfat (entsprechend 3,53 g L) ausgetauscht. Da
nach dem Austausch der Stickstoffquelle die Pufferkapazitat des Mediums zu gering war,
wurde ergdnzend ein 0,4 molarer Kaliumphosphatpuffer zugesetzt. Dieses gut puffernde
definierte Medium, dessen Start-pH durch Zugabe von 4,5 mL L™ 6 M Natronlauge auf 6,5

eingestellt wurde, wurde fir alle Vorkulturen eingesetzt.
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YEPD-Medium

Das YEPD-Medium (YEPD: Yeast Extract Peptone Dextrose) ist das komplexe
Standardmedium fiir S. cerevisiae und wird meist mit 20 g L™ Glucose genutzt. Jedoch
wurde im Laufe dieser Arbeit in allen Medien einheitlich mit 50 g L™ Glucose gearbeitet
(Tabelle 15.9). Der pH des YEPD-Mediums wurde auf pH 6,5 eingestellt.

Da Vorversuche, durchgefiihrt als parallele Satzversuche im Bioreaktorblock mit dem
auxotrophen Wildtypstamm ohne Leerplasmide (S. cerevisiae AH22ura3 wt) kultiviert in
YEPD-Medium mit 50 g L™ Glucose einen Einbruch der Wachstumsrate zeigten nachdem
etwa 60 % der vorgelegten Glucose verbraucht waren (Daten nicht gezeigt), wurde mit Hilfe
von parallelen Satzexperimenten Uracil als limitierende Gr6R3e identifiziert. Daher wurde bei
allen nicht das pFlatl tragenden und somit Uracilauxotrophen Stammen, stets dem

Komplexmedium 0,1 g L™ Uracil zugeben.

Tabelle 15.9: YEPD-Medium

Grundmedium Konzentration, g L™
Pepton aus Casein 20
Hefeextrakt 10

Zuséatze nach dem Autoklavieren Konzentration, mL L™
Glucosestammldsung 250 g L™ 200
Antischaummittel Struktol J633 0,1°

Uracil 4 oder Q"
Geneticin 2 oder Q"

& Zusatz verfolgte nur bei Verwendung des Medium im Riihrkesselreaktor

b abhéangig von den Plasmiden des rekombinanten Stammes

Hoek-Medium

Das definierten Medium nach van Hoek et al. (2000) mit Ammoniumsulfat als Stickstoffquelle
wurde in Kombination mit dem zugehdrigen Zulaufmedium fir Zulaufversuche im
Laborbioreaktor eingesetzt. Neben einem Satzmedium (Tabelle 15.10) beschreiben van
Hoek et al. (2000) auch ein abgestimmtes Zulaufmedium (Tabelle 15.13), das neben Salzen
und der Kohlenstoffquelle Glucose auch Vitamine und Spurenelemente enthalt, um
Limitierungen auch in Hochzelldichtekultivierungen zu vermeiden. Statt Saccharose wie im
Originalrezept wurde Glucose als Kohlenstoffquelle verwendet. Das Medium besitzt einen
Soll-pH von 5 und ist kaum gepuffert. Daher kann es nicht ohne pH-Regelung eingesetzt

werden.
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Die Vitaminldsung (Tabelle 15.12) wurde sterilfilitiert, die Spurenelemetldsung (Tabelle

15.11) autoklaviert.

Tabelle 15.10: Hoek-Medium (van Hoek et al. 2000)

Grundmedium

Konzentration, g L™

(NH4)2S04
KH,PO,
MgSO,
ZnS0O,

15

0,4

Zuséatze nach dem Autoklavieren

Konzentration, mL L*

Glucosestammldsung 250 g L™
Spurenelementlésung (Tabelle 15.7)
Vitaminldsung (Tabelle 15.12)
Struktol J673 (Antischaummittel)
Histidin-Stammldsung
Leucin-StammIdsung
Uracil-Stammldsung
Glutamat-Stammldsung

Geneticin-Stammldsung

200

40

12

0,3

4
4 oder 0°
4 oder 0°
8 oder 0°
2 oder 0%

 abhangig von den Plasmiden des rekombinanten Stammes

b abhangig von den Deletionen des Stammes

Tabelle 15.11: Spurenelementlésung (25-faches Konzentrat) fur das Hoek-Medium (van Hoek et al.

2000)

Spurenelemente

Konzentration, g L™

EDTA
ZnS0O,
MnCl,
CuSO,
CoCl,
Na,MoO,
CacCl,
FeSO,

3,75
1,44
0,08
0,125
0,118
0,12
0,725
0,7
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Die Stammldsungen von Glucose, Spurenelementen, Vitaminen und das Antischaummittel
Struktol J673 wurden nach dem Autoklavieren dem Grundmedium zugesetzt. Essentielle
Substanzen und das Antibiotikum Geneticin wurden dem Hoek-Medium (Tabelle 15.10)

abhéngig vom Stamm in den in Tabelle 5.1 angegeben Konzentrationen zugesetzt.

Tabelle 15.12: Vitaminldésung (83,3-faches Konzentrat) fir das Hoek-Medium (van Hoek et al. 2000)

Vitamine Konzentration, g L™
Biotin 0,05
Calcium-Pantothenat 1,0
Nicotinsaure 1,0
Myo-inositol 25,0
Thiamin-Hydrochlorid 1,0
Pyridoxin-Hydrochlorid 1,0
p-Aminobenzoesaure 0,2

Tabelle 15.13: Zulaufmedium nach van Hoek et al. 2000

Komponente Konzentration, g L™
Glucose 500

KH,PO, 9

MgSO, 2,5

K>SO, 3,5

Na,SO, 0,28

ZnS0O, 0,4

Zusatze nach dem Autoklavieren Konzentration, mL L™
Spurenelementlésung (Tabelle 15.7) 40
Vitaminldsung (Tabelle 15.12) 12

Das Zulaufmedium nach Tabelle 15.13 wurde stets % verdlUnnt eingesetzt, enthielt also
250 g L™ Glucose.
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15.4 HPLC-Methodik

Uber die HPLC (Tabelle 15.14) wurden mit den in Tabelle 15.15 angegebenen Bedingungen
die Konzentrationen an Succinat, Acetat, Glycerin und Ethanol sowie Glucose oder

Galactose im Kulturiiberstand bestimmt.

Tabelle 15.14: HPLC-System

Komponente Typ / Version Hersteller
Autosampler Midas Cool Spark
Manager Smartline 5000 Knauer

Ofen Jet Stream Knauer
Pumpe Smartline 1000 Knauer
RI-Detektor Smartline 2300 Knauer
UV/VIS-Detektor LC 295 Perkin Elmer
Vorsaule Micro-Guard Cation H Cartidge (125-0129) Bio-Rad
Trennsaule Aminex HPX-87H Column, 300x7,8 mm (125-0140) Bio-Rad
Software Chromgate 3.1 Knauer

Tabelle 15.15: HPLC-Methode

Parameter Wert

Autosamplertemperatur 4T

Ofentemperatur 50 C
Laufmittel 5 mM H,SO,
Flussrate 0,7 mL min?
Injektionsvolumen 20 uL
Messdauer 30 min

UV/VIS-Detektor 210 nm
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15.5 Glutamat-Bestimmung

Die Bestimmung der Glutamatkonzentration erfolgte photometrisch bei 492 nm mit einem
enzymatischen Test (Nr. 10139092035) der Firma R-Biopharm (Darmstadt, Deutschland).

Der Test beruht darauf, dass L-Glutaminsaure bzw. L-Glutamat mit NAD" durch das Enzym
Glutamat-Dehydrogenase oxidativ unter Bildung von NADH zu a-Ketoglutarat desaminiert
wird. Das dabei gebildete NADH setzt lodnitrotetrazoliumchlorid in Gegenwart des Enzyms
Diaphorase von zu einem Formazan um, dessen Bildung bei 492 nm mittels eines
Photometers gemessen werden kann. Das Gleichgewicht der von der Glutamat-
Dehydrogenase katalysierten Reaktion liegt auf der Seite von L-Glutamat und wird durch das
Abfangen des gebildeten NADH mit lodnitrotetrazoliumchlorid auf die Seite von a-

Ketoglutarat verschoben.

Tabelle 15.16: Pipettierschema fir die Glutamatbestimmung

Ldsung Komponte Volumen, pL

Losung 1 Kaliumphosphat/Triethanolamin-Puffer, pH 8,6, 60
Triton X-100

Losung 2 Losung mit Diaphorase und NAD* 20

Losung 3 lodnitrotetrazoliumchlorid-Lésung 20

VE 153

Probe 20

Hierfir wurden nach dem in Tabelle 15.16 angegebenen Pipettierschema Lésungen in einer
Flachboden-Mikrotiterplatte zusammenpipettiert und nach 2 min die Extinktion (E1)
gemessen. Die Messung wurde nach der Testvorschift des Herstellers wiederholt bis
Extinktionsdnderung kleiner als 0,005 - 0,010 waren. Dann wurden 30 pL einer 1/10
Verdinnung von Ldsung 4 (Glutamat-Dehydrogenase-Ldsung) zugeben, gemischt und der
Stillstand der Reaktion abgewartet (15-30 min). Hierduch ergab sich die Extinktion E2. Nach
Zugabe von lodnitrotetrazoliumchlorid (Losung 3) ist das Reaktionssystem lichtempfindlich,
weshalb die Inkubationsschrite stets im Dunklen erfolgten. Die Extinktionsdifferenzen wurden

nach Gleichung 15.1 berechnet.

AE=(E, “E)pme — (Es = E1) Leorvert Gleichung 15.1

Fur den Leerwert wurde statt Probe VE-Wasser zugegeben.
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15.6 Isocitrat-Lyaseaktivitatstest

Die photometrische Bestimmung der Isocitratlyase-Aktivitat erfolgte mit dem in Tabelle 15.17
beschreiben Ansatz und basiert auf der Methode von Dixon und Kornberg 1959. Diese
wurde nach Forster (2006) modifiziert. Die Isocitrat-Lyase katalysiert die Spaltung von
Isocitrat zu Glyoxylat und Succinat. Glyoxylat reagiert mit Phenylhydrazin zu Glyoxylat-

Phenylhydrazon dessen Bildung bei 324 nm verfolgt werden kann.

Tabelle 15.17: Lésungen und Pipetierschema zur Bestimmung der Isocitratlyase-Aktivitat

Komponente Konzentration der Volumen, uL

Stammldsung, mM

Tris-HCI, pH 7,0 100 800
MgCI2 5 150
Cystein-HCI 20 150
D,L-Na-Isocitrat 16,7 150
Phenylhydrazin-HCI 33 150
Probe in Aufschlusspuffer - 100

Die Zellen wurden zunéchst abzentrifugiert (10 min, 4500 min™, 4 C) und das Zellpellet mit
1 mL eiskaltem Aufschlusspuffer (Tabelle 15.18) gewaschen und anschlieRend in 1 mL
eiskaltem Aufschlusspuffer resuspendiert. Das abzuzentrifugierende Probenvolumen wurde
so gewahlt, dass die Biomassekonzentration nach dem Resuspendieren bei etwa 10 g L*

lag.

Tabelle 15.18: Aufschlusspuffer zur Bestimmung der Isocitratlyase-Aktivitat

Komponente Konzentration, mM
Tris-HCI, pH 7,0 100
MgCl, 5
Phenylmethylsulfonylfluorid 0,25

Der Zellaufschluss erfolgte mechanisch in einer Schwingarmmuhle fir 10 Minuten bei einer
Schiittelfrequenz von 1800 min™ in auf 4 vorgekiihlten 2 mL Eppendorf-Reaktionsge faRken
mit 1 mL Glasperlen (Durchmesser 0,25-0,5 mm) und vorgekihlten Proben. Nach dem
Aufschluss erfolgte die Abtrennung der Zelltrimmer und Glasperlen durch Zentrifugation
(5 min, 10000 min™, 4 ).
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Die Bestimmung der Isocitratlyase-Aktivitat erfolgte direkt nach dem Aufschluss mit dem in
Tabelle 15.17 zusammengefassten Ansatz photometrisch im UV-VIS-Photometer bei 324 nm
und Raumtemperatur fir 10 min in UV-geeigneten Kivetten.

Die Berechnung der spezifischen Aktivitat erfolgte aus der linearen Anderung der Absorption
unter Verwendung des Lambert-Beer'schen-Gesetzes nach Gleichung 15.2. Die spezifische
Enzymaktivitdt wird dblicherweise in der Einheit Units (U) angegeben. Ein Unit ist dabei
definiert als diejenige Enzymmenge, die unter den angegebenen Bedingungen 1 pmol

Substrat pro Minute umsetzt.

EAX - A'A324 D VR

Gleichung 15.2
A bl ¥, &, J

mit EA, spezifische Enzymaktivitat, U gsrw™

DAy,

At Anderung der Absorption bei 324 nm uber die Zeit, min™

V,  Reaktionsvolumen, pL
(hier: 1500 pL)
Vy Volumen an Zellextrakt, puL
(hier: 100 pL)
b Léange des Lichtwege, mm
(hier: 10 mm)
Es  Mmolarer Extinktionskoeffizient fur Glyoxylat-Phenylhydrazon, L mol™ mm™
(17 000 L mol™ mm™ bei 324 nm)

Cy eingesetzte Biomassekonzentration zur Gewinnung des Zellextrakts, ggtm Lt

Zeigte sich bei sehr hohen Enzymaktivitaten keine Linearitéat der Messwerte mehr, erfolgte
eine Verdinnung der Probe im Aufschlusspuffer. Der Aufschlusspuffer diente auch als

Blindprobe.
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15.7 LC-MS-Methodik

Die Bestimmung von AMP, ADP, ATP, NAD" und NADH im Zellextrakt erfolgte mittels LC-
MS (Tabelle 15.19) nach der von Luo et al. (2007) beschriebenen Methode die nach Link
(2009) adaptiert wurde (Tabelle 15.20).

Tabelle 15.19: LC-MS-System

Komponente Typ / Version Hersteller

Autosampler AS 1000 Thermo Spectronic, Dreieich

Entgaser D 1100 Thermo Spectronic, Dreieich

Pumpe P 1100 Thermo Spectronic, Dreieich

Vorsaule Security Guard Catridges C18 Aq Phenomenex, Aschaffenburg
4 x 2,00 mm

Trennsaule Synergi 4y Hydro-RP (C18) Phenomenex, Aschaffenburg
150mm 2.1mm 1.D., 80 A

ESI LCQ-Advantage ion trap MS Thermo Spectronic, Dreieich

Massenspektrometer

Stickstoffgenerator ESP 2 DWT, Essen

Software Xcalibur 1.2 Thermo Finnigan

Tabelle 15.20: Standard-Betriebsparameter der LC-MS-Anlage

Parameter Wert
Autosamplertemperatur 4C
Saulentemperatur 35C

Laufmittel A

Laufmittel B

Gradientenprofil

Flussrate der Chromatographie
Schutzgas

"Damping Gas"
Injektionsvolumen
ESI-Parameter

MeRdauer

10 mM Tributylaminlésung, deren pH mit 15 mM

Essigsaure pH 4,95 eingestellt war

Methanol
Tabelle 15.21
0,2 mL-min*
Stickstoff
Helium 6.0
20 pL
Tabelle 15.22
80 min
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Tabelle 15.21: LC-MS-Gradientenprofil nach Luo et al. 2007

Zeit, min Laufmittel A, % v/v Laufmittel B, % v/v
0,1 100 0
15,0 100 0
25,0 80 20
55,0 80 20
60,0 65 35
65,0 65 35
70,0 40 60
75,0 40 60
75,1 10 90
80,0 10 90
Tabelle 15.22: ESI-Parameter
Segmentl  Segment  Segment

2 3
Time 0-32 min 32-62 min  62-80 min
Capillary Termperatur, T 330 290 350
ACC on on on
Sheath Gas Flow, - 53 53 60
Aux Gas Flow, - 31 31 20
Source Voltage, kV 3 2,6 2,5
Cappilary Voltage, V -15 -5 -21
Tube Lens Offset, V -4 -14,2 0
Multipole RF Amplifier, Vp-p 400 400 400
Multipole 1 Offset, V 7 7 3
Multipole 2 Offset, V 9,5 9,5 9,5
Inter Multiole Lens Voltage, V 17,4 17,4 14
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15.8 Ruhrkesselreaktoren

Tabelle 15.23: Einzelkomponenten des mL-Reaktorsystems

Gerate

Hersteller

150 L Vorratsbehalter und
Abwasserbehalter

MULTIstar 400 W

Heizbad Gefal3 Haake W15 mit Thermostat
Haake C 10

thermischer Massendurchflussregler
Brooks 5850S

Bioreaktorblock mit Sterilgasabdeckung
und Ruhrer

Optosensorik (MultiChannel Reader for pH
and oxygen)

Mini-Reaktor HTBD

Genesis Workstation 150

Schubert Kunststoff GmbH, Miinchen

Fryka Kaltetechnik GmbH, Esslingen

Thermo Fisher Scientific GmbH, Dreieich

Westphal Mess-und
Regeltechnik GmbH, Ottobrunn

2mag, Minchen

PreSens Precision Sensing GmbH,
Regensburg
PreSens Precision Sensing GmbH,
Regensburg

Tecan Deutschland GmbH, Crailsheim

Software

Hersteller

Gemini 3.40 SP2

fedbatch XP 1.0.213
fed-batchXP Server 1.0.21
MTP-Photometer Fluostar Galaxy
MTP-Waschstation Columbus
Fluostar 4.31

Tecan Deutschland GmbH, Crailsheim)
DASGIP AG, Jiilich

DASGIP AG, Jilich

BMG Laboratories, Offenburg

Tecan

BMG Laboratories, Offenburg
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Tabelle 15.24: Labfors Klein-Fermenter-System inklusive Peripheriegeréate

Gerate

Hersteller

Kontrolleinheit

Reaktorgefal? mit Glasdoppelmantel zur Temperierung
(Totalvolumen 2 L, Arbeitsvolumen 0,5-1,5 L), Schikanenkorb
mit 3 Stromungsbrechern, 2 6-Blattscheibenrihrer,
mechanische Gleitringdichtung, Obenantrieb, Begasung tber
Begasungsrohr geregelt durch einen
Massendurchflussmesser

Software Iris-NT Pro Version 4.11

pH-Elektrode HA405-DPA-SC-S8

pO2-Sensor InPro 6000

Reaktorwaage QC35EDE-S

Abgasanalytik EasyLine

Gasanalysator: Exhaust Gas Analyzer Easy Line IR
Messgasfdrdereinheit: Sample Gas Delivery Unit Advance
SCC-F

Messgaskuhler : Sample Gas Cooler Advance SCC-C
Peristaltische Zulaufpumpe BVP Standard mit Pumpenkopf
Masterflex Easy-Load MF 0313/738

Pumpenschlauch: Marprene, 1,6 mm Innen-Durchmesser, 1,6
mm Wanddicke (Watson-Marlow, Rommerskirchen)
Zulaufwaage 16800-D2

Infors, Einsbach

Infors, Einsbach

Infors, Einsbach
Mettler-Toledo, Giessen
Mettler-Toledo, Giessen
Sartorius, Gottingen
ABB, Frankfurt

Ismatech
Laboratoriumstechnik,
Wertheim-Mondfeld

Sartorius, Gottingen
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15.9 Allgemeine Gerate und Materialen

Tabelle 15.25: Allgemeine Laborgerate

Gerate

Hersteller

Analytische Waage Explorer 10 mg - 210 g
Analytische Waage Explorer 5 g - 32 kg
Autoklav / Systec 5075 ELV
Einstrahlphotospektrometer Spectronic Genesys
20

pH-Einstabmesskette N 6000 A
pH-Elektrode BlueLine 14 pH

pH-Meter CG 843

Reagenzglasschiittler Reax Top
Schuttelinkubator Multitron
Schwingarmmuhle MM200
Standzentrifuge Rotixa 50 RS
Thermomixer Comfort

Tischzentrifuge Mikro 20

Trockenschrank E 28

Mikropipetten 10 pL, 200 pL, 1000 pL und 10 mL
Transferpette S

Kihlzentrifuge Biofuge Stratos

Photometer Genesys 20

Ultraschallbad Ultrasonic cleaner
Ultra-Kryomat K9OW

MTP-Photometer Infinite M200

Ohaus, Giel3en
Ohaus, Giel3en
Systec, Wettenberg

Thermo Electron, Dreieich

Schott, Mainz
Schott, Mainz
Schott, Mainz
Heidolph Instruments, Schwabach
Infors, Einsbach
Retsch, Haan
Hettich, Tuttlingen
Eppendorf, Hamburg
Hettich, Tuttlingen
Binder, Tuttlingen
Brand, Wertheim

Kendro-Heraeus, Langenselbold
Thermo Spectronic, Erlangen
VWR, Darmstadt

MGW Lauda, Lauda-Kdnigshofen
Tecan Deutschland GmbH,

Crailsheim
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Tabelle 15.26: Chemikalien

Reagenz Artikelnummer Hersteller
4-Aminobenzoesaure 8.22312.0250 Merck
Adenosin-5'-Diphosphat A-2754 Sigma
Adenosin-5'-Monophosphat A-1752 Sigma
Adenosin-5'-Triphosphat-Dinatriumsalz A-2,620-9 Sigma
Ammoniak 1.05426.2500 Merck
Ammoniumchlorid 1.01145.0500 Merck
Ammoniumdihydrogenphosphat 1.01126.0500 Merck
Ammoniumsulfat 3746.1 Roth
Bernsteinsaure Dinatriumsalz-Hexahydrat 3195.1 Roth
Biotin 3822.2 Roth
Calciumchlorid-Dihydrat 1.02382.0500 Merck
Calcium-D(+)-panthotenat 3812.1 Roth
Chemikalie Produktnummer Hersteller
Cobalt(lll)chlorid-Hexahydrat 1.02539.0250 Merck
D(+)-Galactose 4987.2 Roth
D(+)-Glucose-Monohydrat 6780.2 Roth
Dikaliumhydrogenphosphat 1.05104.1000 Merck
Dikaliumhydrogenphosphat-Trihydrat 419A863899 Merck
DL-Isocitrat-Trinatriumsalz 11252-1G Sigma
Eisensulfat-Heptahydrat 1.03965.0500 Merck
Essigsaure

Ethanol 1.00983.1011 Merck
Geneticinsulfat G-418 11811 Gibco
Glycerin 8.18709.9025 Merck
Hefeextrakt 2363.2 Roth
Kaliumchlorid 6781.3 Roth
Kaliumdihydrogenphosphat 3904.3 Roth
Kaliumsulfat 1.05153.0500 Merck
Kupfersulfat-Pentahydrat 1.02790.0250 Merck
L-Histidin 3852.3 Roth
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Reagenz Artikelnummer Hersteller
L-Leucin 3984.3 Roth
Magnesiumchlorid-Hexahydrat 1.05833.1000 Merck
Magnesiumsulfat-Heptahydrat P027.3 Roth
Manganchlorid-Tetrahydrat 1.05927.0100 Merck
Methanol Roth 7342.1
Myo-Inositol 4071 Calbiochem
NAD 127965 Roche
NADH 107735 Roche
Natriumacetat-Trihydrat 6779.2 Roth
Natriumchlorid 1.06404.5000 Merck
Natrium-EDTA (Triplex III) 1.59294.0025 Merck
Natriumglutamat-Monohydrat 1.06445.1000 Merck
Natriumglyoxylat-Monohydrat 022962 Sigma Aldrich
Natriumhydroxid 9356.2 Roth
Natriummolybdat-Dihydrat 1.06521.0250 Merck
Natriumsulfat 8.22286.1000 Merck
Nicotinsaure 1.06817.0100 Merck
Ortho-Phosphorséaure, 84 % 1.00563.1000 Merck
Pepton aus Casein 8986.1 Roth
Polypropylenglykol PPG 20,233-9 Sigma Aldrich
Pyridoxin-Hydrochlorid T914.2 Roth
Salzsaure 4625.2 Roth
Schwefelséure Merck 1.00731.1000
Struktol J 633 J 633 Schill + Seilacher
Struktol J 673 J 673 Schill + Seilacher
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Tabelle 15.27: Verbrauchsmaterialien
Verbrauchsmaterial Typ Hersteller
96-Well-Filterplatten 516-6896 VWR
Abluftfilter Labfors Satobran 300 2 pm Watson-Marlow
Aludeckel fur Probenflaschchen HPLC 548-0010 VWR

Deckglaser

Einwegkuvetten
Falcon-Réhrchen

Glasperlen

Mikrotiterplatte

Mikrotiterplatte Deepwell, 8 Streifen
Mikrotiterplatte U-Form
Probenflaschchen HPLC 1,5 mL
Spritzenfilter

Spritzenfilter

UV-Kulvetten

Zuluftfilter

24x50 mm
Halbmikro

15 mL, 50 mL
A553.1

Deepwell, 8 Streifen
04.072.0380
734-2080

548-0004

0,2 pum, 25 mm, PET
SPARTAN 13/0,2 RC
Mikro (759200)
Midisart 2 pm

Marienfeld Superior
A. Hartenstein
Nunc

Roth

Nunc

Nunc

Nunc

VWR

Roth

Schleicher & Schuell
Brand

Watson-Marlow




