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Nadelformige Kristalle der
Ny-Acetyl-diaminobuttersdure
(ADABA)

Salz ist unter allen Edelsteinen, die uns die Erde schenkt, der

CKostbarste.
Justus von Liebig (1803-1873)

QRichte daher deinen Sinn auf das Salz und beschdftige
dich nicht mit anderen CDingen.

Rosarium Philosophorum, 1550

H. elongata, mikroskopiert
in der stationdren Phase,
demonstriert
eindrucksvoll den
namensgebenden
Pleomorphismus
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| Einleitung

I Einleitung

1 Extremophile Organismen

»,Everything is everywhere, but, the environment selects”. Diese als Bass-Becking-Hypothese
bekannt gewordene Aussage des niederlandischen Botanikers Lourens G. M. Baas Becking
(1895-1963) inspiriert noch heute insbesondere Mikrobiologen weltweit. Die erste Halfte dieses
Satzes (,Alles is overal..”) geht laut Bass Becking auf die Arbeit des niederlandischen
Mikrobiologen Martinus W. Beijerinck zuriick und wurde von Bass Becking um die wichtige
zweite Halfte (..maar het milieu selecteert.”) ergdanzt. Kernaussage ist die geographische
Verteilung insbesondere von Mikroorganismen auf der Erde in Abhangigkeit von dem
vorherrschenden Selektionsdruck im entsprechenden Lebensraum (de Wit und Bouvier 2006;

Quispel 1998).

Tatsachlich bietet der Planet Erde einige Habitate, deren Besiedlung hohe Anspriiche an den
Metabolismus eines Organismus stellt, und in denen sich aufgrund dieses Selektionsdrucks nur
Spezialisten ansiedeln kénnen. Aus menschlicher Sicht gibt es im Allgemeinen Einigkeit dariber,
wie die ,normale” Umwelt fiir Lebewesen gestaltet ist: Temperaturen zwischen 4 °C und 40 °C,
ein pH-Wert von 5,0 - 8,5 und eine Salinitat, die sich innerhalb der Grenzen von StiBwasser und
Meerwasser befindet (Kristjansson und Hreggvidsson 1995). Jedoch trifft man haufig auf
Standorte, deren abiotische Faktoren sich deutlich jenseits dieser Norm bewegen. Darunter
fallen beispielsweise das ewige Eis der arktischen Regionen, heife Quellen wie im Yellowstone
National Park, die Tiefsee mit den dort herrschenden hohen Driicken, Solfataren und ihre
sauren Boden, Karbonatquellen mit entsprechend hohen pH-Werten sowie Salzseen, um nur
einige zu nennen. Neben diesen natilirlichen Habitaten wurden durch den Menschen weitere
Lebensrdaume geschaffen, die spezielle Anpassungsstrategien erfordern, wie z.B.

Salzgewinnungsanlagen, Erzlaugungshalden oder auch Heizungsanlagen.

Wahrend die ersten Funde mikrobiellen Lebens in diesen extremen Habitaten einer
wissenschaftlichen Sensation gleichkamen, ist die Erforschung dieser speziellen Organismen
heute ein groRer Teilbereich der Mikrobiologie, und in Hinblick auf ihre Lebensraume werden
diese Mikroorganismen als Extremophile bezeichnet. Je mehr Extremophile identifiziert
wurden, desto sinnvoller erschien eine Einteilung in verschiedene Gruppen. So unterscheidet

man heute eine Vielzahl Extremophiler anhand ihrer Wachstumsbedingungen, wobei meist der
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| Einleitung

abiotische Faktor ausschlaggebend ist, der sich am weitesten von den Normbedingungen

entfernt.

Angesichts des Faktors ,Temperatur” grenzt man von den mesophilen Organismen (Topt= 37 °C)
die Psychrophilen (T,,: < 15 °C) sowie die Thermophilen (T, > 50 °C) ab. Mit der Entdeckung
der Hyperthermophilen (T,,: > 80 °C) wurde die Temperaturgrenze fiir mikrobielles Leben sogar
noch weiter nach oben korrigiert (Morozkina et al. 2010). Ein weiterer abiotischer Faktor mit
groRer Bedeutung fiir biologische Prozesse ist der pH-Wert der Umgebung, hier kennt man
neben den neutrophilen Organismen (Optimum pH 6 - 8) die Acidophilen (Optimum pH < 2)
sowie die Alkaliphilen (Optimum pH > 9) (Morozkina et al. 2010). Organismen der Tiefsee
mussen an hohe Dricke angepasst sein, so kennt man Piezophile, auch als Barophile
bezeichnet, die Driicke von 100-200 MPa fiir ihr Wachstum bendtigen (Abe und Horikoshi 2001;
Kato und Bartlett 1997).

Als Baas Becking seine Hypothese , Everything is everywhere, but, the environment selects.”
formulierte, beschaftigte sich seine Forschung mit Salzseen, den Habitaten einer weiteren
Gruppe Extremophiler: den Halophilen. Diesen Organismen soll im Weiteren ein eigenes
Kapitel gewidmet werden. Bevor jedoch die halophilen, also salzliebenden, Organismen im
Detail vorgestellt werden, sollte erwdahnt werden, dass die oben vorgestellte klare Unterteilung
der Extremophilen natirlich nicht ausreicht, um den komplexen Selektionsdruck der Natur
widerzuspiegeln. Kiirzlich wurde der Begriff der Extremophilen um den der Poly-Extremophilen
erweitert, um der Tatsache Rechnung zu tragen, dass viele Lebensraume eine Kombination
extremer abiotischer Faktoren bieten (Bowers et al. 2009). So enthalt die Gruppe der Poly-
Extremophilen einige Organismen, die gleichzeitig als alkaliphil, thermophil und halophil

bezeichnet werden missen.

2 Halophile Mikroorganismen
Der Begriff ,halophil“ leitet sich aus dem Griechischen ab und steht fur ,Salz liebend”. Er
bezeichnet Organismen, die in Umgebungen hoher Salzkonzentration wachsen, also in einer

Umgebung, die ohne spezielle Anpassung als lebensfeindlich gelten muss.

In Abhangigkeit von der Salzkonzentration, unter der optimales Wachstum zu beobachten ist,
werden verschiedene Gruppen Halophiler unterschieden: Leicht Halophile, wie marine
Bakterien, haben ihr Optimum im Bereich 0,2 -0,5M NaCl, moderat Halophile im Bereich

0,5-2,5M NaCl und extrem Halophile wachsen noch bis in den Sattigungsbereich (2,5-5,2 M
2
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NaCl). Aber auch unter den nicht halophilen Organismen, die ihr optimales Wachstum bei unter
0,2 M NaCl zeigen, finden sich Vertreter, die zwar kein Salz bendtigen, aber dennoch hohere
Konzentrationen tolerieren kénnen. Diese Organismen werden als halotolerant bezeichnet

(Kushner 1985).

2.1 Lebensriume und Problematik der hyperosmolaren Lebensraume

Bereits Meerwasser mit einem Salzgehalt von vergleichbar niedrigen 3,5 % (w/v) stellt ein
Habitat mit erhohter Osmolaritat dar, und bedenkt man, dass rund 70 % der Erdoberflache von
Salzwasser bedeckt sind, wird deutlich, wie allgegenwartig Lebensrdaume fir Halophile

anzutreffen sind.

Die bekanntesten Biotope fiir Halophile sind sicherlich der ,Great Salt Lake” im Norden Utahs
der USA mit bis zu 33,3 % Salzgehalt, und das Tote Meer mit bis zu 34 % Salzgehalt (Oren
2006a; Gilmour 1990; Grant 1991). Solche hochsalinen Habitate entstehen meistens, wenn die
Verdunstungsrate die Frischwasserzufuhr durch Regen oder FluReinspeisung Ubersteigt. Nach
demselben Prinzip schafft der Mensch weitere kiinstliche Habitate, beispielsweise durch die
Anlage von Salinen zur Salzgewinnung oder durch die Verwendung von Salz zur Konservierung

von Lebensmitteln.

Die Beispiele ,,Great Salt Lake” und Totes Meer zeigen deutlich, dass hypersaline Habitate sich
stark in ihrer Zusammensetzung unterscheiden kénnen. Wahrend der ,,Great Salt Lake” einen
leicht alkalischen pH aufweist (pH 7,7) und eine niedrige Ca’*-Konzentration mit einer hdheren
Mg2+—Konzentration kombiniert, liegt der pH-Wert des Toten Meeres leicht im Sauren
(pH 5,9 - 6,3) und die Konzentrationen von Ca®* und Mg** liegen hier mit 0,4 M und 1,8 M beide
sehr hoch (Grant 1991; Oren 1988). So werden die Eigenschaften eines hypersalinen Habitats
zwar in erster Linie Uber den Salzgehalt definiert, der meist mit der NaCl-Konzentration
gleichgesetzt wird, da NaCl normalerweise den Hauptanteil des Salzes ausmacht. Nicht
vergessen werden sollte allerdings, dass auch die lonenzusammensetzung eine wichtige Rolle

bei der Charakterisierung eines Habitats spielt.

Doch vor welche Probleme stellt ein hypersalines Habitat einen Mikroorganismus?
Kernproblem ist die hohe lonenstirke der Umgebung, die gleichzeitig eine niedrige
Wasseraktivitat mit sich bringt. Die Lipidmembran, von der Bakterien umgeben sind, ist fir
lonen impermeabel und die Transportprozesse liber die Membran, an denen lonen beteiligt

sind, sind streng reguliert. Somit ist eine Kontrolle der intrazelluldren lonenkonzentrationen
3
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auch in halophilen Mikroorganismen gewahrleistet (van de Vossenberg et al. 1999; Oren
2006b). Fiir Wasser jedoch ist die Zellmembran permeabel (Bovell et al. 1963), weshalb eine
bakterielle Zelle in hyperosmotischer Umgebung nach dem naturwissenschaftlichen Gesetz der
Osmose Gefahr lauft, Wasser zu verlieren. Eine solche Dehydration, die von bakteriellen Zellen
nicht durch aktiven Wassertransport ausgeglichen werden kann, wiirde zum einen den
gesamten Zellmetabolismus zum Erliegen bringen, zum anderen aber auch den zum Wachstum

bendtigten Zellturgor beeintrachtigen (Brown 1990; RoeRler und Miller 2001).

Fiir die bakterielle Zelle besteht somit die Notwendigkeit, das intrazellulare Milieu zumindest
isoosmotisch zur Umgebung zu halten, wenn nicht sogar hyperosmotisch, um den Turgor
aufrecht zu erhalten (Oren 2006b). Um dies zu erreichen haben sich bei halophilen und
halotoleranten Organismen zwei sehr unterschiedliche Strategien entwickelt, die im folgenden

Kapitel vorgestellt werden sollen.

2.2 Anpassungsstrategien halophiler Organismen

2.2.1 »Salt-in-cytoplasm“-Strategie

Eine in der Natur realisierte Moglichkeit, den durch die hohe lonenkonzentration der
Umgebung ausgeldsten osmotischen Stress auszugleichen, stellt die Akkumulation
anorganischer lonen im Cytoplasma der Zelle dar. Hierdurch kann das Zellmilieu isoosmotisch
bis leicht hyperosmotisch zur Umgebung gehalten werden. Diese als ,salt-in-cytoplasm®-
Strategie oder einfach nur ,salt-in“-Strategie bezeichnete Anpassung findet sich bei aeroben
Archaea der Gruppe Halobacteriales sowie bei anaeroben Bacteria der Gruppe
Haloanaerobiales (Oren 2006b). Mit Salinibacter ruber wurde erstmals ein obligat aerober
extrem halophiler Vertreter der Bacteria beschrieben, der diese Anpassungsstrategie nutzt

(Oren und Mana 2002).

In den meisten bekannten Fillen findet sich K™ als dominantes akkumuliertes Kation, als
Gegenion dient das Anion CI. Diese anorganischen lonen konnen im Cytoplasma molare
Konzentrationen erreichen. Aus diesem Grund bedarf es weitreichender Anpassungen der

zelluldren Enzyme, um den Metabolismus aufrecht zu erhalten.

So konnte bislang gezeigt werden, dass Proteine der Halobacteriales typischerweise einen

hohen Gehalt an sauren Aminosauren aufweisen und nur wenige basische und hydrophobe
4
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Aminosauren enthalten (Dennis und Shimmin 1997; Lanyi 1974; Oren und Mana 2002).
Proteine mit diesen Charakteristika werden auch als halophile Proteine bezeichnet. Die
negative Ladung erhoht die Loslichkeit und Flexibilitdt dieser Proteine unter
Hochsalzbedingungen, die bei nicht-halophilen Proteinen Aggregation auslésen wirden
(Mevarech et al. 2000). Zudem kodnnen Salzbriicken zwischen sauren Aminosaureresten und
strategisch platzierten basischen Resten die Proteinstruktur stabilisieren (Dennis und Shimmin
1997). Jedoch machen diese Anpassungen halophiler Proteine eine kontinuierlich hohe
lonenkonzentration erforderlich, denn in einer Umgebung mit niedriger lonenstarke tendieren
halophile Proteine aufgrund der hohen Ladungsdichte und AbstoRungsreaktionen zum

Denaturieren (Dennis und Shimmin 1997).

Aufgrund der erforderlichen Anpassung des zellularen Apparates ist die ,salt-in“-Strategie
somit sehr unflexibel gegenliber schwankenden Salinitdten des AuBenmediums, da flir das
Aufrechterhalten des Zellmetabolismus eine kontinuierlich hoch bleibende lonenkonzentration

bendtigt wird.

2.2.2 »Compatible-solute“-Strategie

Im Gegensatz zu der oben genannten ,salt-in-cytoplasm“-Strategie verhindert die ,compatible-
solute”-Strategie hohe cytoplasmatische Salzkonzentrationen und halt die lonenkonzentration
im Gegenteil sogar durch aktiven Transport aus der Zelle niedrig (Oren 2006a). Das osmotische
Gleichgewicht wird stattdessen durch die Akkumulation sogenannter ,kompatibler Solute”
erreicht. Hierbei handelt es sich um organische Molekiile, meist niedrigen Molekulargewichts,
die sich durch hohe Wasserloslichkeit auszeichnen und auch in molaren Konzentrationen den
Zellmetabolismus nicht negativ beeintrachtigen. Die Akkumulation in den Zellen erfolgt
entweder durch de novo-Synthese oder durch Aufnahme aus dem umgebenden Medium

(Kempf und Bremer 1998).

Die ,,compatible-solute“-Strategie ist weiter verbreitet als die oben genannte ,,salt-in“-Strategie,
man findet sie bei den meisten halophilen und halotoleranten Bacteria und auch bei halophilen
methanogenen Archaea sowie halophilen eukaryotischen Mikroorganismen (Oren 2006a). Es
handelt sich auch um die weitaus flexiblere Strategie, denn aufgrund der Kompatibilitat der
organischen Solute mit dem Zellmetabolismus und der mit dieser Strategie erreichten niedrigen
intrazellularen lonenkonzentration kann eine hohe Salztoleranz ohne schwerwiegende Eingriffe

in den enzymatischen Apparat der Zelle erreicht werden. Somit ist Bakterien, die osmotischen

5
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Stress durch kompatible Solute ausgleichen, das Wachstum ({ber ein breiteres
Salinitatsspektrum maoglich, denn die intrazelluldre Konzentration der organischen Solute kann
flexibel dem im Medium vorherrschenden osmotischen Druck angepasst werden. Tatsachlich
konnte gezeigt werden, dass die intrazellulire Konzentration kompatibler Solute in
Abhédngigkeit von der dulReren Salinitat des Mediums reguliert wird (Galinski und Louis 1999).
Bei einer Veranderung der Mediensalinitdat konnen die Zellen schnell durch Neusynthese oder
Aufnahme von Soluten aus dem Medium (im Falle eines upshocks) oder aber auch durch Abbau

oder Freisetzung der Solute (im Falle eines downshocks) reagieren (Triper und Galinski 1990).

3 Kompatible Solute

Organische kompatible Solute finden sich in den verschiedensten Stoffgruppen, meist handelt
es sich allerdings um Derivate von Aminosauren (z. B. Glycinbetain, Ectoine oder Ne-Acetyl-B-
lysin) oder Zucker bzw. Zuckeralkohole (z.B. Trehalose, Glycerin). Aber auch einige
underivatisierte Aminosauren, wie z. B. Prolin oder Glutamin, kénnen als Solut genutzt werden.
Desweiteren  konnten  Trimethylammonium- und  Dimethylsulfonium-Verbindungen
nachgewiesen werden, und die Liste der bekannten Substanzen wird mit voranschreitender
Forschung an halophilen Organismen langer (Galinski 1993, 1995; Galinski und Triper 1994,
Reed 1986; Triper et al. 1991; Ventosa et al. 1998; Wohlfarth et al. 1990; Tiado-Margarit et al.

III

2011). Hinzu kommt, dass viele Prokaryoten einen regelrechten ,Cocktail“ verschiedener
kompatibler Solute enthalten (Galinski 1995). So heterogen die Gruppe der kompatiblen Solute
allerdings auch ist, so weisen ihre Vertreter doch einige grundlegende Gemeinsamkeiten auf. Es
handelt sich um polare, hoch wasserlosliche Molekiile, die bei einem pH im physiologischen

Bereich meist ungeladen oder zwitterionisch vorliegen (Oren 2006a).

Eine kleine Auswahl bekannter kompatibler Solute ist in Abbildung 1 dargestellt.
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Abbildung 1: Auswahl einiger kompatibler Solute. a: Glycinbetain, b: Ectoin (R = H) bzw. Hydroxyectoin (R = OH),
c: Ne-Acetyl-B-lysin, d: Trehalose, e: Glycerin, f: Prolin

Das Vorkommen der verschiedenen Solute kann auf bestimmte Gruppen beschrankt sein, wie
im Falle des Glycerins, das aufgrund der hohen Permeabilitdt der bakteriellen Zellmembran in
der Regel nur von Eukaryoten (Dunaliella, Hefen) als Solut genutzt wird (Ben-Amotz und Avron
1973, 1983; Brown 1990; Oren 2006b). Andere Substanzen, wie insbesondere das Glycinbetain,
aber auch Ectoin, finden sich nahezu ubiquitar in der Welt der Prokaryoten (Oren 2006b). Viele
dieser Solute kdnnen von Mikroorganismen unter Salzstress genutzt werden, selbst wenn der
Biosyntheseweg im Metabolismus nicht realisiert ist. Durch Aufnahme aus dem Medium (ber
entsprechende Transportsysteme kann so auch nicht halophilen Bakterien (z. B. E. coli) eine

gewisse Salztoleranz vermittelt werden (Jebbar et al. 1992; Kempf und Bremer 1998).

3.1 Wirkweise

Neben ihrer Funktion als intrazellulare Osmolyte zum Erreichen der Homeostase werden
kompatible Solute auch aufgrund ihrer protektiven Effekte auf Makromolekile, wie z. B.
Proteine, geschatzt (Paleg et al. 1981). Der biophysikalische Hintergrund dieser protektiven
Effekte kompatibler Solute ist Gegenstand verschiedener Theorien, die sich hauptsachlich mit
der Wirkung auf Proteine beschaftigen, und unter denen das ,preferential exclusion“-Modell
das bisher bekannteste sein dirfte (Arakawa und Timasheff 1983, 1985; Timasheff 2002). Nach
diesem Modell wird die native Struktur eines Proteins in Anwesenheit kompatibler Solute
stabilisiert, da diese von der Hydrathiille des Proteins ausgeschlossen werden und das Protein
somit, um den Kontakt mit den Soluten zu minimieren, eine kompaktere Struktur einnimmt

(Pastor et al. 2010). Weitergehende Modelle fihren den ,osmophobic effect” ein, der das
7
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Peptid-Rickgrat als ursachlich fiir die Stabilisierung von Proteinen durch Solute beschreibt (Liu

und Bolen 1995; Qu et al. 1998; Wang und Bolen 1997).

3.2 Stabilisierung von Biomolekiilen
Neben verschiedenen theoretischen Modellen der Effekte von kompatiblen Soluten auf

Biomolekiile sind diese natiirlich auch Gegenstand experimenteller Forschung.

So konnten z. B. Ectoine in verschiedenen Stress-Situationen, wie Gefrierstress, Hitzestress,
Trockenstress oder Oxidationsstress, als wirksame Schutzstoffe fiir das Modellenzym Lactat-
Dehydrogenase (LDH) identifiziert werden (Lippert und Galinski 1992; Barth et al. 2000; Borges
et al. 2002; Goller und Galinski 1999; Andersson et al. 2000). Insbesondere Hydroxyectoin gilt
zur Zeit als einer der besten Proteinstabilisatoren, die auf dem Markt erhaltlich sind. Dessen
stabilisierende Wirkung auf das Modellenzym RNaseA konnte mittels Kalorimetrie gezeigt
werden (Knapp et al. 1999). Durch Fluoreszenzspektroskopie wurde zudem nachgewiesen, dass
die Schutzwirkung von Ectoinen auf die LDH auf einer Stabilisierung der Proteinstruktur beruht

(Goller und Galinski 1999).

Auch die Ectoinvorstufe ADABA hat eine protektive Wirkung auf die LDH, wenn diese
Hitzestress ausgesetzt wird (Canovas et al. 1999); dieses Ergebnis deckt sich mit Daten von
Goller und Galinski (1999), die acetylierte Diaminosduren als effektive Proteinstabilisatoren

identifizierten.

Neben der Wirkung auf Proteine wurde auch eine Interaktion von kompatiblen Soluten mit
Nukleinsauren gezeigt. Wahrend Salze wie NaCl die Schmelztemperatur von DNA erh6hen, ist
von kompatiblen Soluten wie Betain, Prolin und Ectoinen bekannt, dass sie die
Schmelztemperatur doppelstrangiger DNA zu senken vermogen (Lapidot et al. 1999; Kurz
2008). Uber die Wirkung kompatibler Solute auf RNA ist bislang nicht viel publiziert, jedoch
konnte bereits gezeigt werden, dass verschiedene Solute einen destabilisierenden Effekt auf
RNA-Sekundarstrukturen haben, wahrend Tertiarstrukturen in Abhangigkeit von den
Versuchsbedingungen sowohl stabilisiert als auch destabilisiert werden kénnen (Lambert und

Draper 2007).

Kirzlich wurde berichtet, dass Ectoine auch einen Effekt auf biologische Lipidmembranen

haben, bei denen sie durch Steigerung der Oberflachen-Hydratisierung die Mobilitat der Lipid-
8
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Kopfgruppen erhéhen und somit eine starkere Fluiditat der Membran hervorrufen

(Harishchandra et al. 2010).
3.3 Solute in der Industrie

3.3.1 Produktion

Wie bereits erwdahnt werden kompatible Solute in hoher Konzentration im Cytoplasma
halophiler Mikroorganismen akkumuliert, bis zu 30 % des Zelltrockengewichts im Fall von
H. elongata und Ectoin (Galinski und Louis 1999). Da die Kultivierung verschiedener halophiler
Organismen heutzutage -auch aufgrund der fortgeschrittenen Fermentationstechnologie
(Krahe et al. 1996) - geringe Probleme bereitet, wird die grofRtechnische Produktion in

bakterieller Biomasse der chemischen Synthese vorgezogen.

Das bekannte kompatible Solut Ectoin wird derzeit im industriellen Malstab mittels
kontinuierlicher Fermentation des Organismus H. elongata produziert (Lentzen und Schwarz
2005) und mittels der bacterial milking technique Gber osmotische downschocks aus den Zellen

gewonnen (Sauer und Galinski 1998).

Fur die Produktion von Hydroxyectoin stehen derzeit zwei Produktionsorganismen zur
Verfliigung. Marinococcus halophilus M52 produziert das Solut zwar mit nur geringfligiger
Verunreinigung durch Ectoin, dieser Organismus ist jedoch resistent gegeniiber dem bacterial
milking und bendtigt zudem aufwandige Fermentationstechnik, da hohere Zelldichten nur in
einem Dialysefermenter erreicht werden kénnen (Frings et al. 1995; Schiraldi et al. 2006). Aus
diesem Grund wird Hydroxyectoin bislang ebenfalls in H. elongata produziert. Von diesem
Stamm wird Hydroxyectoin zwar nur in Kombination mit Ectoin produziert, was eine
aufwandige Trennung der Produkte erforderlich macht. Der Vorteil dieses Stammes ist jedoch
die bereits etablierte Hochzelldichtefermentation sowie die Produktgewinnung durch

Bakterienmelken.

3.3.2 Anwendungen

Aus den beschriebenen protektiven Eigenschaften der kompatiblen Solute auf Makromolekiile
leitet sich eine Vielzahl potentieller Anwendungen ab, von denen heutzutage aber erst wenige
fir die Industrie relevant sind. Hauptsachlich zu nennen waren hier Einsatzgebiete flr Solute in
der Molekularbiologie, z. B. als PCR-Enhancer (Schnoor et al. 2004), oder als Stabilisator

wahrend Proteinexpression und —lagerung (Barth et al. 2000; Bersch et al. 2000; Kolp et al.
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2006). In der medizinischen Forschung gewinnen kompatible Solute ebenfalls an Bedeutung,
wie z.B. im Bereich der neurodegenerativen Erkrankungen (Arora et al. 2004;
Furusho et al. 2005; Kanapathipillai et al. 2005; Kanapathipillai et al. 2008) oder der

Transplantationschirurgie (Wei et al. 2009).

Bereits Marktreife hat der Einsatz von Ectoin in der Kosmetikindustrie als Zusatzstoff gegen
Hautalterung und UV-Schadigung der Haut (Blinger 1999; Blinger und Driller 2004; Pfllicker et
al. 2005; Heinrich et al. 2007; Botta et al. 2008; Graf et al. 2008).

3.4 Neue Solute / Derivate bekannter Solute

Angesichts des breiten Spektrums an potentiellen Anwendungen fiir verschiedene kompatible
Solute besteht ein groBes Interesse an neuen Wirkstoffen und deren Anwendbarkeit. Neben
der Suche nach weiteren natliirlich vorkommenden Soluten bietet die chemische Synthese von
Substanzen, deren Struktur sich an bekannten Soluten orientiert, eine weitere Moglichkeit, das
Spektrum an Substanzen zu erweitern. So wurden beispielsweise verschiedene Ectoin-Derivate
synthetisiert und charakterisiert (Abbildung 2). Durch VergroRerung des Ectoin-Ringes wurde
Homoectoin (4,5,6,7-Tetrahydro-2-methyl-1H-[1,3]diazepin-4-carbonsdure) erhalten (Vol}
2002), eine Substanz, die zwar keine ausgepragten osmoprotektiven Eigenschaften zeigt,
jedoch stabilisierend auf Proteine wirkt (Voff 2002) und als PCR-Additiv sehr positive
Auswirkungen hat (Schnoor et al. 2004). Im Gegensatz dazu fihrt die Verkleinerung des Ectoin-
Ringes bei DHMICA (4,5-Dihydro-2-methylimidazol-4-carbonsaure) zu einer osmoprotektiven
Substanz, die zudem stabilisierend auf Proteine wirkt und die Schmelztemperatur von DNA
beeinflusst (VoR 2002). Nicht immer jedoch wird durch die Synthese einer Solute-dhnlichen
Struktur auch tatsachlich ein Schutzstoff gewonnen. So zeigt das kationische Decarboxy-Ectoin
(1,4,5,6-Tetrahydro-2-methylpyrimidin, DCE) einen negativen Einfluss auf das Wachstum von
E. coli (VoR 2002), und Lauryl-Ectoin weist sogar toxische Effekte auf Prokaryoten auf
(Wedeking 2005). Im Fall des Lauryl-Ectoin konnte zudem das eigentliche Ziel der Ectoin-
Derivatisierung, ndmlich die Insertion des mit dem Fettalkohol 1-Dodecanol veresterten Ectoins
in zelluldre Plasmamembranen, nicht erreicht werden (Wei et al. 2009). Die Synthese von
Guanidino-Ectoin fuhrte zu einem ,inkompatiblen” Solut, das das Wachstum verschiedener

Bakteriengruppen hemmt (Mann 2008; Sell 2009).

Neben der chemischen Synthese riickt die Nutzung von Enzymen zur Erstellung neuer Solute

immer weiter in den Focus der Wissenschaft. So konnten kirzlich Nebenreaktionen von
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Enzymen der Ectoinbiosynthese gezeigt werden, die die Hoffnung auf neuartige Wirkstoffe
unterstitzen. Die Ectoin-Hydroxylase aus H. elongata zeigt ein breites Substratspektrum und
hydroxyliert neben Ectoin auch z. B. Homoectoin, DHMICA und Prolin (Galinski et al. 2007,
Vielgraf  2008), wodurch bislang unbeschriebene Substanzen entstehen, deren
Charakterisierung noch aussteht. Auf eine kiirzlich entdeckte Nebenreaktion eines weiteren
Enzyms der Ectoinbiosynthese, der Ectoin-Synthase, soll nachfolgend naher eingegangen

werden.

“NTCo0 HieT N
H H

Abbildung 2: Chemische Derivate des Ectoins. a: DHMICA, b: Homoectoin, c: Guanidino-Ectoin, d: Lauryl-Ectoin,
e: Demethyl-Ectoin (DME), f: Decarboxy-Ectoin (DCE)

4 Halomonas elongata

Halomonas elongata DSM 2581 ist ein Gram-negatives y-Proteobakterium aus der Familie der
Halomonadaceae und Ordnung der Oceanospirillales, dessen Erstbeschreibung durch Vreeland
im Jahr 1980 erfolgte. Isoliert wurde der Organismus aus einem Salzgewinnungsbecken (25 %

NaCl) auf den niederlandischen Antillen (Insel Bonaire) (Vreeland et al. 1980).

Die Familie der Halomonadaceae (Franzmann et al. 1988) setzt sich groRtenteils aus halophilen
oder zumindest halotoleranten Organismen zusammen, die aus Salzseen oder marinen
Habitaten isoliert wurden. Jedoch sollte an dieser Stelle erwdahnt werden, dass kiirzlich auch
potentiell pathogene Vertreter der Halomonadaceae identifiziert wurden. Der erste Bericht
einer Wundinfektion nach einem Fischbiss nannte Halomonas venusta als Verursacher (von
Graevenitz et al. 2000), sieben Jahre spater wurde H. phocaeensis mit dem Ausbruch einer

Bakteriamie auf einer Neugeborenenstation in Zusammenhang gebracht (Berger et al. 2007).
11
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Aktuell wurden drei neue Halomonas-Spezies, H. stevensii, H. hamiltonii und H. johnsoniae, aus
dem Blut von Dialyse-Patienten sowie der Dialyse-Geratschaft isoliert (Kim et al. 2010; Stevens
et al. 2009). Fur Aufsehen sorgten zuletzt auch der Stamm H. titanicae sp. nov., der aus
Rostpartikeln des namensgebenden Dampfschiffs isoliert wurde und fiir den Verfall des Wracks
mitverantwortlich gemacht wird (Sanchez-Porro et al. 2010) sowie der Stamm GFAIJ-1, der
ebenfalls der Familie der Halomonadaceae zugeordnet wird. Dieser Organismus steht derzeit
im Focus der Wissenschaft, da in seiner DNA ein Austausch von Phosphor durch Arsen

beschrieben wurde (Wolfe-Simon et al. 2010).

H. elongata DSM 2581" gilt als nicht-pathogener Organismus. Das stabchenférmige Bakterium
zeigt in Abhangigkeit von der Wachstumsphase eine variable Morphologie, die von kurzen
annadhernd coccoiden Stabchen bis zu langen fadigen Zellen reicht (Severin 1993; Dobson und
Franzmann 1996; Ventosa et al. 1998; Arahal et al. 2002), wodurch der Artname ,,elongata“ zu

erklaren ist.

H. elongata wachst in Mineralsalzmedium Uber ein weites Salinitdtsspektrum (~ 0,1 M - 4 M
NaCl) (Vreeland et al. 1980; Ventosa 1994) mit einem Wachstumsoptimum nicht weit oberhalb
der marinen Salzkonzentration (~3,5%) und ist somit als moderat halophil einzustufen.
Aufgrund des breiten Salzspektrums und der genetischen Zuganglichkeit (Kunte 1995; Kunte
und Galinski 1995; Goller 1999) diente H. elongata in den letzten Jahren als Modellorganismus

zur Untersuchung von Stressanpassungsmechanismen halophiler Organismen.

Die in H. elongata am besten untersuchte Anpassungsstrategie unter Salzstress ist wohl die
Biosynthese des kompatiblen Soluts Ectoin. Dieses wird, zusammen mit Hydroxyectoin, zum

Schutz vor osmotischem Stress in hypersaliner Umgebung akkumuliert.

4.1 Ectoinbiosynthese in H. elongata

Der Biosyntheseweg fiir Ectoin ist an verschiedenen Organismen gut untersucht, sowohl auf
genetischer Ebene (Peters et al. 1990; Min-Yu et al. 1993; Louis und Galinski 1997; Goller et al.
1998; Goller 1999) wie auch auf Proteinebene (Tao et al. 1992; Ono et al. 1999; Egler 2004).
Ausgehend von Aspartat-B-semialdehyd erfolgt die Synthese von Ectoin in drei enzymatisch
katalysierten Reaktionen (siehe Abbildung 3). Erster Schritt ist die Bildung von L-2,4-

Diaminobuttersaure durch eine Transaminase (EctB). AnschlieRend folgt die Acetylierung dieser

12
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Zwischenstufe zu Ny-Acetyl-L-2,4-Diaminobuttersdaure (ADABA), katalysiert durch eine
Acetyltransferase (EctA). Letzter Schritt ist eine intramolekulare Kondensationsreaktion von
ADABA zu Ectoin durch die Ectoin-Synthase (EctC). Die biosynthetischen Gene ectA, ectB und
ectC liegen in H. elongata, wie auch in vielen anderen Ectoin-Produzenten, in einem Cluster vor

(siehe Abbildung 3).

+
H3N HN
Glutamat Acetyl CoA COO- i\\ ]
EctB EctA EctC HZC N COO

a-Keto- H,0 H
lutarat
glutara N H3 Ectoin
L-Aspartat-B-semialdehyd L-2,4-Diaminobuttersdure O co,
Ketoglutarat—|| """
a-Ketoglutaral
3C Succinat

OH
N-y-Acetyl-L-2,4- HN
Diaminobuttersdure (ADABA) )i\_'_
L

HsC™ "N~ ~COO
H

PromA ectA ectB ectC ectD Hydroxyectoin

Abbildung 3: Ectoin- bzw. Hydroxyectoin-Biosynthese in H. elongata

Stromaufwarts von ectA wurde ein Promotorbereich identifiziert, der hohe Ahnlichkeit zu o’’-
abhangigen Promotoren aufweist und als promA bezeichnet wurde (Goller 1999). Kiirzlich
wurde ein weiterer Promotor des 038-Typs in der promA-Region identifiziert (Schwibbert et al.
2010). Der salzinduzierte Promotorbereich promA wurde in vorangegangenen Arbeiten zur
Genexpression in H. elongata genutzt, sowohl flir genomische Expression durch Austausch der
ect-Gene gegen die zu exprimierenden Zielgene, als auch fiir Vektor-vermittelte Genexpression
(Burdziak 2006; Meffert 2007; Lange 2009; Korsten 2011). Hierzu wurde der promA-Bereich in
das ,Broad-Host-Range“-Plasmid pBBR1-MCS kloniert und somit der fiir Halomonas geeignete

Vektor pPromEct (pPE) konstruiert (Briinig 2005).

AufRlerhalb des Ectoinbiosyntheseclusters wurde in H. elongata eine Ectoin-Hydroxylase (EctD)
identifiziert, die fiir die Hydroxyectoinbiosynthese ausgehend von Ectoin verantwortlich ist
(Ures 2005). Dieses Enzym gehort zur Superfamilie der Fe(ll)/a-Ketoglutarat-abhangigen
Hydroxylasen und bendtigt molekularen Sauerstoff fir die Hydroxylierungsreaktion (Ures 2005;

Vielgraf 2008; Bursy et al. 2007).
13
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4.1.1 Die Entdeckung des ADPC

Die in H.elongata neu entdeckte Substanz ADPC (5-Amino-3,4-dihydro-2H-pyrrol-2-
carboxylsdure, siehe Abbildung 4) wurde 2005 in der dieser Arbeit vorangegangenen
Diplomarbeit (Witt 2005) identifiziert und die Biosynthese aufgeklart. Erstmalig in einem
halophilen Organismus nachgewiesen wurde diese neue Substanz in der Ectoin-Mangelmutante
H. elongata KB1 (AectA) (Grammann 2000). Dieser Stamm zeigt durch die Deletion im
Ectoinbiosyntheseweg eine stark reduzierte Salztoleranz mit einem Wachstum bei maximal 5 %
NaCl. Durch Untersuchungen des Solutespektrums mittels isokratischer HPLC sowie FMOC-
ADAM-HPLC (Gradienten-HPLC) konnten Glutamin und Glutamat sowie L-2,4-
Diaminobuttersaure nachgewiesen werden (Mentrup 2004). Weiterhin wurde eine bislang
unbekannte Substanz detektiert, die nachfolgend als ADPC identifiziert werden konnte (Witt
2005). Ein Vergleich verschiedener H. elongata-Stamme zeigte, dass eine deutliche ADPC-
Produktion bislang nur in H. elongata KB1 (AectA) nachweisbar ist. Im Wildtyp konnten jedoch
auch Spuren detektiert werden, wahrend das vollige Fehlen der Ectoinbiosynthese-Gene in
H. elongata KB10.1 (AectABC) die Fahigkeit =zur ADPC-Produktion aufhob. Durch
Untersuchungen zur ADPC-Produktion in H.elongata KB1 konnte eine deutliche
Wachstumsphasenabhangigkeit nachgewiesen werden, gepragt durch einen starken Anstieg
der Zell-assoziierten ADPC-Konzentration in der stationdren Phase. Weiterhin konnte gezeigt
werden, dass die akkumulierte ADPC-Menge mit steigender Salinitdt im Medium zunahm (Witt

2005).

Durch HPLC-analytische Verfahren konnte eine Korrelation zwischen dem Anstieg des Zell-
assoziierten ADPC-Gehalts im Organismus und der Abnahme des Glutamin-Gehalts gezeigt
werden, so dass Glutamin als potentielle Vorstufe fiir ADPC postuliert wurde. Mit Hilfe eines
bereits entwickelten Expressionssystems (Kiss 2002; Egler 2004) wurde die Ectoin-Synthase aus
Marinococcus halophilus als His-tag-Fusionsprotein (iberexprimiert und isoliert. So konnte die
Beteiligung dieses fiir den letzten Schritt der Ectoinbiosynthese zustandigen Enzyms an der
ADPC-Bildung aus Glutamin in einem in vitro-Assay nachgewiesen werden (Witt 2005).
Demnach wird eine Einschritt-Reaktion postuliert, bei der die Ectoin-Synthase analog zur
Ectoinsynthese eine Kondensationsreaktion katalysiert, bei der ein intramolekularer
nukleophiler Angriff der a-Aminogruppe auf das Sdureamid stattfindet, der letztlich zu einem

Ringschluss fuhrt (siehe Abbildung 4).
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Abbildung 4: ADPC-Biosynthese (Witt 2005)

a: Synthese von Ectoin aus ADABA b: Synthese von ADPC aus Glutamin. Beide Reaktionen werden von der Ecoin-
Synthase katalysiert.

5 Ziel der Arbeit

In der vorangegangenen Diplomarbeit (Witt 2005) wurde eine Nebenreaktion der Ectoin-
Synthase (EctC) entdeckt, die zur Bildung der Substanz ADPC aus Glutamin fiihrt (vgl. Abbildung
4). Wahrend die Substanz ADPC jedoch in einem H. elongata-Stamm produziert wurde, konnte
im Rahmen dieser Arbeit eine Beteiligung der Ectoin-Synthase nur mit dem aus M. halophilus
stammenden Enzym gezeigt werden. Aus diesem Grund sollte zunachst experimentell
abgesichert werden, dass auch in H. elongata die Ectoin-Synthase das fiir die ADPC-Synthese
verantwortliche Enzym ist. Durch genomische Deletion des entsprechenden Gens ectC ware
eine negative Beweisfihrung moglich, wenn durch die Deletion die Fahigkeit zur ADPC-

Produktion aufgehoben wiirde.

Des Weiteren sollte ein heterologes Expressionssystem entwickelt werden, um die Ectoin-
Synthase aus H. elongata in aktiver Form zu produzieren und zu isolieren. Die Etablierung eines
solchen Expressionssystems ist Voraussetzung flr eine anschlieBende Charakterisierung des
Enzyms. Durch in vitro-Untersuchungen an dem heterolog expremierten Enzym sollte eine
weitergehende Charakterisierung der Ectoin-Synthase erfolgen, zum einen bezlglich der
Struktur des Enzyms, zum anderen aber auch in Hinblick auf die Aktivitat in Abhangigkeit vom
umgebenden Milieu. Einen weiteren Schwerpunkt bei der geplanten Charakterisierung des
Enzyms stellt das Substratspektrum dar, da aufgrund der Nebenreaktion mit Glutamin die

Umsetzung weiterer Substrate erwartet wurde (Witt 2005).

Das flir Enzym-Assays benotigte Substrat der Ectoin-Synthase, die Ny-Acetyl-

L2,4-diaminobuttersdure (ADABA) ist kommerziell nicht erhéltlich, so dass neben den
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proteinbiochemischen Arbeiten an EctC die Etablierung eines mikrobiellen Produktionssystems
sowie eines geeigneten Aufbereitungsverfahrens fir das Produkt als notwendig erachtet

wurde.

Ausgehend von den Daten von Witt (2005) sollte weiterhin die ADPC-Produktion in vivo naher
untersucht werden, einerseits als Grundlagenforschung, aber auch um Rahmenbedingungen fir
einen grofldtechnischen Produktionsprozess zu schaffen. Hierzu wurde der Schwerpunkt der
Untersuchungen auf den bereits bekannten Produktionsorganismus H. elongata KB1 gelegt,
erganzend und zur besseren Vergleichbarkeit der Daten wurden gentechnisch modifizierte
Produktionsstamme mit der Moglichkeit zur homologen oder heterologen Expression der

Ectoin-Synthase hinzugezogen.

Da die Substanz ADPC zuvor in halophilen Organismen nicht beschrieben wurde, und eine
Funktion als kompatibles Solut aufgrund der Struktur und der salzabhangigen Akkumulation in
H. elongata KB1 als moglich erachtet wurde, sollte die Charakterisierung dieses Molekiils

ebenfalls Bestandteil dieser Arbeit sein.
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II Material und Methoden

1 Verwendete Bakterienstimme und Plasmide

Tabelle 1: Verwendete Organismen

Stamm

Eigenschaften

Referenz

Halomonas elongata DSM 2581"
H. elongata KB1

H. elongata SAA4

H. elongata WUB01

H. elongata WUBO02

E. coli DSM 498

Wildtyp
AectA
ectA::Tn1732, Sm®, Km®

(Vreeland et al. 1980)
(Grammann et al. 2002)
(Goller et al. 1998)

AectC diese Arbeit
AectA, NectC diese Arbeit
Wildtyp K12 (Migula 1895), Castellani &

Chalmers 1919

E. coli BL21 (DE3) F, dcm, ompT, hsdS(rg'mg), (Studier und Moffatt 1986;
gal/I(DE3) Studier 1991)
E. coli DH5a F, supE44, recAl, endAl, relAl, (Hanahan 1983)
hsdR17(rk’, mk®), gyrA96, A-,
thi-1, AlacU169 ($p80/acZAM15)
E. coli S17.1 RP4-2 (Tc::Mu) (Km::Tn7) (Simon et al. 1983)
chromosomal integriert; Sm®,
pro, thi, recA
Tabelle 2: Verwendete Plasmide
Plasmid Eigenschaften Referenz
pK18mobsacBAectC Km® mob, sacB, ori pMB1, AectC- (Witt 2005)
Fragment aus H. elongata
pBBR1-MCS Broad-Host-Range-Vektor aus (Kovach et al. 1994;
Bordetella bronchiseptica, cm® Kovach et al. 1995)
pPromEct pBBR1-MCS mit dem Promotor des (Briinig 2005)

pPromEct_ectC_Hel

Ectoin-Genclusters (PromA) aus
H. elongata, Cm®
pPromEct mit ectC aus H. elongata,

Cm"

diese Arbeit
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pPromEct_ectD

pWUB

PWUB_ectC_Hel

pWUB_ectD_Hel

pWUB_His

pWUB_ectC_Psyr_His

PET-22b(+)

PET-22b_ectC_Hel

pET-22b_ectC_Hel_His

PET-22b_ectC-10_Hel

PET-22b_ectC-10_Hel_His

pPET-22b_ectC-9_Hel

pPET-22b_ectC-8_Hel

pET-ectDcyt.

pASK-IBA5
pASK-IBA5_ectC_Hel

pPromEct mit ectD aus H. elongata,
cm®

pBBR1-MCS mit dem Promotor vor
ectB aus H. elongata KB1 (PromKB1),
Ccm®

pWUB mit ectC aus H. elongata, cm®
pWUB mit ectD aus H. elongata, cm®
pWUB mit Hise-Fragment, Cm"
pWUB mit ectC aus P. syringae in

Fusion mit His¢-tag, Ccm®

AmpR, T7lac, pelB, Hisg-tag

pET-22b(+) mit ectC aus H. elongata,
AmpR
pET-22b(+) mit ectC aus H. elongata in
Fusion mit Hise-tag, Amp®

pET-22b(+) mit ectC (C-terminal um 10
AS verkiirzt) aus H. elongata, Amp®
pET-22b(+) mit ectC (C-terminal um 10
AS verkirzt) aus H. elongata in Fusion
mit Hise-tag, Amp"

pET-22b(+) mit ectC (C-terminal um 9
AS verkiirzt) aus H. elongata, Amp®
PET-22b(+) mit ectC (C-terminal um 8
AS verkiirzt) aus H. elongata, Amp®
pET-22b(+) mit ectD aus H. elongata,
AmpR

Amp", tet, Strep®-tag (N-terminal)
pASK-IBA5 mit ectC aus H. elongata in
Fusion mit Strep®-tag Il (N-terminal),

AmpR

Meffert 2011

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

Novagen (Madison/ WI,

USA)

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

Ures, unveroffentlicht

IBA (Gottingen)

diese Arbeit
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2 Nahrmedien

Alle im Folgenden aufgefiihrten Nahrmedien wurden mit H,Og4emin angesetzt.

Die verschiedenen Medien wurden je nach Bedarf mit unterschiedlich hohen NaCl-
Konzentrationen hergestellt. Der prozentuale NaCl-Gehalt (w/v) wird im Folgenden der

Medienbezeichnung als Zahl angehéangt (z. B. MM63-3: MM63-Medium mit 3 % (w/v) NaCl).

2.1 Medien fiir Fliissigkultur und Stammbhaltung

Mineralsalzmedium MM63 (L™) nach Miller (Larsen et al. 1987)

KH,PO, 13,61g
KOH 421¢g
(NH,)SO, 1,98 g
MgS0,*7 H,0 0,25¢g
FeS0,*7 H,0 0,0011g

= pH 7,1 (KOH / HCl)
NaCl variabel

Glucose*H,0 5,00¢g

Die Glucose wurde als Stammldsung (5,00 g/100 mL) getrennt autoklaviert und dem sterilen

abgeklhlten Medium zugegeben.

AB-Medium (Antibiotic Broth Medium No.3) (L™)

Antibiotic Broth Medium 17,50 g
NaCl variabel

=>» pH 7,2 (bereits eingestellt)

Bei der Zugabe von NaCl muss beachtet werden, dass dieses Fertigmedium bereits einen NaCl-

Gehalt von 3,50 g/L aufweist.
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LB-Medium (Luria Bertani Medium) (L) (Miller 1972)

Caseinhydrolysat (Trypton) 10,00 g
Hefeextrakt 5,00¢g
NaCl variabel

> pH 7,2 (NaOH / HCl)

2.2 Medien fiir die Hochzelldichte-Fermentation

GC-Medium (Glucose-Citrat-Medium) (L™)

NaCl variabel
MgS0,*7 H,0 2,20g
NH,CI 4,50¢g
tri-Na-Citrat*2 H,0 10,00 g

= pH 7,5 (NaOH, HCl) ad 700 ml
K,HPO, 1,10¢g

in 100 mL getrennt autoklaviert
Glucose*H,0 15,00 g
in 200 mL getrennt autoklaviert
FeSO,*7 H,0 001g

Stamml6sung sterilfiltriert

Fiir die Anzucht von Vorkulturen im Schiittelkolben ohne automatische pH-Regulierung enthielt
dieses Medium zusatzlich zu den oben aufgefiihrten Komponenten Tris/HCl zur Pufferung

(12 g/L).

Die nachfolgend aufgefiihrten Fed-Batch-Losungen entsprechen grundsatzlich einem 10fach
konzentrierten GC-Medium. Fed-Batch-Losung 1 wurde bei den Fermentationen zur ADPC-
Produktion mit H. elongata KB1 eingesetzt. Bei Fed-Batch-Losung 2 wurde die Anzahl der C-
Quellen auf eine (Glucose) reduziert, diese wurde dafiir in erhéhter Menge eingesetzt. Diese
Rezeptur wurde bei den Fermentationen von H. elongata WUB02 pWUB_ectC Hel sowie

H. elongata pWUB_ectD_Hel eingesetzt.
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Fed-Batch-Lsung 1 (L)

NaCl variabel
MgS0,*7 H,0 22,00 g
NH,Cl 45,00 g
tri-Na-Citrat*2 H,0 100,00 g
K,HPO, 11,00 g
Glucose*H,0 150,00 g

Fed-Batch-Loésung 2 (L™)

NaCl variabel

MgS0,*7 H,0 22,00 g

NH,CI 45,00 g

K,HPO, 11,00 g

Glucose*H,0 200,00 g
2.3 Medien fiir Molekularbiologie und Proteinbiochemie

LBG-Medium (L7)

Caseinhydrolysat (Trypton) 10,00 g
Hefeextrakt 5,00¢g
Glucose*H,0 2,00g
NaCl variabel

> pH 7,5 (NaOH / HCl)

LBG-Saccharose-Medium (L™)

Caseinhydrolysat (Trypton) 10,00 g
Hefeextrakt 500¢g
Glucose*H,0 2,00g
NaCl variabel
Saccharose 220,00 g

> pH 7,5 (NaOH / HCl)
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SOB-Medium (L™) (Inoue et al. 1990)

Caseinhydrolysat (Trypton) 20,00 g
Hefeextrakt 5,00¢g
NaCl 0,59¢
KCl 0,19¢
MgCl,*6 H,0 2,03g
MgS0,*7 H,0 247¢g

> pH 6,7 (NaOH / HCl)

Medium fiir °N-Markierung (L)

KH,PO, 13,61¢g
KOH 421g
MgS0,*7 H,0 0,25¢g
FeS0,*7 H,0 0,0011g

> pH 7,1 (KOH / Hcl)

NaCl variabel
Glucose*H,0 5,00g
(**NH4)S04 2,008

Dieses Medium entspricht dem unter 112.1 aufgefiihrten Mineralsalzmedium MM®63, jedoch
wurde es zundchst ohne N-Quelle angesetzt und autoklaviert. AnschlieBend wurden 2 g/L

Ammonium-""N-Sulfat sterilfiltriert zugegeben.

2.4 Medienzusatze und Supplementierungen

241 Antibiotika

Medien fir Plasmid- oder Resistenzkassetten-tragende Stimme wurden zum Aufrechterhalten
des Selektionsdrucks mit den entsprechenden Antibiotika versehen. Diese wurden nach dem
Autoklavieren den abgekiihlten Medien zugegeben. Antibiotika-Stammlésungen wurden in
H,Oreinst (AmMp, Carb, Km) mit einer Konzentration von 100 mg/mL bzw. in Ethanol (Cm) mit
einer Konzentration von 50 mg/mL angesetzt und bei -20 °C gelagert. Die Endkonzentration im

Medium betrug 100 pg/mL (Amp, Carb, Km) bzw. 50 pug/mL (Cm).
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2.4.2 Supplemente
Fir Supplementierungen mit verschiedenen kompatiblen Soluten wurden diese als 100 mM bis
1 M konzentrierte Stammlosungen in HyOgemin angesetzt und sterilfiltriert dem autoklavierten

und abgekihlten Medium zugesetzt.

2.5 Agarplatten
Zur Herstellung von Agarplatten wurde das gewinschte Medium unter Zusatz von 2 % (w/v)

Agar autoklaviert, in Petrischalen gegossen und die fertigen Platten bei 4 °C gelagert.

3 Puffer und Léosungen

3.1 Puffer und Losungen fiir die Analytik

Isokratische HPLC

Laufmittel 80 % Acetonitril (v/v)
Bligh & Dyer-Reagenz ~ Methanol : Chloroform : H,0,einst (10 : 5 : 4 (v/V))

FMOC-ADAM-HPLC
Boratpuffer 0,5 M Borsaure in H,O,cinst, PH 7,7 mit 1 N NaOH

Norvalin-Boratpuffer 25 uM Norvalin in Boratpuffer

FMOC-Reagenz 1 mM FMOC in Aceton

ADAM-Reagenz 40 mM ADAM in Boratpuffer, 1:1 mit Aceton
Na-Acetat-Puffer 50 mM Na-Acetat, pH 4,2

Laufmittel A 80 % Na-Acetat-Puffer (v/v), 20 % Acetonitril (v/v), 0,5 % Tetrahydrofuran (v/v)
Laufmittel B 20 % Na-Acetat-Puffer (v/v), 80 % Acetonitril (v/v)
LDH-Assay

Losung 1 10 mM K,HPO,

Losung 2 10 mM KH,PO,

Reaktionspuffer Losung 1 mit Losung 2 auf pH 7,8 einstellen
Pyruvat-Lsg. 40 mM Pyruvat in H;O cinst

NADH-Lsg. 6 MM NADH in H;0,einst
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3.2 Puffer und Losungen fiir die Molekularbiologie
Alle nachfolgenden Puffer und Losungen wurden, wenn nicht anders erwadhnt, in HyOgemin

angesetzt.

DNA-Isolierung
TES-Puffer 5 mM Tris-HCl, 5 mM EDTA, 5 mM NaCl = pH 8,0
Natrium-Acetat 3 M Na-Acetat - pH 4,8

Plasmidpraparation

P1-Puffer 50 mM Tris-HCl, 10 mM EDTA, 10 % RNase A (w/v) = pH 8,0
P2-Puffer 200 mM NaOH, 1 % SDS (w/v) = pH 12,5
P3-Puffer 3 M KAc = pH 5,5 (mit KOH)

Gelelektrophorese

Elektrophorese-Puffer 40 mM Tris-HCI, 10 mM EDTA, 0,6 % Eisessig (v/v) = pH 8,0

(1XTAE)
6xProbenpuffer 60 mM EDTA, 0,09 % Bromphenolblau (w/v), 60 % Glycerin (v/v)
EtBr-Losung 1 % Ethidiumbromid (w/v) in H,0g4emin

Transformation
Transformationspuffer 250 mM KCl, 15 mM CaCl,, 10 mM PIPES = pH 6,7 (mit KOH)

55 mM MnCl, sterilfiltriert zugeben

3.3 Puffer und Losungen fiir die Proteinbiochemie
Alle nachfolgenden Puffer und Lésungen wurden, wenn nicht anders erwdhnt, in H,Oeinst

angesetzt.

Expression
IPTG-Stammldsung 0,5 M Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid
Anhydrotetracyclin 0,2 % Anhydrotetracyclin (w/v) in 70 % Ethanol (v/v)

His-tag-Affinitdts-Chromatographie

Lysispuffer | 50 mM NaH,PO,, 500 mM NaCl, 10 mM Imidazol = pH 8,5 (NaOH /HCI)
Waschpuffer | 50 mM NaH,P0O,4, 500 mM NaCl, 20 mM Imidazol = pH 8,5 (NaOH / HCl)
Elutionspuffer | 50 mM NaH,PO,, 500 mM NaCl, 250 mM Imidazol = pH 8,5 (NaOH /HCl)
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Strep-tag-Affinitdts-Chromatographie

Waschpuffer I

Elutionspuffer Il

Regenerationspuffer

50 mM Tris-HCI, 500 mM NaCl - pH 8,4
50 mM Tris-HCI, 500 mM NaCl, 2,5 mM Desthiobiotin = pH 8,4
100 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM HABA - pH 8,0

native Proteinreinigung (HIC)

Lysispuffer Il

(NH,),S0,-Stammlsg.

HIC-Puffer
TCA-Lsg.

Dialyse

Dialysepuffer

Gesamtzellprotein

Resuspensionspuffer

Lysozym-Lsg.
SDS-Losung

DNase I-Lsg.
MgCl,-Lsg.

SDS-PAGE
Acrylamid-Mix
APS-Lsg.
Trenngelpuffer
Sammelgelpuffer
Laufpuffer

4xRSB

Gelfiltration

Laufmittel

Aktivitats-Assays

Reaktionspuffer

50 mM Tris-HCl, 500 mM NaCl = pH 8,0

4 M (NH,),S0,

50 mM Tris-HCI, 500 mM NaCl, variable (NH,),SO,-Konzentration = pH 8,0
100 % Trichloressigsaure (w/V)

50 mM Tris-HCl, 500 mM NaCl = pH 8,5

20 mM Tris-HCl, 500 mM NaCl = pH 8,0
10 % Lysozym (w/V)

10 % SDS (w/v)

1 % DNase | (w/v)

50 mM MgCl,

9,8 mL Acrylamid (40 %), 4,0 mL Bisacrylamid (2 %), H,Oeins: ad 20 mL

10 % Ammoniumpersulfat (w/v)

1,5 M Tris-HCl = pH 8,8

0,5 M Tris-HCl = pH 6,8

50 mM Tris, 370 mM Glycin, 0,1 % SDS (w/v) = pH 8,3-8,6 (nicht titriert)

4,5 mL Sammelgelpuffer, 5 mL Glycerin, 5% SDS (w/v), 3,86 % DTT (w/v),

Spatelspitze Bromphenolblau, H,O,inst ad 10 mL

50 mM Tris-HCI, 500 mM NaCl = pH 8,5

50 mM Tris-HCl, variable NaCl- bzw. KCI-Konzentration, variabler pH (7,0 - 9,0)
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4 Kultivierungsverfahren

4.1 Stammbhaltung von Bakterien

H. elongata-Stamme wurden, je nach Salztoleranz, auf AB-2- oder AB-3-Platten bei 30 °C
angezogen. Diese Stammbkulturen wurden bis zu 4 Wochen bei 4 °C gelagert. E. coli-Stamme
wurden auf AB-0,5-Platten bei 37 °C angezogen und ebenfalls bis zu 4 Wochen bei 4 °C gelagert.
Flr Plasmid-tragende Stamme wurden den Platten die entsprechenden Antibiotika zugegeben.
Bei E. coli BL21 (DE3)-Stammen mit Expressionsvektoren wurde auf eine Stammlagerung auf

Platte verzichtet, diese Stamme wurden fiir jede Expression frisch aus der Stammsammlung

entnommen.
4.2 Bakterienanzucht
4.2.1 Schiittelkolben

Im Allgemeinen erfolgte die Fliissigkultur der verwendeten Bakterienstdmme in sogenannten
,OD“-Kolben (auch ,Nasen“- oder , Pinocchio“-Kolben). Hierbei handelt es sich um modifizierte
Weithals-Erlenmeyerkolben, denen seitlich ein Messfortsatz zur Bestimmung der optischen
Dichte in einem Photometer angebracht wurde. Weiterhin verfligen diese Kolben Uber einen
durch eine Schraubkappe verschlieBbaren Stutzen fiir nachtragliche Supplementierungen bzw.
Probenahmen. Zur besseren Sauerstoffversorgung sind die ,0D“-Kolben mit Schikanen
ausgestattet und werden mit einer Silikon-Schaumkappe (Fa. Merck, Darmstadt) verschlossen.
Fur 100 mL-Kulturen wurden 250 mL-,0D“-Kolben verwendet, 500 mL-Kulturen wurden in 1 L-

,OD“-Kolben angezogen.

Vorkulturen wurden von Agarplatten angeimpft und im selben Medium angezogen wie die
spatere Hauptkultur (Ausnahme Fermentation, vergl. 114.2.3). Beimpft wurden Hauptkulturen

flr Wachstumsversuche 2 - 4 %ig, Kulturen flr die Proteinexpression bis zu 10 %ig.

Wenn nicht anders vermerkt erfolgte die Kultur von H. elongata-Stammen bei 30 °C und
180 rpm im Thermoschuttler (Scientific innova 4230, Fa. New Brunswick (Edison, USA) oder

Infors AG (Bottmingen, Schweiz)). E. coli-Stamme wurden bei 37 °C und 180 rpm kultiviert.

4.2.2 Mikrotiterplatte
Um im kleinen Mafstab Wachstumsversuche zur Wachstumsratenbestimmung durchzufiihren,
wurden Flissigkulturen in Mikrotiterplatten inkubiert. Hierzu wurden die Kulturen in 2 mL-

ReaktionsgefaBen vorbereitet (Medium, gegebenenfalls Supplementierung, Vorkultur) und in
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Mehrfachbestimmung auf eine Mikrotiterplatte verteilt. Pro Vertiefung wurde ein
Kulturvolumen von 200 uL eingesetzt. Die Mikrotiterplatte wurde mit einer Folie (Acetat-Folie
far Mikrotiterplatten, Sarstedt) abgeklebt, zur Belliftung wurde mittels einer Kanile in jedes
Well ein Luftloch gestochen. Die Inkubation erfolgte temperiert in einem Plattenleser (infinite
M 200, Tecan, Crailsheim), dessen Programmierung erlaubte, die optische Dichte der Kulturen
alle 15 Minuten zu bestimmen. Jeder 15minttige Zyklus beinhaltete folgende Schritte: 30 sec
Schiitteln/ Messung der ODgg/ 30 sec Schitteln/ 5 min Wartezeit/ 30 sec Schitteln/ 5 min

Wartezeit/ 30 sec Schitteln.

Programmierung und Auswertung der Daten erfolgte Uber die Software Magellan 6 (V6.5,

Tecan Austria GmbH).
4.2.3 Fermenter

4.2.3.1 Fermentation im 5 L-Maf3stab

Zur Beobachtung der ADPC-Konzentration Giber den Wachstumsverlauf wurde der Organismus
H. elongata KB1 in einem gréBeren Kulturvolumen angezogen, um die Entnahme mehrerer
Proben fiir nachfolgende Analytik zu ermdglichen. Die Anzucht erfolgte in einem Volumen von
ca. 4 Lin einem Fermenter (Biostat V, Fa. B. Braun, Melsungen) mit elektrischem Rihrwerk. An
Messtechnik wurden eine pH-Sonde (Ingold Elektrode 465-35-90-K9, Elektrolyt 9816, Ingold,
Steinbach) sowie eine pO,-Sonde (Ingold 32-591-3005/77569, Ingold, Steinbach) eingesetzt. Die
Kultivierungstemperatur von 30 °C wurde Uber einen externen Heizkreislauf eingestellt. Die
Belliftung sowie die Rihrerdrehzahl wurden manuell gesteuert. Auftretende Schaumbildung
wurde bei Bedarf durch Zugabe von Antischaummittel (Dehysan Z 2111, Cognis Deutschland,
Disseldorf) unterdriickt. Die Sterilisation des Fermenters erfolgte gefiillt mit H;Ogemin Nach
Angabe des Herstellers. Das extern autoklavierte Medium wurde nach Ablassen des Wassers
durch sterile Ansteckverbindungen eingefiillt. Die Inokulation erfolgte ebenfalls (iber einen

sterilen Zugang.

Die Kultur von H. elongata KB1 erfolgte in MM63-3-Medium. Durch die Verwendung dieses
gepufferten Mediums entfiel eine externe pH-Regulation wahrend der Fermentation. Das
Wachstum der Kultur wurde Gber manuelle Probennahme zur Messung der optischen Dichte
(vgl. 114.3) verfolgt. Zudem wurden in unregelmaRigen Zeitabstanden 100 mL-Proben
entnommen und abzentrifugiert, um Zellmaterial fir spdtere HPLC-Analytik sowie

Medienproben fiir spatere Glucosetests zu gewinnen.
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4.2.3.2 Fermentation in 15 L-Fed-Batch-Verfahren

Zur Produktion von ADPC wurden im Rahmen dieser Arbeit mehrere Hochzelldichte-
Fermentationen mit den Organismen H. elongata KB1 und H. elongata WUB02 pWUB_ectC Hel
durchgefiihrt, um Zellmaterial fiir eine anschlieRende Extraktion und Reinigung der Zielsubstanz
zu gewinnen. Zudem erfolgten Fermentationen des Organismus H. elongata pWUB_ectD_Hel
zur genaueren Analyse der Hydroxyectoinproduktion. Diese Fermentationen erfolgten in
Rihrkessel-Fermentern der Firma Bioengineering (Wald/ Schweiz), verwendet wurden sowohl
der Typ L1523 als auch der Typ NLF 22 mit jeweils einem Arbeitsvolumen von ca. 15 L. Zur
Prozesskontrolle waren die Fermenter ausgestattet mit Sonden zur Messung von Temperatur,
pH, pO, und Tribung. Die Kultivierungstemperatur von 30 °C wurde (ber einen geregelten
Heizkreislauf eingestellt. Die Beliftung wurde durch kontinuierlich regelbare Magnetventile in
Kopplung mit der gemessenen O,-Konzentration reguliert. Die Riihrerdrehzahl wurde manuell
gesteuert, wobei wegen der Tendenz von H. elongata zur Schaumbildung eine zu hohe
Drehzahl (> 500 rpm) nach Méglichkeit vermieden wurde. Auftretende Schaumbildung wurde
durch manuelle Zugabe von Antischaummittel (Dehysan Z 2111, Cognis Deutschland,
Disseldorf) unterdriickt. Zur automatischen Regelung des pH-Wertes auf einen Wert von 7,5
wurden Saurelésung (2 M Citronensdure oder 1 M HCl) sowie Laugenlésung (1 M NaOH) lber
Regelkreis-gesteuerte Peristaltikpumpen zugefiihrt. Die Dokumentation der prozesskritischen
Parameter erfolgte mit Hilfe der BiolLogics Software V5.32. Zusatzlich wurde die Entwicklung
der Biomasse durch manuelle Probenentnahme zur Bestimmung der optischen Dichte

(vgl. 114.3) verfolgt.

Die Sterilisation der Fermenter erfolgte gefiillt mit H,Og4emin Nach Angabe des Herstellers, das
extern autoklavierte Medium wurde nach Ablassen des Wassers durch sterile Anstechtechnik

eingefllt. Die Inokulation erfolgte ebenfalls tiber einen sterilen Zugang mit 1 L Vorkultur.

Zum Erreichen hoher Zelldichten wurden Fed-Batch-Fermentationen durchgefiihrt, es wurde
also bei beginnender Stagnation des Wachstums aufgrund von Nahrstoff-Limitierung mit Fed-
Batch-Losung nachgefiittert. In dieser Arbeit wurde mit einer konstanten Fltterungsrate
gearbeitet, die Fed-Batch-L6sung wurde also Uber eine manuell gesteuerte Peristaltikpumpe

mit konstanter Flussrate zugefiihrt.
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4.3 Verfolgung des Zellwachstums

Um das Wachstum einer Bakterienkultur zu verfolgen, wurde die optische Dichte im
Photometer (Novaspec Il, Pharmacia, Uppsala, Schweden) bei 600 nm (ODgo) gegen Luft
gemessen. Bei der Kultur im Schiittelkolben wurde die ODgy ohne Probenahme lber den
Messfortsatz unverdiinnt bestimmt. Bei Kulturen im Fermenter wurden Proben - in geeigneter
Verdinnung mit Medium — in einer Einweg-Kunststoff-Kiivette gemessen. Zusatzlich bestand
bei Fermenterkulturen die Moglichkeit, das Zellwachstum mittels einer automatischen
Tribungsmessung zu verfolgen (vgl. 114.2.3). Die ODgy von Kulturen in der Mikrotiterplatte

wurde automatisch in einem Plattenleser gemessen (vgl. 114.2.2).

4.4 Ernte

Flissigkulturen wurden in einer BECKMANN-Zentrifuge (Avanti™, J-20 XP) mit JA-10-Rotor
geerntet (8.500 rpm, 12.785¢g, 20 min, 20 °C). Nach Abnahme des Uberstandes wurden
Zellpellets flur eine weitere Analyse mit HPLC zur Entfernung des Zellzwischenwassers auf
Nitrocellulosefiltern (Whatman, Maidstone, England) ausgestrichen und bis zur weiteren

Verwendung bei -20 °C gelagert.

Kleinere Kulturproben, wie z.B. 10 mL-Proben fiir die Proteinbiochemie, wurden in einer
Tischzentrifuge (Fa. Eppendorf, Centrifuge 5415 C) in 2 mL-ReaktionsgefdRen geerntet und der

Uberstand qualitativentnommen.

Fermenter-Kulturen wurden zum Teil in einer BECKMANN-Zentrifuge (s.0.) und zum Teil in

einem Separator (Durchflusszentrifuge, KA 05-00-105, Westfalia Separator AG, Oelde) geerntet.
5 Analytik

5.1 Gefriertrocknung

Feuchtes Zellmaterial wurde bei -20 °C eingefroren. Anschlielend erfolgte die Gefriertrocknung
in einer Anlage der Fa. Heraeus-Christ (Alpha 1-6). Nach Erreichen des Hochvakuums von
0,05 mbar wurde die Heizplatte auf eine Temperatur von 30 °C hochgeheizt. Kleinere
Zellmengen (z.B. aus 100 mL-Kulturen) wurden fir ca. 15-20 h, groBere Zellmengen (z. B. aus

Fermentationen) fiir ca. 48 h gefriergetrocknet.

5.2 Isokratische HPLC
Die isokratische Hochleistungsflissigkeitschromatographie (high performance liquid

chromatography, HPLC) mit Brechungsindex- und UV-Detektion (Galinski 1986) dient zum
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Nachweis und zur Quantifizierung wasserldslicher Substanzen, die bei physiologischem pH
ungeladen sind. Somit ist diese Methode geeignet zum Nachweis der unterschiedlichsten
Stoffklassen (Polyole, Zucker, Aminosduren und Derivate) und optimiert fiir die gangigsten

Solute.

Stationdare Phase dieses Chromatographiesystems ist eine Kieselgelmatrix, an deren
Hydroxylgruppen lber einen hydrophoben Abstandshalter (Propylketten) polare endstandige
Aminogruppen gebunden sind. Diese Aminogruppen liegen in saurer Losung protoniert vor und
geben der Matrix die Eigenschaft eines schwachen Anionenaustauschers. Das als mobile Phase
eingesetzte 80 %ige Acetonitril besitzt einen physiologischen pH-Wert, bei dem die
lonenaustauscher-Eigenschaften der Matrix nur schwach ausgepragt sind. Die Trennung von
Substanzgemischen erfolgt durch die verzogerte Freisetzung von hydrophilen Stoffen durch die
hydrophilen endstandigen Aminogruppen. Hydrophobe Substanzen eluieren folglich deutlich
schneller von der Saule, trotz der zusatzlichen durch die Propylketten vermittelten

hydrophoben Eigenschaften der Matrix.

521 Probenaufbereitung

Fiir die HPLC-Analyse von Zellen wurde gefriergetrocknetes Zellmaterial einer Mikroextraktion
(Bligh und Dyer 1959, modifiziert nach Galinski 1986) unterzogen. Bei diesem
Extraktionsverfahren bilden Chloroform und Wasser ein Zwei-Phasen-System aus, das
hydrophobe und hydrophile Zellbestandteile separiert. Makromolekulare Komponenten wie
Proteine und Zelltrimmer werden an der Grenzschicht zwischen Chloroform und wassriger

Phase ausgefallt.

Durchfiihrung:

Morsern des gefriergetrockneten Zellmaterials mit einem Mikropistill
Einwaage von 30 mg Zellmaterial in ein 1,5 mL-Reaktionsgefald
Zugabe von 500 pL Bligh & Dyer-Losung

Schitteln bei Raumtemperatur (mindestens 5 min)

>

>

>

>

» Zugabe von 130 pL Chloroform und 130 pL HyOreinst

» Schitteln bei Raumtemperatur (mindestens 5 min)

» Zentrifugation bei 10.000 rpm fir 5 min in einer Tischzentrifuge

» Uberfiihren der wissrigen Oberphase in ein 1,5 mL-Reaktionsgefil
>

Lagerung der Extrakte bei -20 °C
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Flr die HPLC-Analyse wurden die Zellextrakte mit Acetonitril (80 %, (v/v)) verdiinnt und vor der
Messung in der Tischzentrifuge abzentrifugiert (10.000 rpm, 5 min). Fiir die Analyse von
Medienproben wurde der Kulturiberstand mindestens 1:10 - 1:50 mit Acetonitril (80 % (v/v))
verdinnt und zentrifugiert. Zur Analyse von in vitro-Enzym-Assays wurden Proben aus den
Reaktionsansatzen direkt mit Acetonitril (80 % (v/v)) verdinnt und vor der Messung in der

Tischzentrifuge abzentifugiert (10.000 rpm, 5 min).

5.2.2 HPLC-Messung

Das verwendete HPLC-System bestand aus folgenden Komponenten:

e Pumpe (Spectra System P100, Thermo Separation Products)

e Entgaser (Spectra System SCM1000, Thermo Scientific)

e Probenaufgabeventil mit 20 uL Probenschleife (Rheodyne Injektor Nr. 7125, Rheodyne
Inc.)

e Vorsaule (LiChrospher 100-NH,, 5 um, Merck)

e Trennsdule (Grom-Sil Amin-1PR, 3 um, 125x4 mm, LiChrocart-System, Alltech Grom
GmbH)

e UV-Detektor (Spectrasystem UV 1000, 210 nm, Thermo Separation Products)

e RI-Detektor (Shodex RI-71, Showa Denko K.K.)

Die Trennung erfolgte bei Raumtemperatur mit einer Flussrate von 1 mL/min. Auswertung und
Steuerung liefen (iber die Software ChromQuest 4.2.34, Version 3.1.6 (Thermo Quest

Cooperation).

5.3 FMOC-ADAM-HPLC

Der Aminosaure-Nachweis mittels FMOC-ADAM-HPLC (Betnér und Foldi 1988; Kunte et al.
1993) ist ein hochempfindliches Verfahren, um N-reaktive Verbindungen nachzuweisen. Durch
einen nucleophilen Angriff des freien Elektronenpaars des Aminostickstoffs an der
Carbonylchloridgruppe des FMOC's (Fluorenylmethylchloroformiat) entsteht ein Derivat, das
mit Hilfe von Fluoreszenzdetektion nachgewiesen werden kann (Einarsson et al. 1983). Wird ein
geeignetes Gradientenprofil angelegt, ist es moglich, mit diesem Verfahren komplexe Gemische
N-reaktiver Substanzen zu trennen und exakt zu quantifizieren. Da mit dieser Methode auch
der Nachweis geladener Aminosauren, wie z.B. Glutamat, moglich ist, stellt die FMOC-ADAM-

HPLC eine gute Erganzung zu der bereits dargestellten isokratischen HPLC dar.
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5.3.1 Probenaufbereitung
Mittels FMOC-ADAM-HPLC wurden sowohl Zellextrakte (vgl. 115.2.1) als auch Enzym-Assays
analysiert. Zellextrakte wurden mit H;Oeinst im Verhaltnis 1:20 verdinnt, Proben aus

Enzymtests im Verhaltnis 1:2000.

AnschlieBend wurde mit den entsprechend verdiinnten Proben eine Vorsaulenderivatisierung

gemald dem folgenden Protokoll durchgefiihrt.

e 40 uL Norvalin-Boratpuffer + 40 uL Probe + 80 uL FMOC-Reagenz

e 45 sec Reaktionszeit auf einem Schiittler (IKA Vibrax, VXR, Staufen)
e Zugabe von 100 uL ADAM-Reagenz

e 45 sec Reaktionszeit auf einem Schittler

e Zugabe von 140 uL Laufmittel A, mischen

Aminosaure-Standards zur Signal-ldentifizierung und —Quantifizierung wurden mit einer
Endkonzentration von 25 uM eingesetzt. Der im Boratpuffer enthaltene interne Standard
Norvalin wies ebenfalls eine Endkonzentration von 25 uM auf und diente zur Uberpriifung der

korrekten Derivatisierung und Probenauftragung durch den Autosampler.

5.3.2 FMOC-ADAM-HPLC-Messung

Das verwendete HPLC-System bestand aus folgenden Komponenten:

e Pumpe (Spectra System P2000, Thermo Separation Products)

e Entgaser (Spectra System SCM1000, Thermo Scientific)

e Probenaufgabeventil mit 100 pL-Probenschleife (Autosampler Spectra System AS3000,
Probenvolumen 10 uL, Probenhalter 4 °C, Thermo Separation Products)

e Trennsaule (Merck Superspher 60 RP-8, 4 um, 125x4 mm, LiChrocart-System, Alltech
Grom GmbH, Saulenofen 45 °C)

e Fluoreszenzdetektor (Spectra System FL2000, 254 nm (exc.), 315 nm (em.), Thermo

Separation Products)

Die Trennung der Substanzgemische erfolgte bei einer Flussrate von 1,25 mL/min. Es wurde ein
Losungsmittelgradient gemall Tabelle 3 angelegt. Auswertung und Steuerung erfolgten Uber

die Software ChromQuest 4.2.34, Version 3.1.6 (Thermo Quest Cooperation).
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Tabelle 3: Losungsmittelgradient fiir die FMOC-ADAM-HPLC

0 0
15 9
30 30
40 60
42 100
47 100
49 0
51 0

5.4 13C-NMR

Die kernmagnetische Resonanzspektroskopie (nuclear magnetic resonance, NMR) ist eine
Technik mit atomarer Auflésung, die zur Strukturbestimmung von Molekiilen herangezogen
wird. Grundlage ist die Tatsache, dass Kerne mit einer ungeraden Anzahl an Protonen
und / oder Neutronen einen Spin aufweisen, also um eine Achse rotieren. Von besonderem
Interesse sind in dieser Hinsicht die Atome 'H (natirliche Haufigkeit: 99,9 %) und “*C (natirliche
Haufigkeit: 1,1 %). Da der Kernspin zu einer zirkulierenden elektrischen Ladung fiihrt, welche
wiederum ein magnetisches Feld auslost, kann man durch Anlegen eines dauBeren Magnetfeldes
die Kerne in zwei verschiedene Orientierungen bringen: parallel zum duReren Feld (a-Zustand)
oder entgegen gerichtet dazu (B-Zustand). Diese beiden Ausrichtungen entsprechen leicht
unterschiedlichen Energieniveaus. Die Absorption von Radiofrequenzen, deren Energie exakt
der Energiedifferenz zwischen diesen Niveaus entspricht, fiihrt zum Ubergang vom a- in den B-
Zustand. AnschlielRend stellt sich durch Relaxation wieder ein Energiegleichgewicht ein, wobei
Energie einer bestimmten Frequenz, der Resonanzfrequenz, abgestrahlt wird. Diese
Resonanzfrequenz ist abhangig von der chemischen Umgebung des Kerns, da die Wirkung des
Magnetfeldes durch verschieden starke Abschirmungseffekte verandert wird. Man spricht hier
von der chemischen Verschiebung, die in Bezug zu einem internen Standard gesetzt und in ppm
(parts per million) angegeben wird. Somit ist die Radiofrequenz, bei der Resonanz eintritt,
charakteristisch fiir einen Kern in einer bestimmten chemischen Umgebung, und man kann aus
dem sich ergebenden Absorptionsspektrum (bei Auftragung der Absorption gegen die

Frequenz) auf die Struktur des untersuchten Molekils schlieBen. Weiterhin kann das
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Signalmuster mit zuvor gemessenen Standards verglichen werden, um Identifizierungen von

Substanzen vorzunehmen.

54.1 Probenaufbereitung

Fir die Analyse von Zellmaterial wurde aus ca. 1g gefriergetrocknetem Zellmaterial ein
Mikroextrakt wie unter 115.2.1 beschrieben hergestellt. Dieser wurde eingetrocknet und in 1 mL
D,0 (Deuteriumoxid) aufgenommen. Zur Analyse von Reinsubstanzen wurden mindestens
100 mg Probenmaterial eingewogen und in 1 mL D,O aufgenommen. Als interner Standard
wurden 5 mg Natrium-Trimethylsilylpropionat (Na-TMSP) zugegeben, zusatzlich wurden die
Proben mit 10 uL Acetonitril als Kontrollsignal versetzt. Auf ein weiteres Kontrollsignal in Form
von 10 pL Methanol wurde bei den meisten Messungen verzichtet, um eine Uberlagerung von

Signalen zu vermeiden.

5.4.2 NMR-Messung

Die NMR-Messung wurde im pharmazeutischen Institut der Universitat Bonn mit einem NMR-
Spektrometer (Bruker Avance 300DPX) durchgefiihrt. Die Messfrequenz betrug 75,46 MHz fir
den *C-Kanal und 300 MHz fur den *H-Entkopplungskanal. Eine Eichung der Messwerte erfolgte
durch den internen Standard Na-TMSP, dessen Methylgruppensignal eine definierte
Verschiebung von 0 ppm zugeordnet wurde. Die Auswertung der erhaltenen Spektren erfolgte

mit der Software WIN-NMR (Bruker).

55 Glucose-Test

Der Glucosegehalt im Medium wurde mit Hilfe eines enzymatischen UV-Tests (Roche,
Mannheim) bestimmt. Dieses Testsystem beruht auf der Spaltung von D-Glucose in
Glucose-6-phosphat durch das Enzym Hexokinase und der darauf folgenden Oxidation des
Glucose-6-phosphats zu D-Gluconat-6-phosphat durch NADP in Gegenwart des Enzyms
Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase. In der letztgenannten Reaktion wird NADPH in einer der
D-Glucose aquivalenten Menge gebildet und kann anhand seiner Absorption bei 340 nm

guantifiziert werden.

Der Test wurde gemdRR den Angaben des Herstellers durchgefiihrt, allerdings wurden die
eingesetzten Mengen der Ldésungen um den Faktor vier verringert. Als Proben dienten
Uberstinde abzentrifugierter Kulturproben, die bis zur Messung bei -20 °C gelagert worden

waren.
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5.6 Citrat-Test

Der Citratgehalt im Medium wurde mit Hilfe eines enzymatischen UV-Tests (Roche, Mannheim)
bestimmt. Dieses Testsystem beruht auf der Spaltung von Citronensaure (Citrat) in Oxalacetat
und Acetat durch das Enzym Citrat-Lyase und der darauf folgenden Reduktion des Oxalacetats
zu L-Malat, katalysiert durch die L-Malat-Dehydrogenase. Zusatzlich wird das
Decarboxylierungsprodukt des Oxalacetats, Pyruvat, durch die L-Lactat-Dehydrogenase zu L-
Lactat reduziert. In den beiden letztgenannten Reduktionsreaktionen wird NADH verbraucht,

welches anhand seiner Absorption bei 340 nm quantifiziert werden kann.

Der Test wurde gemdR den Angaben des Herstellers durchgefiihrt, allerdings wurden die
eingesetzten Mengen der Losungen um den Faktor vier verringert. Als Proben dienten
Uberstande abzentrifugierter Kulturproben, die bis zur Messung bei -20 °C gelagert worden

waren.

5.7 Mikroskopie

Im Rahmen dieser Arbeit wurden lichtmikroskopische Untersuchungen an Zellen sowie an
kristallinen Reinigungsprodukten durchgefiihrt. Die Mikroskopie erfolgte an einem Leica DMLB
Lichtmikroskop (Leica, Wetzlar). Die Bilder wurden mittels eines HCX PC Fluotar Objektivs mit
einer Digitalkamera (Leica, DC 300F, Wetzlar) aufgenommen. Eine weitere Verarbeitung der

Bilder erfolgte anschlieBend mit der Software Photo Impact 4.2 (Ulead, Braunschweig).

6 Gewinnung von Soluten
6.1 Extraktionsverfahren
6.1.1 Melken

Der Begriff des , Bakterienmelkens” bezeichnet einen hypoosmotischen Schock, mit dem man
die Freisetzung intrazellular akkumulierter Solute Uber mechanosensitive Kandle erzwingt

(Sauer und Galinski 1998).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Methode des Melkens an H. elongata WUBO1 angewendet,
um Ny-Acetyl-diaminobuttersdure aus den Zellen zu gewinnen. Hierzu wurden 250 mL Kultur
geerntet (vgl. 114.4) und das erhaltene Pellet in 30 mL H;Og4emin resuspendiert. Nach 20 min
wurde die Zellsuspension wieder abzentrifugiert (Beckmann-Coulter, JA-10-Rotor, 7000 rpm,

15 min, 10 °C). Der Uberstand wurde wie unter 116.2 beschrieben weiterbehandelt, die
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erhaltenen Pellets wurden auf Nitrocellulosefiltern (Whatman, Maidstone, England)

ausgestrichen und bis zur spateren Analyse bei -20 °C gelagert.

6.1.2 Extraktion mit Methanol

Zur Extraktion von ADPC aus Zellmaterial wurde die Methode der Soxhlet-Extraktion mit
Methanol als Losungsmittel angewendet. Bei der Soxhlet-Extraktion handelt es sich um eine
diskontinuierlich in einer Extraktionsapparatur verlaufende Extraktionsmethode, bei der ein
Extraktor mit Zellmaterial einem Rundkolben mit siedendem LOsungsmittel aufgesetzt wird.
Uber einen Riickflusskiihler wird das Lésungsmittel kondensiert und tropft von dort auf das
Zellmaterial, aus dem so die extrahierbaren Substanzen gelost werden. Die Losung lauft zurlick

in den Rundkolben, aus dem wiederum reines Losungsmittel verdampft wird.

Durchfiihrung

Gefriergetrocknetes und gemorsertes Zellmaterial (ca. 100 g) wurde in eine Extraktionshilse
(Schleicher & Schuell) gefullt und im Extraktor der unter einem Abzug aufgebauten
Extraktionsapparatur untergebracht. 700 - 800 mL Methanol wurden unter Zugabe von
Siedesteinchen bis zum Ruckfluss erhitzt und die Extraktion fir mindestens flinf

Extraktionszyklen betrieben.

Der gewonnene Rohextrakt wurde anschlielend einem weiteren ,,Down Stream Processing”
unterworfen (vgl. 116.2). Um die Ausbeute der Extraktion zu Uberprifen wurde das in der
Extraktionshililse verbliebene Zellmaterial bei 50°C im Trockenschrank getrocknet.
AnschlieBend wurde das Zellmaterial mittels HPLC (vgl. 115.2) auf eventuell nach der Extraktion

in den Zellen verbliebene Solute untersucht.

6.1.3 Extraktion mit Ethanol

Zur Extraktion der in Methanol schlecht I6slichen ADABA wurde ein vereinfachtes
Extraktionsverfahren mit Ethanol als Losungsmittel durchgefiihrt (Cdnovas et al. 1999,
modifiziert). Hierzu wurden 2 g gefriergetrocknetes Zellmaterial in ~ 70 mL Ethanol (80 % (v/v)
in HyOreinst) Unter Rihren fir ca. 30 min zum Sieden erhitzt. Der Zellextrakt wurde anschlieBend

durch Filtration vom Zellmaterial getrennt und wie unter 116.2 beschrieben weiterbehandelt.
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6.2 Reinigung aus Zellextrakten (,Downstream Processing“)

6.2.1 Rotationsverdampfer
Die durch Methanol- oder Ethanol-Extraktion gewonnenen Rohextrakte wurden mittels
Rotationsverdampfer (IKA-Werk) unter Vakuum (Vacuum System B-172, Biichi, Schweiz) bei

maximal 60 °C eingeengt, bis das Losungsmittel komplett verdampft war.

Desweiteren diente der Rotationsverdampfer dem Einengen von wadssrigen Losungen, z. B.

vereinigten Fraktionen der praparativen Chromatographien.

6.2.2 Chloroform-Behandlung

Die durch Methanol- oder Ethanol-Extraktion gewonnenen Rohextrakte enthalten neben
diversen l6slichen Substanzen (kompatible Solute, Aminosaure, Zucker, etc.) und Salzen (NaCl,
auch aus Medienresten im Zellzwischenwasser) auch l6sliche Proteine und Lipide als
Verunreinigung. Diese kdnnen durch eine Chloroform-Behandlung entfernt werden, bei
welcher sich Proteine und hydrophobe Verbindungen an der Grenzschicht zwischen wassriger

und organischer Phase ansammeln.

Durchfiihrung

Nach Verdampfung des Losungsmittels (vgl. 116.2.1) wurden die Rohextrakte in ca. 20 mL
H,04emin aufgenommen und mit dem gleichen Volumen Chloroform versetzt. Der Ansatz wurde
durch kraftiges Rilhren homogenisiert, auf 2 mL-Reaktionsgefalle verteilt und die anschlielende
Phasentrennung durch Zentrifugieren (10.000 rpm, 5 min in einer Tischzentrifuge) beschleunigt.

Die wassrigen Phasen wurden abgenommen und vereinigt.
6.2.3 Chromatographische Aufreinigung

6.2.3.1 Anionenaustausch-Chromatographie

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Methode der Anionenaustausch-Chromatographie als
wichtiger Bestandteil des ,Downstream Processing” von bakteriell produzierten kompatiblen
Soluten angewendet. Insbesondere die Abtrennung der geladenen Aminosaure Glutamat von

den zwitterionischen Soluten ADPC und ADABA erforderte diesen Schritt.

Die Matrix des verwendeten Sdulenmaterials (Dowex 1x2) besteht aus Kieselgel, das als

funktionelle Gruppen quartire Ammoniumgruppen tragt. Wahrend der Lagerung in 1 M HCI

sind diese Gruppen mit Cl-Anionen abgesattigt. Wird Na-Glutamat auf die Saule gegeben
37



Il Material und Methoden

verdrangt das anionische Glutamat die ClI-lonen und bindet an die Matrix. Zwitterionische und
ungeladene Substanzen durchlaufen die Matrix ungehindert und eluieren gemeinsam mit den
in Form von NaCl eluierenden verdrangten Cl-lonen. Eine Elution des gebundenen Glutamats
kann wahrend der Regeneration der Sdule mit 1 M HCl erfolgen, bei der das Glutamat durch die

im Uberschuss vorhandenen Cl™-lonen wieder verdringt wird.

Durchfiihrung

Als Proben wurden Zellextrakte nach der Chloroform-Behandlung (vgl. 116.2.2) eingesetzt, das
Probenvolumen betrug 10-20 mL. Als mobile Phase diente H;O4emin Mit einer Flussrate von

4 mL/min.

Die Anlage fur die Anionenaustausch-Chromatographie bestand aus den folgenden

Komponenten:

e Siule Dowex 1x2, Bettlange 40 cm, Durchmesser 1,85 cm
e Peristaltik-Schlauchpumpe

e Differential-Refraktometer (Knauer)

o Leitfahigkeitsdetektor (LF530, WTW)

e UV/VIS Filter-Photometer A=220 nm (Knauer)

e Kompensations-Linienschreiber (Knauer)

e Fraktionssammler (684 Biichi, Schweiz)

6.2.3.2 Ionenverzogerungs-Chromatographie

Zur Entsalzung von aus Zellmaterial gewonnenen Substanzen wurde eine pradparative
lonenverzogerungs-Chromatographie mit einem bifunktionellen Harz (BioRad AG11-A8)
durchgefiihrt. Dieses Harz besitzt schwach saure Kationenaustauscher- und stark basische
Anionenaustauscher-Gruppen, die einander im unbeladenen Zustand als Gegenionen dienen
(,,selbst-absorbierende Form“). Durch temporire Bindung von geladenen lonen (Na*, CI) oder
Molekiilen (z.B. Glutamat) kommt es zu einer Verzogerung dieser Substanzen, wahrend

ungeladene bzw. elektrisch neutrale Molekiile das Harz ohne Verzégerung passieren kdnnen.
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Durchfiihrung

Als Proben dienten vereinte Fraktionen nach der Anionenaustausch-Chromatographie, deren
Volumen gegebenenfalls mittels Rotationsverdampfer (vgl. 116.2.1) auf 10-20 mL eingeengt
wurde. Die mobile Phase H;O04emin Wurde mit einer Flussrate von 1,75 - 2,5 mL/min Uber die

Saule geleitet.

Die Anlage fiir die lonenverzégerungs-Chromatographie entsprach mit Ausnahme der Saule
dem Aufbau der Anionenaustausch-Chromatographie (vgl. 116.2.3.1). Die verwendete Saule

(BioRad AG11-A8) hatte eine Bettlange von 80 cm und einen Innendurchmesser von 2,8 cm.

6.3 Derivatisierung durch Hydroxylierung

Zum Nachweis der Hydroxylierung von ADPC wurde mit dem Stamm E. coli BL21 (DE3)
pETectDcyt. ein von Ures (unveroffentlicht) entwickeltes Ganzzell-Katalyse-System genutzt.
Dieser Stamm tragt die Hydroxylase EctD aus H. elongata auf einem Expressionsvektor und ist
so in der Lage, Substrate des Enzyms umzusetzen, sofern sie von E. coli in die Zelle transportiert

werden.

Durchfiihrung

Zur Hydroxylierung von ADPC wurde der Stamm im 400 mL MM®63-1,5/Amp100 bei 37 °C
kultiviert. Das Medium wurde zu Beginn des Versuchs mit 1 mM ADPC supplementiert. Die
Induktion der EctD-Expression erfolgte mit 0,5 mM IPTG bei einer ODgoo von 0,45. Die Kultur
wurde 24 h nach Induktion geerntet und das Pellet wie unter 115.4.1 beschrieben fiir eine Be-

NMR-Analyse aufbereitet.

6.4 Chemische Synthese von N-Carbamoyl-DABA

N-Carbamoyl-Diaminobuttersdure (N-Carbamoyl-DABA, N-C-DABA) als potentielles Substrat der
Ectoin-Synthase wurde in dieser Arbeit chemisch synthetisiert. Als Ausgangssubstanz diente
L-2,4-Diaminobuttersaure Dihydrochlorid, als weiterer Reaktant wurde Kaliumcyanat

zugegeben.
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Durchfiihrung

e 1g L-2,4-Diaminobuttersdure Dihydrochlorid wurde in 5mL H;Ouinst gelost
(Endkonzentration 1046 mM).

e Durch Zugabe von 900 pL 5 M NaOH wurde auf einen pH-Wert von ca. 7,3 neutralisiert.

e 0,44 g Kaliumcyanat (KOCN) wurden als Feststoff langsam unter Riihren zugegeben.

e Der Ansatz wurde fir weitere 6,5 h gerihrt, durch zwischenzeitliche Zugabe von HCI

wurde der steigende pH auf einen Wert von ca. 7,5 gegentitriert.

Der Versuch wurde dahingehend variiert, dass im letzten Schritt entweder gegentitriert wurde,
so dass durch HCl-Zugabe ein Wert von ca. 7,5 gehalten wurde, oder aber eine wahrend der

Reaktion auftretende Alkalisierung zugelassen wurde, wodurch ein pH von ca. 10 erreicht

wurde.
7 Charakterisierung von Soluten
7.1 Supplementierungsversuche

Zur Untersuchung der Wirksamkeit verschiedener kompatibler Solute als zelluldre Schutzstoffe
bei Wachstum unter osmotischem Stress wurden Testorganismen mit geringer Salztoleranz
ausgewahlt. Als solche dienten zum einen E. coli K12, zum anderen die Ectoin-Mangelmutante

H. elongata WUBO02 (AectAC).

Schutzstoffe wurden in einer Endkonzentration von 1 mM zugegeben. Das Wachstum der
Kulturen erfolgte in Mikrotiterplatten (vgl. 114.2.2) zur Bestimmung der Wachstumsrate oder in
100 mL-Schiittelkulturen (vgl. 114.2.1), wenn eine nachfolgende HPLC-Analytik zur Uberpriifung

der Aufnahme der supplementierten Substanz erfolgen sollte.

7.2 Trocknungsversuche

Der Organismus E. coli K12 wurde in MM63-0,5 bei 37 °C angezogen. Je 100 uL dieser Vorkultur
wurden zu Ansdtzen von 500 uL MMG63-3-Medium gegeben, welche zuvor in einer
Konzentration von 100 mM mit jeweils einem unterschiedlichen Solut versetzt wurden. Die
Endkonzentration des Soluts betrug somit 83,3 mM. Diese Ansdtze wurden zu 20 plL auf eine

Mikrotiterplatte aliquotiert, bei -20 °C eingefroren und Uber Nacht gefriergetrocknet. Die
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Lagerung der gefriergetrockneten und mit einer Klebefolie verschlossenen Mikrotiterplatte

erfolgte bei Raumtemperatur.

Die Wiederbelebung der gefriergetrockneten Kulturen erfolgte durch Zugabe von 200 uL
LBG-0,5-Medium pro Vertiefung der Mikrotiterplatte. AnschlieRend erfolgte die Kultivierung

wie unter 114.2.2 beschrieben.

7.3 LDH-Assay

Die Verwendung der Lactat-Dehydrogenase (LDH) als Modellenzym zur Untersuchung der
protektiven Eigenschaften verschiedener kompatibler Solute wurde bereits zuvor beschrieben
(Lippert und Galinski 1992). Die Durchfiihrung der Experimente in dieser Arbeit richtete sich bis

auf leichte Modifikationen nach der genannten Verdéffentlichung.
Lactat-Dehydrogenasen katalysieren die im Folgenden dargestellte Reaktion:
Pyruvat + NADH + H* <> Lactat + NAD"

Unter den angewendeten Versuchsbedingungen liegt das Gleichgewicht der Reaktion weit auf
der Seite von Lactat und NAD". Da die reduzierte Form NADH im Gegensatz zu NAD" Licht bei
einer Wellenlange von 340 nm absorbiert, kann die Reaktion spektralphotometrisch verfolgt
werden. Hierbei ist die Menge des umgesetzten Cosubstrats NADH proportional zu der Menge
des umgesetzten Pyruvats, so dass quantitative Aussagen zur Aktivitdt der Lactat-

Dehydrogenase getroffen werden kénnen.

7.3.1 Gefrierzyklen

Die Messung der LDH-Aktivitat erfolgte am Photometer (Specord 210, Fa. Analytik Jena) bei
340 nm in einem Volumen von 1 mL. Die Auswertung der Messung erfolgte PC-basiert
(Software WIinASPECT, Version 2.2.0.0, Analytik Jena). In die Kilvette vorgelegt wurde
Reaktionspuffer, Pyruvat in einer Konzentration von 2 mM und NADH in einer Konzentration
von 0,3 mM. Gestartet wurde die Reaktion durch Zugabe von 10 puL einer LDH-Lésung. Die
verwendete LDH-LOsung enthielt 0,05 mg/mL LDH sowie 400 mM ADPC bzw. Hydroxyectoin in

Reaktionspuffer. Als Kontrolle wurden die Solute durch H,Oeinst €rsetzt.

Die oben beschriebene LDH-L6sung wurde in jedem Gefrierzyklus fir 20 sec in Flissigstickstoff
(-196 °C) eingefroren und auf Eis langsam wieder aufgetaut. Im Anschluss wurde die

Restaktivitat des Enzyms photometrisch bestimmt.
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8 Molekularbiologische Methoden

8.1 Isolierung, Reinigung und Quantifizierung von DNA
8.1.1 Isolierung von genomischer DNA
Lyse

Von einer in Komplexmedium gewachsenen Ubernachtkultur wurden 4 mL in einem 2 mL-
ReaktionsgefaR abzentrifugiert (Biofuge fresco, Heraeus, 10.000 g, 3 min). Der Uberstand
wurde durch Dekantieren entfernt und das Pellet in 1 mL TES-Puffer durch Vortexen
resuspendiert. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt und Entfernen des Uberstands
wurde das Pellet erneut in 800 uL TES-Puffer resuspendiert. Zur Lyse der Zellen wurde eine
Spatelspitze Lysozym zugegeben und fir 45 min bei Raumtemperatur inkubiert, anschlielend
wurden 20 uL 20 %ige SDS-Lésung zugegeben und nach mehrmaligem Invertieren des

ReaktionsgefaRes fiir weitere 30 min bei Raumtemperatur inkubiert.

Phenol-Chloroform-Extraktion

Dem Zell-Lysat wurden 300 pL Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol-Lésung (25/24/1) zugegeben
und das ReaktionsgefdaRR kraftig geschittelt. Nach einer anschlieBenden Zentrifugation
(13.600 g, 10 min) zur Unterstlitzung der Phasentrennung wurde die obere wassrige Phase
vorsichtig abgenommen und erneut in ein GefaR mit 300 plL
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol-Lésung  Uberfihrt. Diese Schritte wurden 3-5-mal
wiederholt, bis keine Zwischenphase mehr erkennbar war. Die zuletzt verbliebene wassrige

Oberphase wurde in die anschlieRende DNA-Fallung eingesetzt.

DNA-Fallung

Die im vorangegangenen Schritt gewonnene DNA-haltige wassrige Phase wurde mit 1/10
Volumen 3 M Natriumacetat-Losung (pH 4,8) und 1 Volumen eiskaltem Isopropanol versetzt
und gut durchmischt. Die DNA wurde fiir 48 h bei -20°C gefdllt, nach einem
Zentrifugationsschritt (13.600 g, 5 min) wurde der Uberstand verworfen. Das verbliebene DNA-
Pellet wurde in einem Waschschritt in 500 pL eiskaltem 70 %igem Ethanol geschwenkt, nach
erneuter Zentrifugation (13.600 g, 5 min) wurde der Uberstand quantitativ entfernt. Das DNA-

Pellet wurde 10 min im gedffneten Reaktionsgefald bei 60 °C getrocknet und anschlieBend in
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50 pL sterilem H;0inst resuspendiert. Bis zur weiteren Verwendung wurde die DNA bei 4 °Cim

Kihlschrank gelagert.

8.1.2 Isolierung von Plasmid-DNA
Die Isolierung von Plasmid-DNA erfolgte mittels alkalischer Lyse gemafl dem folgenden

Protokoll:

1,5 - 8 mL einer in Komplexmedium gewachsenen Ubernachtkultur wurden in einem 1,5 mL-
ReaktionsgefaR abzentrifugiert (9.500 g, 30 sec). Nach qualitativer Entfernung des Uberstands
wurde das Pellet in 200 pL P1-Puffer durch Vortexen resuspendiert. Nach Zugabe von 200 pL
P2-Puffer wurde der Ansatz durch Invertieren des ReaktionsgefaBes gemischt und zligig 200 uL
P3-Puffer zugegeben. Der Ansatz wurde wieder durch Invertieren gemischt und anschlieBend
zentrifugiert (16.060 g, 3 min). Der Uberstand wurde in ein ReaktionsgefiR mit 500 plL
Chloroform gegeben, der Ansatz durchmischt und anschlieBend wieder zentrifugiert (16.060 g,
3 min). Der wéssrige Uberstand wurde vorsichtig abgenommen und in ein ReaktionsgefalR mit
500 pL Isopropanol gegeben, anschlieRend wurde wieder zentrifugiert (16.060 g, 3 min). Der
Uberstand wurde qualitativ entfernt und das verbliebene DNA-Pellet mit 500 pL eiskaltem
Ethanol (70 % (v/v)) gewaschen. Nach einem letzten Zentrifugationsschritt (16.060 g, 1 min)
wurde der Uberstand entfernt, das DNA-Pellet fiir 20 min im Trockenschrank bei 60 °C
getrocknet und anschlieBend in 50 pL sterilem H,0,einst resuspendiert. Die Lagerung erfolgte bei

-20 °C.

8.1.3 Reinigung von DNA aus Agarosegelen

PCR-Produkte sowie hydrolysierte Plasmid-DNA wurden im Anschluss an eine
Agarosegelelektrophorese aus dem Gel ausgeschnitten und mittels eines Kits (peqlab peqGOLD
Gelextraction Kit, Peqlab, Erlangen) isoliert. Dabei wurde das Gel bei 60 —65°C in einem
Bindepuffer aufgelost und gemal den Herstellerangaben (ber eine Silicamatrix aufgereinigt.

Die Elution der DNA erfolgte mit 30-50 uL des mitgelieferten Elutionspuffers.

8.1.4 Reinigung von DNA aus Reaktionsansitzen

DNA aus Restriktionsansatzen fir spatere Ligationen wurde teilweise direkt mittels eines Kits
(peglab peqGOLD Gelextraction Kit, Peqlab, Erlangen) gereinigt, um Verluste durch eine
praparative Agarosegelelektrophorese zu vermeiden. Hierzu wurden Restriktionsansatze mit
dem gleichen Volumen Bindepuffer versetzt und die Reinigung lGber eine Silicamatrix gemal

den Herstellerangaben durchgefiihrt.
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8.1.5 Quantifizierung von DNA

Die DNA-Konzentration von Proben wurde durch Vergleich mit einem kommerziellen DNA-
GrolRenmarker im Agarosegel bestimmt. Hierbei nutzt man die bekannte Konzentration der im
GroRenmarker enthaltenen DNA-Fragmente aus und vergleicht die Fluoreszenzintensitdt der

Probenbande mit der einer Markerbande dhnlicher Gr6l3e.

Die Molaritat der DNA berechnet sich nach folgender Formel:

ng DNA/uL
g = mol DNA/uL
660 ol Anzahl der bp des DNA — Fragments
8.2 Enzymatische Modifikation von DNA
8.2.1 Restriktionsverdau

Hydrolysen mit Restriktionsenzymen wurden mit Vektor- und Insert-DNA zur Vorbereitung von

Ligationsreaktionen sowie mit Plasmid-DNA zur Restriktionsanalyse durchgefiihrt.

Zum Verdau eines Vektors und der zu ligierenden Insert-DNA wurden Ansdtze mit einem
Gesamtvolumen von 40 pL erstellt. Diese enthielten jeweils 15 uL DNA, 4-8 uL Puffer (je nach
Angabe des Herstellers) und 10 U Restriktionsenzym. Die Ansatze wurden fiir mindestens 3 h
bei der fir das entsprechende Enzym empfohlenen Temperatur im Wasserbad inkubiert.

Abgestoppt wurde die Reaktion durch einen 10-minitigen Hitzeschock bei 65 — 80 °C.

Restriktionsanalysen fanden in einem Gesamtvolumen von 20 L statt. Es wurden 5 pL Plasmid-

DNA, 2-4 uL Puffer und 10 U Enzym eingesetzt und fiir 2-3 h inkubiert.

8.2.2 Dephosphorylierung von Vektor-DNA

Um eine Religation von hydrolysierter Vektor-DNA ohne Insertion von Insert-DNA wahrend der
Ligationsreaktion zu verhindern, wurde linearisierte Vektor-DNA mit alkalischer Phosphatase
dephosphoryliert. Hierzu wurde im Anschluss an einen Restriktionsverdau 1 U des Enzyms
Fast-AP zu dem Restriktionsansatz gegeben und fir 10 min bei 37 °C im Wasserbad inkubiert.
Abgestoppt wurde die Reaktion durch einen 5minitigen Hitzeschock bei 75 °C. AnschlieRend

wurde die Vektor-DNA aus dem Reaktionsansatz gereinigt (vgl. 118.1.3 bzw. 118.1.4).
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8.2.3 Ligation

Dephosphorylierte Vektor-DNA und Insert-DNA wurden mit Hilfe der T4-DNA-Ligase verknpft.
Dieses Enzym verbindet die Phosphatgruppe der 5'-Enden mit den OH-Gruppen der 3'-Enden
der DNA, wobei sowohl kohdasive als auch glatte Enden miteinander verknipft werden kdnnen.
Nach Bestimmung der DNA-Konzentration (vgl. 118.1.5) wurden Vektor-DNA und Insert-DNA in

einem molaren Verhaltnis von 1:3 eingesetzt.

Die Ligation erfolgte in einem 20 plL-Ansatz. Etwa 50 ng Vektor-DNA wurde mit Insert-DNA
vermischt, 2 U T4-DNA-Ligase und 2 uL Reaktionspuffer (10x) zugegeben und das Endvolumen
von 20 pL mit sterilem H;O,einst €ingestellt. Die anschlieBende Inkubation erfolgte tGber Nacht
bei 16 °C. AbschlieRend wurde die Reaktion durch einen Hitzeschock (65 °C, 10 min)

abgestoppt.

8.3 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) ist eine in vitro ablaufende Methode zur selektiven
Amplifizierung von DNA-Bereichen (Mullis und Faloona 1987). Bendtigt werden zwei
gegenlaufige Oligonukleotid-Primer, die das zu amplifizierende DNA-Fragment einrahmen und
nach der Denaturierung der DNA mit den komplementdaren Einzelstrangen hybridisieren.
Ausgehend von den freien 3‘-OH-Enden der somit entstehenden kurzen doppelstrangigen
Abschnitte sind DNA-Polymerasen in der Lage, durch komplementdren Anbau von

Nukleosidtriphosphaten die vorhandenen DNA-Fragmente zu duplizieren.

Eine PCR ist ein zyklisch verlaufender Vorgang, bei dem durch die wiederholte Abfolge von
DNA-Denaturierung, Primer-Anlagerung und Elongation eine exponentielle Vermehrung der
Zielsequenz erreicht werden kann. Die fiir die DNA-Denaturierung bendtigten hohen
Temperaturen erfordern die Verwendung von thermostabilen DNA-Polymerasen.
StandardmaRig wird die Tag-Polymerase aus Thermus aquaticus verwendet, die keine 3‘>5'-
Exonukleaseaktivitat aufweist. Flir Anwendungen, wie z.B. Klonierungen, bei denen eine
moglichst niedrige Fehlerrate gewlinscht ist, bietet sich die Anwendung einer DNA-Polymerase

mit 3‘2>5‘-Exonukleaseaktivitat (,Korrekturlesefunktion”) an.

Aus diesem Grund wurden in dieser Arbeit PCR-Reaktionen fiir Klonierungen mit der Phusion®

High Fidelity-DNA-Polymerase (Finnzymes, Espoo, Finnland) durchgefiihrt.
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8.3.1 Standard-PCR

Das im Folgenden beschriebene Standard-Protokoll gilt flir PCR-Reaktionen mit der Phusion-

Polymerase.

Reaktionsansatz

HF-Puffer (5x) 10 pL
dNTPs (2 mM) 5 pL
Primer 5‘ (50 pmol/pL) 1puL
Primer 3‘ (50 pmol/uL) 1L
Betain (5 M) 10 pL
DNA 0,5 ulL
Phusion-Polymerase (1 U/uL) 0,5 puL
H2Oreinst ad 50 pL
PCR-Programm
Initialdenaturierung 98 °C 30 sec

Denaturierung 98 °C 20sec

Primeranlagerung X 20sec 30 Zyklen
Elongation 72°C 15sec—1min

Verlangerte Elongation 72 °C 10 min
Kihlung 4°C oo

Bei Verwendung der Phusion-DNA-Polymerase wurde die Temperatur fiir die Primeranlagerung
um 3°C hoher als die niedrigere Schmelztemperatur des Primerpaares gewadhlt. Die
Elongationsdauer richtete sich nach der Lange des zu amplifizierenden DNA-Fragments. Als

Regel bendtigt die Phusion-Polymerase 15-30 sec fiir 1 kb.

8.3.2 Kolonie-PCR (In situ-PCR)

Zur Uberprifung der genetischen Identitdt von H. elongata-Klonen wurde die Methode der
Kolonie-PCR angewendet, bei der anstelle von zuvor isolierter DNA ganze Zellen als DNA-
Template eingesetzt werden (Joshi et al. 1991). Hierfur wurde eine geringe Menge Zellmaterial
mittels steriler Zahnstocher von Agarplatten gepickt und in 20-50 pL H;Oeinst resuspendiert.
Diese Zellsuspension wurde anschliefend in eine PCR-Reaktion mit der Tag-DNA-Polymerase

eingesetzt, bei der wie im folgenden Protokoll beschrieben die Initialdenaturierung auf einen
46



Il Material und Methoden

Zeitraum von 10 min erh6ht wurde. Die Zugabe der Tag-DNA-Polymerase erfolgte erst nach

Abschluss der Initialdenaturierung.

Reaktionsansatz

Tag-Puffer (10x) 5 puL
dNTPs (2 mM) 5puL
Primer 5‘ (50 pmol/uL) 1puL
Primer 3‘ (50 pmol/uL) 1pul
MgCl, (25 mM) 3L
Zellsuspension 0,5 puL
Tag-Polymerase (1 U/uL) 1uL
H,01einst ad 50 pL

PCR-Programm

Initialdenaturierung 98 °C 10 min
Denaturierung 98 °C 30sec
Primeranlagerung X 45 sec 30 Zyklen
Elongation 72°C 1min
Verlangerte Elongation 72 °C 10 min
Kihlung 4°C oo

Bei Verwendung der Tag-DNA-Polymerase wurde die Temperatur fiir die Primeranlagerung um

5 °C niedriger als die niedrigere Schmelztemperatur des Primerpaares gewahlt.

8.3.3 Verwendete Primer
Primer wurden in H,Oeinst ZU einer Endkonzentration von 50 pmol/uL resuspendiert und bei

-20 °C gelagert.

Tabelle 4: Verwendete Primer

Fett und unterstrichen dargestellt sind Schnittstellen der angegebenen Restriktionsenzyme. Samtliche Primer
dieser Arbeit wurden in einer Konzentration von 50 pmol/ul angesetzt und verwendet.

Name Sequenz (5= 3’) Schnittstelle Tm [°C] Referenz

Primer fiir die genomische Deletion von ectC

ectCdown_R1 acggccctgcagageggageggtegtga Pstl 75,4 (Witt 2005)
ectCup_F1 ctcacgtcctgcagegecccgagetcga Pstl 75,4 (Witt 2005)
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ectC-Klonierungen fiir E. coli

ectC_for_pet gagaatccatatgatcgttcgcaatctc Ndel 63,7 diese Arbeit
ectC_rev_pet attccatggttacagceggcttctggtc Ncol 66,5 diese Arbeit
ectC_rev_Xhol attctcgagcagcggcttctggtegte Xhol 69,5 diese Arbeit
ectC-10_Ncol attccatggttaaggtgcgtaggaaccgtctt Ncol 68,2 diese Arbeit
ectC-10_Xhol attctcgagaggtgcgtaggaaccgtct Xhol 68,0 diese Arbeit
ectC-9_Ncol attccatggttaggcaggtgcgtaggaacc Ncol 69,5 diese Arbeit
ectC-8_Ncol attccatggttagtcggcaggtgegtaggaa Ncol 69,5 diese Arbeit
pASK5_ectC_for atggtacgtctcagcgccatgatcgttcgcaatctcga  Esp3l| 73,8 diese Arbeit
pASKS5_ectC_rev atggtacgtctcatatcacageggcttctggtegtcgg Esp3l| 74,9 diese Arbeit
Vektor-Klonierungen fiir H. elongata
prom-KB1_rev aatggatccctacatgtcgacctectgt BamHI 66,6 diese Arbeit
prom_ect_f ggaggccgtctagatcatccagg Xbal 66,0 (Briinig 2005)
ectC_for_prom gagaatcgacatgttcgttcgcaatctc Bsplul1ll 65,1 diese Arbeit
ectC_rev_prom tactaagcttggttacagcggcttctggtc Hindlll 68,1 diese Arbeit
ectC_for_pagl ttcactggagaatcgtcatgatcgttcg Pagl 65,1 diese Arbeit
ectC-10_rev_prom attaagcttttaaggtgcgtaggaaccgtctt Hindll 65,6 diese Arbeit
ectDProm_for2 aggtattccatggcagtgcagacatcgt Ncol 66,6 (Meffert 2011)
ectDProm_rev2 ctggtggcaagcttgatgaacagcaac Hindlll 66,5
His_for_Pstl attctgcagcaccaccaccaccaccactg Pstl 70,9 diese Arbeit
His-tag forl gtcccataagcettatccggatatagttectectttca Hindlll 69,5 (Burdziak 2006)
Psy WU_for cggcacatgtttgttcgcaacaaaacc Bsplulll 65,0 (Kurz et
2010)
Psyr_WUBHis_rev  attctgcaggtaagcggatcccgtacc Pstl 68,0 diese Arbeit
Kolonie-PCR zum Nachweis von H. elongata
sNhaDf1 atcgccgacaacctgaccac 61,4 (Kurz 2003)
sNhaDr1 caggctctgacgcaggtagt 61,4 (Kurz 2003)
8.4 Agarosegelelektrophorese

Mittels Agarosegelelektrophorese werden DNA-Fragmente nach ihrer GroRRe aufgetrennt. In

dieser Arbeit diente diese Methode der GréRenbestimmung, Aufreinigung und

Konzentrationsbestimmung von DNA.

Es wurden Flachbettkammern (Horizon 58, Gelvolumen 26 mL) der Firma GibcoBRL (Maryland,
USA) verwendet. Die Agarose wurde in einer Konzentration von 1 % (w/v) durch Aufkochen in
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Elektrophoresepuffer (1xTAE-Puffer) gelost und nach Abklhlen auf ca. 55-65°C in die

Gelkammer gegossen. Das erstarrte Gel wurde mit 1XTAE-Puffer Gberschichtet.

Die zu analysierenden Proben wurden vor dem Auftragen mit 6xProbenpuffer versetzt.
Zusatzlich wurden 6 puL eines DNA-GroBenmarkers (1 kb-Marker oder 100 bp-Marker Plus,
Fermentas) aufgetragen. Die Auftrennung der Proben erfolgte bei einer Spannung von 60 - 90 V

(Electrophoresis Power Supply Consort E122, Sci.Plas Limited, Southham, UK).

Fiir die Gel-Dokumentation wurde das Gel zunachst fir 5 min in Ethidiumbromid-Losung
(10 pug/mL) gefarbt und anschlieBend fiir 5 min in HyOgemin entfarbt. Zur Photographie wurde
das Gel im UV-Durchlicht (Videosystem Intas, Gottingen) betrachtet. Aus praparativen Gelen
wurde die gewiinschte DNA-Bande mit einem Skalpell ausgeschnitten und anschliefRend

aufgereinigt (vgl. 118.1.3).

8.5 Transformation von E. coli

Unter Transformation versteht man das Einbringen freier DNA (z.B. Plasmid-DNA) in
Bakterienzellen. Um die Effizienz dieses auch unter natiirlichen Bedingungen ablaufenden
Prozesses zu steigern, verwendet man Zellen, die zuvor chemisch kompetent gemacht wurden.

Das hierzu in dieser Arbeit angewendete Protokoll richtet sich nach Inoue et al. (1990).

Da Bakterien Uber ein Restriktions-Modifikations-System verfiigen, das vor dem Eindringen
fremder DNA schiitzt, kann das Transformieren beliebiger E. coli-Stamme Probleme bereiten.
Aus diesem Grund und zur sicheren Lagerung von Plasmiden in der Stammsammlung wurde
Plasmid-DNA immer zunachst in E. coli DH5a eingebracht. Dieser Stamm weist Defekte im
Restriktions-Modifikations-System auf, so dass die Stabilitdat der Plasmid-DNA gewahrleistet ist.
Zudem erlaubt die in diesem Organismus stattfindende stammspezifische Modifikation der DNA

die spatere Transformation anderer E. coli-Stamme.

8.5.1 Herstellung superkompetenter Zellen

100 mL SOB-Medium wurden 1 %ig mit einer Vorkultur des entsprechenden E. coli-Stammes
(DH5a, S17-1 bzw. BL21 (DE3)) inokuliert und bis zu einer ODggo von 0,6 inkubiert (22 °C,
180 rpm).

Die Kultur wurde 10 min auf Eis inkubiert und anschlieRend geerntet (5000 g, 10 min, 4 °C,
Beckmann Avanti™ J-20 XP, JA-10-Rotor).
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Das Zellpellet wurde in 80 mL vorgekihltem Transformationspuffer resuspendiert, 10 min auf
Eis inkubiert und anschlieRend wieder abzentrifugiert. Das Pellet wurde erneut in 20 mL
Transformationspuffer resuspendiert und tropfenweise mit 1,4 mL DMSO versetzt. Nach einer
weiteren Inkubation auf Eis flir 10 min wurden die Zellen in 1,5 mL-Reaktionsgefalle aliquotiert

(je 200 pL), in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -70 °C gelagert.

8.5.2 Transformation superkompetenter Zellen
200 pL superkompetenter E. coli-Zellen wurden mit 20 uL Ligationsansatz bzw. 3 pL isolierter

Plasmid-DNA gemischt und 20 min auf Eis inkubiert.

Nach einem Hitzeschock bei 42 °C fiir 90 sec wurden die Zellen erneut fir 2 min auf Eis
inkubiert. Der Ansatz wurde anschlieffend mit 800 pL vorgewarmtem SOB-Medium versetzt und

fir 1,5 h bei 37 °C inkubiert (Thermomixer, Eppendorf, 500 rpm).

100 uL der Zellsuspension wurden auf Selektionsplatten (AB-0,5 mit entsprechendem
Antibiotikum) ausplattiert. Die restliche Zellsuspension wurde kurz abzentrifugiert
(Tischzentrifuge, 10.000 rpm, 1 min), der Uberstand durch Dekantieren entfernt und die im
Ricklauf resuspendierten Zellen ebenfalls auf Selektionsplatten ausplattiert. Die Agarplatten

wurden fir 24 h bei 37 °C inkubiert.

8.6 Konjugation

Unter bakterieller Konjugation versteht man die Ubertragung genetischen Materials von einer
Donor- auf eine Empfingerzelle Uber direkten Zell-Zell-Kontakt. Bei der Ubertragung von
Plasmid-DNA mittels Konjugation unterscheidet man konjugative und mobilisierbare Plasmide.
Konjugative Plasmide enthalten die gesamte genetische Information, die fiir die DNA-
Ubertragung benétigt wird, also neben den Erkennungsstellen (mob-site, oriT) auch die tra-
Gene. Im Gegensatz dazu fehlen den mobilisierbaren Plasmiden die vollstandigen konjugativen
Funktionen, diese kénnen allerdings durch ein weiteres Plasmid oder - in einem geeigneten

Bakterienstamm - genomisch zur Verfligung gestellt werden.

Bei den in dieser Arbeit in H. elongata-Stamme eingebrachten Plasmiden pK18mobsacB sowie
pPromEct und pWUB handelt es sich um mobilisierbare Plasmide, denen die Transfer-Gene
(tra-Gene) fehlen. Der konjugative Transfer in H. elongata wird ermoglicht durch die

Verwendung von E. coli S17-1 als Donorstamm. In diesem Stamm liegen die tra-Gene fiir den
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konjugativen Transfer von Plasmiden der RK2/RP4-Gruppe (Inkompatibilitatsgruppe P) ins

Genom integriert vor (Simon et al. 1983).

Ein zusatzlicher Vorteil der Verwendung von E. coli S17-1 als Donorstamm ist die Prolin-
Auxotrophie des Organismus, die bei Verwendung von Mineralsalz-Medium nach erfolgter

Konjugation zur Selektion auf Halomonas ausgenutzt werden kann.

Durchfihrung (Kunte und Galinski 1995, modifiziert)

Der Donorstamm E. coli S17-1 mit dem zu libertragenden Plasmid wurde iber Nacht auf einer
AB-2-Platte mit entsprechendem Antibiotikum angezogen. Der Halomonas-Rezipienten-Stamm
wurde in AB-2-Medium bis zu einer ODggg von etwa 0,9 angezogen. Der Donorstamm wurde in
AB-2-Medium auf eine ODggo von 0,5 resuspendiert. 600 uL der Halomonas-Kultur und 400 plL
der E. coli-Suspension wurden in einem 1,5 mL-Reaktionsgefdll zusammengegeben und
abzentrifugiert (Centrifuge 5415 R, Eppendorf, 5 min, 6.500 g). Der Uberstand wurde durch

Dekantieren entfernt und das Pellet im Rickfluss resuspendiert.

Sterile hydrophile Nitrocellulosefilter (0,45 um) wurden auf vorgewdrmte AB-2-Platten gelegt
und die Zellsuspension darauf pipettiert. Anschlieffend wurden die Platten bei 30 °C (iber Nacht

inkubiert.

Die Nitrocellulosefilter wurden in 1,5 mL-ReaktionsgefaBe Uberfihrt und die Zellen in 1 mL
MM®63-2-Medium durch Vortexen vom Filter gelést und resuspendiert. Von der erhaltenen
Suspension wurden Verdinnungen der Stufen 10" - 10 mit MM63-2-Medium hergestellt.
Jeweils 100 pL der unverdiinnten Suspension sowie der Verdiinnungen wurden auf MM63-
Selektionsplatten ausplattiert. Die Platten enthielten ein dem {bertragenen Plasmid
entsprechendes Antibiotikum, die Salzkonzentration der Selektionsplatten wurde der
Salztoleranz des Halomonas-Rezipienten-Stammes angepasst. Die Platten wurden anschlieRend

mindestens 48 h bei 30 °C inkubiert.

8.7 Herstellung chromosomaler Mutationen in H. elongata

Zur Einfihrung chromosomaler Mutationen in H. elongata wurde der Vektor pK18mobsacB
verwendet (Schafer et al. 1994). Dieses pBR322-Derivat enthalt eine Mobilisierungsregion
(mob-site) und die fiir den Transfer notwendige Replikationsstelle oriT. Aufgrund des pMB1-
Replicons, das zu einer engen Wirtsspezifitat fuhrt (Sutcliffe 1979), muss pK18mobsacB vom

Empfangerorganismus H. elongata chromosomal integriert werden, damit die kodierte Km-
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Resistenz zu Selektionszwecken ausgeprdagt werden kann. Durch das sacB-Gen (Laevan-
Saccharase) aus Bacillus subtilis ist eine weitere negative Selektion moglich (Schafer et al.
1994). Fir H. elongata ist die durch Saccharose induzierte Bildung des Enzyms ab einer

Saccharose-Konzentration im Medium von 20 % letal.

Zur genomischen Deletion von ectC in H. elongata wurde der in einer vorangegangenen Arbeit
erstellte Vektor pK18mobsacBAectC (Witt 2005) durch konjugativen Transfer (vgl. 118.6) in
H. elongata DSM 2581" und H.elongata KB1 (AectA) Ubertragen. In einem ersten
Selektionsschritt wurden die Konjuganten auf MM63-2/Km100-Platten ausplattiert. Die
erhaltenen Klone haben durch eine erste homologe Rekombination den Vektor
pK18mobsacBAectC in das Genom integriert. Eine weitere Selektion auf ,Doppel-Cross-Over“-
Mutanten, die das Plasmid wieder aus dem Genom entfernt haben, fand auf LBG-2-Platten mit
22 % Saccharose statt. Hierzu wurden Km-resistente Transkonjuganten-Klone lber Nacht bei
30°C in LBG-2-Medium kultiviert und in den Verdinnungsstufen 10°-10® auf den
Selektionsplatten ausplattiert. Die auf diesen Platten gewachsenen Kolonien wurden nochmals
auf AB-2-Platten und AB-2/Km100-Platten Uberfihrt, um eine Ausgliederung des Plasmids Uber
den Verlust der Km-Resistenz zu Uberpriifen. Zur endgiiltigen Uberpriifung der genetischen
Identitat wurden Kolonien in eine Kolonie-PCR (vgl. 118.3.2) eingesetzt. Hierbei dienten die
Primer ectCdown_R1 und ectCup F1 dem Nachweis der erfolgreichen genomischen
Gendeletion. Zusatzlich wurde mit den Primern sNhaDfl und sNhaDrl ein H. elongata-
spezifisches PCR-Produkt amplifiziert, um eine E. coli-Kontamination aus dem

Konjugationsschritt auszuschlieRen.

8.8 Sequenzierung von DNA
Sequenzierungen von Vektorkonstrukten wurden von der Firma SequiServe (Vatterstetten)

nach der Didesoxymethode (Sanger et al. 1977) durchgefiihrt.
9 Proteinbiochemische Methoden

9.1 Verwendete Expressionssysteme

Fiir die heterologe Expression von Proteinen, in dieser Arbeit meist verschiedene Formen der
Ectoin-Synthase, wurde der Organismus E. coli als Expressionssystem genutzt. Die verwendeten

Vektoren gehorten der pET- bzw. pASK-IBA-Familie an.
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Im pET-System wird das Zielgen unter Kontrolle des starken T7-Promotors gestellt, der aus dem
Bakteriophagen T7 stammt. Die fiir die Transkription benétigte T7-RNA-Polymerase wird im
Genom des Expressionsstammes E. coli BL21 (DE3) unter Kontrolle des IPTG-induzierbaren
lacUV5-Promotors kodiert. Der in dieser Arbeit verwendete Ausgangsvektor pET-22b(+) bietet

die Moglichkeit, das Zielprotein mit einem C-terminalen Hisg-tag zu fusionieren.

Im Gegensatz zu den eine hohe Transkriptionseffizienz bietenden pET-Vektoren verfligen pASK-
IBA-Vektoren Uber einen vergleichsweise schwachen, regulierbaren Tet-Promotor. Die
Expression des Zielgens wird induziert durch Zugabe von Anhydrotetracyclin. Die Verwendung
spezieller E. coli-Stamme, wie im Fall des pET-Systems, ist nicht notig, da das Tet-System
bakteriellen Ursprungs ist. Der in dieser Arbeit verwendete Ausgangsvektor pASK-IBAS bietet

die Moglichkeit, das Zielprotein mit einem N-terminalen Strep®-tag Il zu fusionieren.

Neben dem Organismus E. coli wurde in einigen Versuchen auch H. elongata als
Expressionssystem genutzt. Die verwendeten Vektoren pPromEct bzw. pWUB beinhalten einen
osmoregulierten Promotor, so dass die Expression durch die Zugabe von Salz (NaCl) im Medium

induziert wird.

9.2 Expressionskultur

Zur Gewinnung von Proteinen durch heterologe Expression wurden in dieser Arbeit meist E. coli
BL21 (DE3)-Stamme mit den entsprechenden auf pET-22b(+) basierenden Vektoren verwendet.
Diese Stamme wurden wenn nicht anders vermerkt in LBG-0,5/Amp100-Medium bei 37 °C
kultiviert. Die Induktion der Expression erfolgte bei einer ODggo von ~0,45 mit 0,5 mM IPTG.
Geerntet wurden die Kulturen ca. 4 h nach Induktion, die Pellets wurden bis zur weiteren

Verwendung bei -20 °C gelagert.

Zur Produktion der Ectoin-Synthase mittels eines auf pASK-IBA5 basierenden Vektors wurde
E. coli DH5a mit dem entsprechenden Expressionsvektor in LBG-0,5/Carb100-Medium bei 37 °C
kultiviert. Die Induktion der Expression erfolgte bei einer ODgyp von ~0,4 mit 0,2 pg/mL
Anhydrotetracyclin. Geerntet wurden die Kulturen ca. 4 h nach Induktion, die Pellets wurden

bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert.

Bei Verwendung eines auf pWUB basierenden Vektors zur Proteinexpression in H. elongata
wurde der verwendete H. elongata-Stamm mit dem entsprechenden Vektor in MM63-Medium

mit Chloramphenicol (50 ug/mL) angezogen. Die Salzkonzentration richtete sich nach der
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Toleranz des verwendeten H. elongata-Stammes. Eine zusatzliche Induktion der Expression
entfiel, da die Expression durch den Salzgehalt des Mediums induziert wird. Geerntet wurden
die Kulturen in der spat-exponentiellen bis friih-stationdren Wachstumsphase, die Pellets

wurden bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert.

9.3 Zellaufschluss

Der Aufschluss der wie unter 119.2 gewonnenen Zellpellets zur weiteren Proteingewinnung
erfolgte unter Kithlung in einem Ultraschallgerat (Sonifier Cell Disruptor B15, Branson). Hierzu
wurde das Zellmaterial auf Eis aufgetaut, in einem Mindestvolumen von 5 mL Lysispuffer | (Hisg-
tag-Reinigung) bzw. Waschpuffer Il (Strep®-tag-Reinigung) resuspendiert und der Zellaufschluss
mit einem Pausenzeitintervall von 50 % durchgefihrt (1 min/mL Zellsuspension). Das
gewonnene Zell-Lysat wurde entweder auf 2 mL-ReaktionsgefdaBe aliquotiert und in einer
Tischzentrifuge abzentrifugiert (Eppendorf, Centrifuge 5415 R, 4 °C, 12.000 rpm, 30 min) oder
bei gréReren Mengen in der Beckmann-Zentrifuge (Avanti'™, J-20 XP) mit JA-25,50-Rotor
(15.000 rpm, 20 min, 4 °C). Die Uberstinde wurden vereinigt.

9.4 Gewinnung, Reinigung und Quantifizierung von Protein

9.4.1 Affinitits-Chromatographie

Um heterolog exprimierte Proteine leicht von dem Gesamtzellprotein des Expressions-
organismus isolieren zu kénnen, wurde in dieser Arbeit mit zwei unterschiedlichen Affinitats-
tags gearbeitet, die an das Zielprotein fusioniert wurden: Der Hisg-tag (Poly-Histidin-tag), der
spezifisch an Siulenmaterialien mit komplexierten Ni**-lonen bindet, sowie der Strep®-tag Il
ein aus 8 Aminosduren bestehendes Peptid der Sequenz WSHPQFEK, das spezifisch an

Streptavidin bindet.

9.4.1.1 Chromatographie mit His-tag
Die Aufreinigung der mit einem His-tag versehenen Ectoin-Synthase erfolgte an einer
Agarosematrix mit Uber Nitrilotriessigsdaure (NTA) gebundenen Ni-lonen (Ni-NTA His-Bind®

SuperflowTM, Novagen, Madison/WI, USA).

Durchfiihrung

Das wie in 119.3 beschrieben gewonnene Lysat (resuspendiert in Lysispuffer 1) wurde mit 1-5 mL
Ni-NTA-Agarose-Aufschwammung versetzt und fir 1 h bei 4 °C unter Schitteln inkubiert.

AnschlieBend wurde dieser Ansatz auf eine Polypropylen-Durchfluss-Sdule mit Fritte (Qiagen,
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Hilden) gegeben und gewartet, bis die Matrix sich gesetzt hat. Der Durchfluss sowie die
folgenden Fraktionen wurden fiir eine weitere Analyse mittels SDS-PAGE aufgefangen. An der
Matrix erfolgten Waschschritte mit zunachst 10-20 mL Lysispuffer |, anschlieBend mit 10-20 mL

Waschpuffer I. Die Elution des Zielproteins erfolgte mit 1-5 mL Elutionspuffer I.

9.4.1.2 Chromatographie mit Strep®-tag
Die Aufreinigung der mit einem Strep®-tag |l versehenen Ectoin-Synthase erfolgte an einer

Strep-Tactin®-Sepharose®-Matrix (IBA, Gottingen).

Durchfiihrung

Das wie in 119.3 beschrieben gewonnene Lysat (resuspendiert in Waschpuffer 1l) wurde auf eine
Strep-Tactin®-Sepharose®-Saule (Matrixvolumen: 2 mL) in einer Polypropylen-Durchfluss-Saule
mit Fritte (Qiagen, Hilden) gegeben. Der erste Durchfluss wurde gesammelt, anschlieBend
wurde die Sdule gewaschen mit insgesamt 10 mL Waschpuffer Il (aufgefangen in zwei 5 mL-
Fraktionen). Eluiert wurde mit 1 mL Elutionspuffer Il (aufgefangen in fiinf 0,2 mL-Fraktionen).
Der Verlauf der Reinigung wurde anhand der gesammelten Fraktionen mittels SDS-PAGE
Uberprift. Die Regeneration der Saule erfolgte nach Herstellerangaben durch dreimaliges

Waschen mit je flinf Sdulenvolumen Regenerationspuffer.
9.4.2 Native Reinigung ohne Fusions-tag

9.4.2.1 Ammoniumsulfat-Fillung

Aussalzung ist eine Methode der Protein-Fallung, die darauf beruht, dass Salze die
hydrophoben Effekte in der Losung vergroBern und somit die Proteinaggregation Uber
hydrophobe  Wechselwirkungen fordern. Das  antichaotrope (kosmotrope) Salz
Ammoniumsulfat wird am haufigsten zur Proteinfdllung genutzt, da es in Konzentrationen
oberhalb von 0,5M die biologische Aktivitdt von Proteinen schiitzt (Lottspeich und Engels
2006).

Durchfiihrung

Zunachst erfolgte ein Zellaufschluss (vgl. 119.3) des wie in 119.2 beschrieben produzierten
Zellmaterials. Hierzu wurden ca. 0,7 g Zellmaterial in 10 mL Lysispuffer Il resuspendiert. Das
nach der Zentrifugation gewonnene Lysat wurde mit Ammoniumsulfat-Stammlésung (4 M)

versetzt (1,67 mL Ammoniumsulfat-Stammlésung / 1 mL Lysat) und 5 min auf Eis inkubiert. Der
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im anschlieBenden Zentrifugationsschritt (Beckmann, JA 25.50, 15.000 rpm, 20 min, 4 °C)

gewonnene Uberstand wurde fiir die hydrophobe Interaktionschromatographie verwendet.

9.4.2.2 Hydrophobe Interaktionschromatographie

Die hydrophobe Interaktionschromatographie (hydrophobic interaction chromatography, HIC)
beruht darauf, dass die unpolaren Oberflaichenregionen eines Proteins bei hohen
Salzkonzentrationen an die schwach hydrophoben Liganden einer stationdren Phase
adsorbieren (Lottspeich und Engels 2006). Die Elution der Proteine erfolgt durch eine

Verringerung der Salzkonzentration, die in dieser Arbeit schrittweise durchgefiihrt wurde.

Fur die hydrophobe Interaktionschromatographie wurden 5 mL-HiTrap™" Phenyl HP-Siulen (GE
Healthcare, Uppsala, Schweden) in Kombination mit einer 20 mL-Spritze mit Schraubgewinde
verwendet. Der HIC-Puffer wurde mit Ammoniumsulfat-Konzentrationen zwischen 0 M und 2 M
eingesetzt, im Folgenden wird die Molaritdt des Ammoniumsulfats der Pufferbezeichnung

angehangt (z.B. HIC-P-1.4 fur HIC-Puffer mit 1,4 M Ammoniumsulfat).

Durchfiihrung

Die in 20 % (v/v) Ethanol gelagerte Saule wurde zunachst mit 20 mL HIC-P-0 und 10 mL HIC-P-2
gespllt. AnschlieRend erfolgte der Probenauftrag durch Beladen der Sdule mit dem in 119.4.2.1
gewonnenen Uberstand. Eine Elution der Proteine erfolgte durch aufeinanderfolgende
Waschschritte mit 10 mL HIC-P-2, 10 mL HIC-P-1.6, 10 mL HIC-P-1.4, 12 mL HIC-P-1.2, 10 mL
HIC-P-1 und 10 mL HIC-P-0. Die einzelnen Fraktionen wurden aufgefangen (die Fraktion von
HIC-P-1.2 in 2 mL-Volumina) und fir eine spatere Analyse mittels SDS-PAGE aufbereitet
(vgl. 119.4.6).

9.4.3 Dialyse
Eluate aus der Ni-NTA-Reinigung (vgl. 119.4.1.1) sowie der HIC-Reinigung (vgl. 119.4.2.2) wurden
im AnschluR an die Elution dialysiert, um die Imidazol- bzw. Ammoniumsulfat-Konzentration zu

verringern.

Hierzu wurden die Eluate der Ectoin-Synthase in einen Dialyseschlauch (ZelluTrans, Roth)
Uberfiihrt und Gber Nacht bei 4 °C gegen 2 L Dialysepuffer (50 mM Tris-HCI, 500 mM NaCl,
pH 8,5) dquilibriert.
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9.4.4 Aufkonzentrieren von Proteinen

Proteinlésungen aus den verschiedenen Aufreinigungen (vgl. 119.4.1 bzw. 119.4.2) wurden
mittels Microcon YM-10 Zentrifugen-Membranfiltereinheiten der Firma Millipore
(Schwalbach/Ts.) aufkonzentriert. Durch die Membran-AusschlussgroRe von 10 kDa konnen
Wasser und Pufferbestandteile die Membran passieren, wahrend Proteine ab einer GroRe von

ca. 10 kDa zurickgehalten werden.

9.4.5 Gesamtzellprotein-Isolierung

Zur Analyse von Gesamtzellprotein-Proben wurde ein von Briinig (2005) entwickeltes Protokoll
verfolgt, bei dem durch Abtrennung von Zelltrimmern und Hydrolyse der DNA

Proteinsuspensionen hergestellt werden, die leicht mittels BCA-Test quantifizierbar sind.

Durchfiihrung

Zellpellets aus 10 mL-Proben wurden auf Eis aufgetaut und in 200 puL Resuspensionspuffer
durch Vortexen resuspendiert. Zur Zell-Lyse wurden 2 pL Lysozym-Stammldsung zugegeben,
durch Vortexen gemischt und die Ansdtze unter zwischenzeitlichem Invertieren fir 30 min auf
Eis inkubiert. Nach Zugabe von 10 pL SDS-Lésung (10 % (w/v)) wurden die Ansatze weitere
30 min auf Eis inkubiert. Zur Hydrolyse der DNA wurden 2 pyL DNase I-Stamml6ésung und 1 pL
MgCl,-L6sung zugegeben und die Ansatze fur weitere 1,5 h auf Eis inkubiert. AnschlieRend
wurden die Lysate fir mindestens 30 min bei -20 °C eingefroren und dann ca. 45 min im
eisgekihlten Ultraschallwasserbad behandelt. Durch einen abschlieRenden
Zentrifugationsschritt (13.000 rpm, 30 min, 4 °C) wurden Zelltriimmer sowie unldsliche Proteine
abgetrennt. Die Uberstinde wurden in 1,5 mL-ReaktionsgefiaRe tiberfithrt und bis zur weiteren

Verwendung (BCA-Test, SDS-PAGE) bei -20 °C gelagert.

9.4.6 TCA-Féllung
Proben aus der HIC (vgl. 119.4.2.2) mussten aufgrund der hohen Ammoniumsulfat-Konzentration
vor der Analyse mittels SDS-PAGE aufbereitet werden. Hierzu wurden die Proteine mittels

Trichloressigsaure (TCA) ausgefallt und anschlieBend in H,0 resuspendiert.

Durchfiihrung

Jeweils 1 mL Probe wurde mit 100 puL TCA-L6sung (1 g/100 mL) versetzt, 15 min auf Eis inkubiert
und in der Tischzentrifuge abzentrifugiert (10 min, 13.000 rpm). Der Uberstand wurde

vorsichtig entfernt und die Pellets zweimal mit 100 pL eiskaltem Aceton (80 % (v/v))
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gewaschen. Anschlieend erfolgte wieder ein Zentrifugationsschritt (10 min, 13.000 rpm). Der
Uberstand wurde wieder entfernt und die Pellets bei 60 °C getrocknet. Fiir die SDS-PAGE
wurden die Pellets in 60 pL H;Oeinst resuspendiert und wie unter 119.5.1 beschrieben

weiterbehandelt.

9.4.7 BCA-Assay zu Quantifizierung
Zur Bestimmung von Proteinkonzentrationen wurde ein ,BCA Protein Assay Kit“ (Uptima,
Montlugon, Frankreich) verwendet. Diese Methode kombiniert die Biuret-Reaktion mit der

Verwendung von Bicinchoninsaure (BCA) zur Proteinquantifizierung (Smith et al. 1985).

Die Quantifizierung von Proteinproben erfolgte in Mikrotiterplatten. Fiir eine Kalibrierungsreihe
wurden BSA-Losungen in definierten Konzentrationen mitgemessen. Die Durchfiihrung richtete
sich nach den Angaben des Herstellers. Die Absorption der Proben wurde in einem
Plattenlesegerat (infinite M 200, Tecan, Crailsheim) photometrisch bei einer Wellenldnge von

550 nm bestimmt.

Gesamtzellprotein-Proben (vgl. 119.4.5) wurden 1:50 mit H,Oeinst Verdiinnt, Eluat aus Protein-

Aufreinigungen wurde zwischen 1:5 und 1:100 verdiinnt.

9.5 Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) wird angewendet zur Auftrennung von
Proteinen nach ihrem Molekulargewicht (Laemmli 1970). Im Vergleich zu Agarose-Gelen bilden
Polyacrylamid-Gele Poren mit einer besser definierten Form und GroBe und bieten weiterhin
eine Erhohung von Auflésungsvermogen und Stabilitdt. Zusammengesetzt sind Polyacrylamid-
Gele aus den beiden Komponenten Acrylamid und N,N‘-Methylen-Bisacrylamid. In Anwesenheit
freier Radikale polymerisiert Acrylamid zu langen Ketten, die durch das N,N‘-Methylen-
Bisacrylamid Uber Methylgruppen quervernetzt werden. Die freien Radikale werden durch
Ammoniumpersulfat bereitgestellt und die gesamte Reaktion wird katalysiert durch TEMED
(N,N,N‘,N‘-Tetramethyl-Ethylendiamin). Das Verhéltnis von Acrylamid zu Bisacrylamid in den
Gelen reguliert die GroRe der Poren, und der Gesamtanteil an Acrylamid kontrolliert die Dichte
der Vernetzungen, so dass die Auflosung der Gele mit dem Anteil an Polyacrylamid zunimmt.
Folglich gibt man zur Definition von Polyacrylamid-Gelen die Totalacrylamidkonzentration (T)

und den Anteil des Quervernetzers Bisacrylamid (C) an.
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Neben der GréRe haben auch Eigenladung und Tertiarstruktur einen groRen Einfluss auf das
Laufverhalten von Proteinen in einem Polyacrylamid-Gel. Um diese Einfllisse zu verringern,
kann eine Polyacrylamid-Gelelektrophorese unter denaturierenden (Zugabe von SDS) und
reduzierenden (Zugabe von DTT) Bedingungen durchgefiihrt werden. Das Detergenz SDS
(sodiumdodecylsulfate) behindert die hydrophoben Wechselwirkungen zwischen Protein-
Seitengruppen und maskiert zusatzlich die Eigenladung des Proteins, da die Sulfonsaure-
Gruppen des SDS eine dem Molekulargewicht proportionale negative Ladung einbringen. Im
Bereich der Sattigung werden pro 1 g Polypeptid 1,4 g SDS gebunden (Lottspeich und Engels
2006). Beim Vorliegen von inter- und intramolekularen Disulfidbriicken ist der Zusatz eines
reduzierenden Agens (z. B. DTT, Dithiothreitol) erforderlich, um ein Laufverhalten entsprechend

dem Molekulargewicht zu erzielen.

Um stark fokussierte Proteinbanden zu erhalten bietet sich die diskontinuierliche SDS-PAGE als
Optimierung der normalen SDS-PAGE an. Bei dieser Methode werden die Proben zunachst in
einem Sammelgel (pH 6,8) fokussiert, die eigentliche Auftrennung erfolgt anschliefend in
einem Trenngel (pH 8,8). Der Elektrodenpuffer enthalt Glycin-lonen, welche aufgrund des pH-
Werts nahe dem isoelektrischen Punkt im Sammelgel eine sehr niedrige elektrophoretische
Mobilitdt haben (Folge-lonen). Die Chlorid-lonen der Gelpuffer dagegen weisen eine hohe
Mobilitdat auf (Leit-lonen). Der dadurch hervorgerufene Feldstarkegradient fihrt zu dem
sogenannten Stapeleffekt: Die Proteine wandern zwischen den Folge- und Leit-lonen langsam in
die Gelmatrix und werden vorgetrennt und fokussiert. Beim Erreichen des Trenngels werden
die Proteine durch den Reibungswiderstand des engporigen Trenngels verlangsamt und die
Glycin-lonen (iberholen den Proteinstapel. Ab diesem Punkt erfolgt die Auftrennung der

Proteine nach ihrer GroRRe (Lottspeich und Engels 2006).

Die GrofRe der untersuchten Proteine kann durch Vergleich der elektrophoretischen Mobilitat

von Proteinen bekannter GroRRe (Proteinmarker) bestimmt werden.

9.5.1 Probenvorbereitung
Proben fiir die SDS-PAGE wurden mit denaturierendem und reduzierendem Probenpuffer

(4 x RSB) versetzt und fiir 5 - 10 min bei 70 — 100 °C erhitzt.

Zur Analyse von Gesamtzellprotein-Proben wurden zunachst Proteinsuspensionen hergestellt
(vgl. 119.4.5), diese mittels BCA-Assay quantifiziert (vgl. 119.4.7) und das Volumen der Probe so

gewahlt, dass exakt 20 pg Gesamtzellprotein auf das Gel aufgetragen wurden.
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Proben aus Proteinreinigungen mittels Affinitats-Chromatographie (vgl. 119.4.1) wurden ohne
vorherige Quantifizierung in die SDS-PAGE eingesetzt. Proben aus Proteinreinigungen mittels
HIC (vgl. 119.4.2) wurden zunachst einer TCA-Fallung unterzogen (vgl. 119.4.6) und nach Zugabe
des Probenpuffers gegebenenfalls nachtitriert (0,1 M NaOH) bis der enthaltene Indikator

Bromphenolblau wieder einen blauen Farbton annahm.

9.5.2 Gelelektrophorese

Die SDS-PAGE erfolgte in Gelkammern der Firma BioRad (Hercules, Californien, USA) nach
Angaben des Herstellers. Die Zusammensetzung der Gele ist in Tabelle 5 angegeben. Die
Trenngele wurden wahrend des Polymerisationsvorgangs mit Ethanol (70 % (v/V))
Uberschichtet. Nach dem Auftragen der Proben sowie eines Proteinmarkers wurde die
Gelkammer an eine Spannungsquelle (Electrophoresis Power Supply PS 3001, GibcoBRL)
angeschlossen. Wahrend des Laufs im Sammelgel wurde eine Spannung von 60 V angelegt, der

Lauf im Trenngel erfolgte bei 100 V.

Tabelle 5: Zusammensetzung der Polyacrylamid-Gele

Trenngel (T=13 %) Sammelgel (T =4 %)
Trenngelpuffer 2,50 mL Sammelgelpuffer 1,25 mL
Acrylamid-Mix 6,50 mL Acrylamid-Mix 1,00 mL
SDS (10 %) 0,10 mL SDS (10 %) 0,05 mL
H2Oreinst 0,90 mL H2Oreinst 2,70 mL

Zum Polymerisieren (bei beiden Gelen):
APS (10 %) 50 pL
TEMED 5 pL

9.5.3 Coomassie-Fiarbung
Zur Detektion von Proteinen in Polyacrylamid-Gelen bietet sich mit einer Nachweisgrenze von
ca. 5ug die Coomassie-Farbung an. Dieser Farbstoff bindet unter sauren Bedingungen

irreversibel an Proteine und macht diese somit als blaue Bande im Gel sichtbar.

Im Anschluss an die Elektrophorese wurden die Polyacrylamid-Gele zundchst fir 5 min in
H,04emin gewaschen und anschliefend fir 60 min in einer Coomassie-Farbelosung (Page Blue
Protein Staining Solution, Fermentas, St. Leon-Rot) geschiittelt (IKA Vibrax, VWR, Staufen). Die

Entfarbung des Hintergrundes erfolgte durch Waschschritte mit H,Ogemin.
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9.5.4 Gel-Trocknung

Zur Dokumentation und Aufbewahrung wurden die Polyacrylamid-Gele mittels eines
Vakuumtrockners (Gel Dryer, MGD-4534, VWR, Staufen) bei 80 °C fiir 2 h auf Whatman-Papier
aufgetrocknet. AnschlieRend wurden die Gele einlaminiert und somit unbegrenzt lagerbar
gemacht. Zur Dokumentation wurden die Gele anschlieRend eingescannt und konnten digital

bearbeitet werden.

9.6 Strukturanalyse von Proteinen

9.6.1 Uniforme Markierung mit 15N

Die Expression uniform markierter Proteine erfolgte in einem modifizierten Mineralsalzmedium
MMB63 (vgl. 112.3), in dem die einzige N-Quelle durch Ammonium-"N-Sulfat gestellt wurde. Die
Expression mittels pET-Vektor in E. coli BL21 (DE3) erfolgte in diesem Medium ansonsten wie

unter 119.2 beschrieben. Das verwendete Volumen der Hauptkultur betrug insgesamt 2 L.

9.6.2 NMR-Messung und Kristallisation
Erste Versuche zur Strukturaufklarung der Ectoin-Synthase mittels PN-NMR sowie
Kristallisation erfolgten in der Gruppe von Prof. David W. Rice im Department of Molecular

Biology and Biotechnology, University of Sheffield, Sheffield, UK.

Hierzu wurde das in dieser Arbeit produzierte Zellmaterial aus Expressionskulturen (EctC mit
His-tag, EctC ohne Affinitits-tag, EctC-10 ohne Affinitits-tag sowie EctC markiert mit *°>N) auf
Trockeneis nach  Sheffield verschickt. Die  Reinigung des Enzyms  mittels
Affinitatschromatographie bzw. hydrophober Interaktionschromatographie sowie
anschlieRender Gelfiltration erfolgte ebenso wie die Durchfiihrung der N-NMR-Messungen

und die Kristallisationsversuche durch Mitarbeiter der Arbeitsgruppe um Prof. David W. Rice.

9.7 Gelfiltration (FPLC)

Die Gelfiltration im Rahmen einer FPLC (fast protein liquid chromatography) wurde als eine
Methode der GroRenausschlusschromatographie genutzt, um die native GroRe der Ectoin-
Synthase und deren Oligomerisierungs-Status zu klaren. Bei der Gelfiltration werden Molekiile
nach ihrer GroBe getrennt. Diese Trennung beruht auf einer unterschiedlichen
Wanderungsgeschwindigkeit der zu trennenden Molekiile in einer pordosen Matrix mit
kontrollierter PorengrofRe. Wahrend Molekiile ab einer bestimmten Grofle nicht mehr in die

Poren der Matrix eindringen kénnen und somit in der Losungsmittelfront eluieren, werden
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kleinere Molekiile durch das Eindringen in die Poren verzogert und haben eine langere
Aufenthaltsdauer in der Matrix. Die kleinsten Molekiile werden folglich zuletzt eluiert. Bei der
Gelfiltration fungiert die mobile Phase lediglich als Losungsmittel und hat keinen Einfluss auf

den Trenneffekt.

Durchfiihrung

Die Anlage fiir die Gelfiltration bestand aus den folgenden Komponenten:

e Hochprazisionspumpe P-500, Pharmacia (Uppsala, Schweden)

e Probenaufgabeventil V-7, Pharmacia (Uppsala, Schweden)

e Siule HiLoad™ 16/60, SuperdexwI 75 pg, prep grade, GE Healthcare
e UV/VIS Filter-Photometer A=280 nm (Knauer)

e Fraktionssammler (684 Biichi, Schweiz)

e Kihlwasserbad (RMT6, mgw Lauda)

Die Trennung erfolgte mit einer Flussrate von 1 mL/min bei 4 °C. Hierzu wurde die Saule Uber
ein Kuhlwasserbad gekihlt. Die Fraktionierung des Eluats erfolgte mit 120 sec/ Fraktion. Als
Probe diente mit His-tag gereinigte Ectoin-Synthase nach Dialyse und Konzentrierung (vgl.

[19.4.3 und 119.4.4), das Probenvolumen betrug 1 mL.

Kalibrierung der Saule

Zur Kalibrierung der Gelfiltrations-Sdaule wurde 1 mL eines ProteingroSenmarkers (Gel Filtration

Calibration Kit LMW, GE Healthcare) unter den oben beschriebenen Bedingungen aufgetrennt.

Tabelle 6: Gel Filtration Calibration Kit LMW

Protein GroRe [kDa] Konzentration
Aprotinin 6,5 3 mg/mL
Ribonuclease A 13,7 3 mg/mL
Carb. Anhydr. 29,0 3 mg/mL
Ovalbumin 43,0 4 mg/mL
Conalbumin 75,0 3 mg/mL
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9.8 Aktivitdts-Assay fiir EctC

9.8.1 Photometrisch (Egler 2004, modifiziert)

Zur Charakterisierung der gereinigten Ectoin-Synthase wurden Enzymtests mit dem natirlichen
Substrat Ny-Acetyl-L2,4-Diaminobuttersdure (ADABA) unter variablen Pufferbedingungen
durchgeflihrt. Das bei der Reaktion entstehende Produkt Ectoin weist eine hohe UV-Absorption
bei 220 nm auf, so dass der Verlauf der Reaktion am Photometer (Specord 210, Analytik Jena)
verfolgt werden kann. Die Aufnahme der Messdaten erfolgte am angeschlossenen PC (Software

WIinASPECT, Version 2.2.0.0, Analytik Jena).

Durchfiihrung

Fur den photometrischen Enzymtest wurde Reaktionspuffer mit dem Substrat ADABA versetzt
(Endkonzentration 0,25 mM) und 1 mL dieses Ansatzes in eine Quarzkiivette Uberfiihrt. Die
Reaktion wurde gestartet durch Zugabe von 1-10 puL Enzym-L6ésung. Die Messung erfolgte bei
220 nm, zur Auswertung der Reaktionsgeschwindigkeit wurde die lineare Anfangssteigung der
erhaltenen Reaktionskurve ermittelt. Die Berechnung der Reaktionsgeschwindigkeit erfolgte
durch Anwendung des Lambert-Beerschen Gesetzes, wobei fir den Extinktionskoeffizienten

von Ectoin ein Wert von €550 = 4200 L*mol™**cm™ eingesetzt wurde (Egler 2004).

9.8.2 Mittels HPLC
Untersuchungen zum Substratspektrum der Ectoin-Synthase erfolgten in vitro; Proben der in

vitro-Assays wurden mittels isokratischer HPLC bzw. FMOC-ADAM-HPLC analysiert.

Das zu untersuchende Substrat wurde in Reaktionspuffer gelost (92 mM Endkonzentration fir
die meisten Versuche, variable Konzentrationen zur Bestimmung enzymkinetischer Parameter),
anschlieRend wurde die Reaktion durch Zugabe der gereinigten Ectoin-Synthase gestartet. Die
Versuchsansatze wurden bei Raumtemperatur inkubiert. Unmittelbar nach Zugabe des Enzyms
sowie in variablen Zeitabstdanden wurden Proben entnommen, zum Abstoppen der Reaktion
mit dem gleichen Volumen Acetonitril (80 % (v/v)) versetzt und bis zur weiteren Analyse bei
-20 °C gelagert. Die Analyse erfolgte je nach Substrat mittels isokratischer HPLC (vgl. 115.2) bzw.
FMOC-ADAM-HPLC (vgl. 115.3).
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Software und Internet-basierte Computeranalyse

BLAST (Basic Local Alignment Search Tool): http://blast.nchi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

(Altschul et al. 1990)
Clone-Manager 7: Version 7.03, Scientific & Educational Software, Durham, USA

ClustalW2: http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html WWW Service at the

European Bioinformatics Institute, Rodrigo Lopez, Service Programme (Thompson et al.
1994)

Plasmid Map Enhancer: Version 3.1, Scientific & Educational Software, Durham, USA
Primer Designer: Version 3.0, Scientific & Educational Software, Durham, USA

ExPASy Proteomics Server: http://www.expasy.ch/

ProtParam tool: http://www.expasy.ch/tools/protparam.html ExPASy Proteomics Server

Translate tool: http://www.expasy.ch/tools/dna.html| ExPASy Proteomics Server

ACD/ChemSketch: Version 3.50, Advanced Chemistry Development Inc., Toronto,

Canada

Verwendete Chemikalien

Medien/Medienzusitze

Ampicillin (Amp) (fir die Biochemie) Merck, Darmstadt

Antibiotic broth medium No. 3 Oxoid LTD., Hampshire/ England
Carbenicillin (Carb) Roth, Karlsruhe
Caseinhydrolysat (Saurehydrolyse) Oxoid LTD., Hampshire/ England
Chloramphenicol (Cm) Merck, Darmstadt
Citronensaure (zur Synthese) Merck, Darmstadt

D-Glucose * H,O (fiir die Biochemie) Merck, Darmstadt

DMSO (p.a.) Fluka, Buchs/ Schweiz

HCI (37 %, p.a.) Roth, Karlsruhe

Hefeextrakt Roth, Karlsruhe

Kanamycin (Km) Fluka, Buchs/ Schweiz
Saccharose (fiir die Mikrobiologie) Fluka, Buchs/ Schweiz

Select Agar Gibco BRL, Paisly/ Schottland
Tri-Na-Citrat * 2 H,0 (zur Analyse) Merck, Darmstadt
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Supplemente / Solute

Acetyl-Ornithin

ADPC

Albizziin (98 %)

Betain (> 98 %)

D(+)-Trehalose Dihydrat (= 99 %)

DCE

DHMICA

DME

Ectoin

Glutamin (> 99 %)

Guanidino-Ectoin

Homoectoin

Hydroxyectoin

Kreatin (= 99 %)
L-2,4-Diaminobuttersdure Dihydrochlorid
L-Citrullin

L-Pyroglutamat (L-5-Oxo-2-pyrrolidin-carboxylsaure)
N-Carbamoyl-DABA (beide Formen)
Ne-Acetyl-L-Lysin

Pyroglutamamid (L-5-Oxo-2-pyrrolidin-carboxamid)

Homoectoin-Hydrolysat (GroR 2010)
diese Arbeit

Acros Organics, Geel/ Belgien

Fluka, Buchs/ Schweiz

Fluka, Buchs/ Schweiz
Syntheseprodukt (Vo 2002)
Syntheseprodukt (Vold 2002)
Syntheseprodukt (Vo 2002)

Isolat aus H. elongata, AG Galinski
Sigma, Deisenhofen
Syntheseprodukt (Meffert 2011)
Syntheseprodukt (Vo 2002)

Isolat aus M. halophilus, AG Galinski
Fluka, Buchs/ Schweiz

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

diese Arbeit

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

a-ADABA Ectoin-Hydrolysat, AG Galinski
v-ADABA diese Arbeit
Salze

(NH,4),SO4(reinst)

CaCl, * 2 H,0 (p.a.)

FeSO, * 7 H,0 (p.a.)

K;HPO, (p.a.)

KCl (reinst)

KH,PO, (p.a.)

KOCN (Kaliumcyanat) (96 %)
KOH (p.a.)

MgCl, * 6 H,0 (reinst)
MgSO, * 7 H,0 (p.a.)

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
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MnCl, * 4 H,0 (p.a.)
NaCl (p.a.)

NaH,PO, * H,0 (p.a.)
NaOH (p.a.)

NH,4CI (Rectapur)

Merck, Darmstadt
Fluka, Buchs/ Schweiz
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
VWR, Darmstadt

Losungsmittel

Aceton (fir die FlUssigkeitschromatographie)

Acetonitril (HPLC gradient grade)
Chloroform (LiChrosolv)

Essigsaure (Eisessig) (100 %, Suprapur)
Ethanol (p.a.)

Isopropanol (> 99,95 %)

Methanol (Lichrosolv)

Roti® Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol

THF (Tetrahydrofuran) (LiChrosolv)

Merck, Darmstadt
VWR, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Pufferzusitze

Borsaure (p.a.)
Bromphenolblau

Eisessig (zur Synthese)
Glycerin (99,5 %)
Imidazol (99 %)
Kaliumacetat (99 — 100%)
Na,-EDTA (p.a.)
Na-Acetat * 3 H,0 (p.a.)
PIPES (= 99 %)

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (p.a.)

Fluka, Buchs/ Schweiz
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Serva, Heidelberg
Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Serva, Heidelberg
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Chemikalien fiir die Analytik

ADAM (1-Aminoadamantan) (99 %)
Deuteriumoxid (D,0) (min. 99,9 %)
FMOC-Chlorid (97 %)

Na,-NADH (=97 %)

Na-Pyruvat (krist.)
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Natrium-Trimethylsilylpropionat (98 %)
D/L-Norvalin (~99 %, NT)

Merck, Darmstadt

Fluka, Buchs/Schweiz

Chemikalien fiir molekularbiologische Arbeiten

1 kb DNA-Leiter #SM0321
100 bp* DNA-Leiter #SM0311
6x Ladepuffer

Agarose, Gentechn. Qual.
dNTP-Mix (2 mM)
Ethidiumbromid

MBI Fermentas, Vilnius/ Litauen
MBI Fermentas, Vilnius/ Litauen
MBI Fermentas, Vilnius/ Litauen
Roth, Karlsruhe

MBI Fermentas, Vilnius/ Litauen

Fluka, Buchs/ Schweiz

Chemikalien fiir proteinbiochemische Arbeiten

Acrylamid 40 % (fur die Elektrophorese)
Ammonium-"N-Sulfat (98+ atom% “°N)
Ammoniumpersulfat (=98 %)
Anhydrotetracyclin

Bisacrylamid 2 % (fiir die Elektrophorese)
Bovine serum albumin (BSA)

D-Desthiobiotin

Dithiotreitol (>99 %)

Glycin (zur Analyse)
Isopropyl-1-thio-B-D-galactopyranosid (IPTG)
N,N,N,N‘-Tetramethylethylendiamin (TEMED) (p.a.)
Ni-NTA His-Bind Superflow

Page Blue Protein Staining Solution

Precision Plus Protein™ Standards Kaleidoscope
Prestained™ Protein Marker #5M0671
SDS-PAGE Laufpuffer

Sodiumdodecylsulfat (SDS) (research grade)
Strep-Tactin®-Sepharose®

Strep-tag® regeneration buffer

Trichloressigsdure (TCA) (>99,5 %)

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
BioRad, Hercules/ USA

IBA, Gottingen

Merck, Darmstadt

Uptima, Montlugon/ Frankreich
IBA, Gottingen

Sigma, Deisenhofen

Merck, Darmstadt

MBI Fermentas, Vilnius/ Litauen
Roth, Karlsruhe

Qiagen, Hilden

MBI Fermentas, Vilnius/ Litauen
BioRad, Hercules/ USA

MBI Fermentas, Vilnius/ Litauen
BioRad, Hercules/ USA

Serva, Heidelberg

IBA, Gottingen

IBA, Gottingen

Fluka, Buchs/ Schweiz

Enzyme

DNase |
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Fast-AP

Lactat-Dehydrogenase (LDH, rabbit muscle)
Lysozym

Phusion™ High-Fidelity-DNA-Polymerase

Restriktionsendonukleasen

RNaseA
T4-DNA-Ligase

Tag-DNA-Polymerase

MBI Fermentas, Vilnius/ Litauen
Fluka, Buchs/Schweiz

MBI Fermentas, Vilnius/ Litauen
Finnzymes, Espoo/ Finnland

MBI Fermentas, Vilnius/ Litauen
New England Biolabs, Schwalbach
MBI Fermentas, Vilnius/ Litauen
MBI Fermentas, Vilnius/ Litauen

MBI Fermentas, Vilnius/ Litauen

Kits

BCA-Assay: Protein Quantification Kit
Citronensdure-Test

D-Glucose-Test

Gel Filtration Calibration Kit LMW

peqlab peqGOLD Gel Extraction Kit

Uptima, Montlugon/ Frankreich
r-Biopharm, Darmstadt
r-Biopharm, Darmstadt

GE Healthcare, Uppsala/ Schweden
Peqlab, Erlangen
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III Ergebnisse

1 Genomische Deletion von ectC

In der vorangegangenen Diplomarbeit (Witt 2005) war die Beteiligung der Ectoin-Synthase an
der Umwandlung von Glutamin zu ADPC durch in vitro Enzymtests mit gereinigter Ectoin-
Synthase aus M. halophilus gezeigt worden. ADPC als Bestandteil des Solutespektrums war
jedoch in vivo in H. elongata nachgewiesen worden, so dass auch in diesem Organismus die
Rolle der Ectoin-Synthase in der ADPC-Biosynthese gezeigt werden sollte. Eine solche
Beweisflihrung sollte in Form einer Negativkontrolle erfolgen, indem das fiir die Ectoin-
Synthase codierende Gen ectC aus dem Genom von H.elongata deletiert wird. Die

resultierende Deletionsmutante sollte die Fahigkeit zur ADPC-Produktion verloren haben.

Die Deletion des Gens ectC durch homologe Rekombination mit einem AectC-Fragment war
bereits in der Diplomarbeit begonnen worden, indem Fragmente stromaufwarts und
stromabwarts von ectC mittels SOE-PCR zu einem AectC-Fragment fusioniert wurden, welches
mit dem hydrolysierten Vektor pK18mobsacB ligiert wurde. Der konjugative Transfer des
resultierenden Vektors pK18mobsacBAectC von E. coli S17.1 in H. elongata WT bzw. H. elongata
KB1 (AectA) und das 1. Cross-Over (Integration des Vektors in das bakterielle Genom) verliefen
erfolgreich, jedoch konnte im Rahmen der Diplomarbeit kein erfolgreiches 2. Cross-Over
nachgewiesen werden, bei dem das ectC-Gen im Genom gegen das Deletionsfragment

ausgetauscht worden ware (Witt 2005).

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden die Experimente zur Erstellung einer ectC-
Deletionsmutante wieder aufgenommen. Der Vektor pK18mobsacBAectC wurde konjugativ in
die Stdmme H. elongata WT und H. elongata KB1 (AectA) transferiert. Die Selektion auf das
1. Cross-Over erfolgte mittels Kanamycinresistenz und es konnten fiir beide Stamme resistente
Kolonien nachgewiesen werden. Auf ein erfolgreiches 2. Cross-Over wurde mittels Kolonie-PCR
getestet. Unter Verwendung der Primer ectCdown_R1 und ectCup_F1 sollte eine WT- bzw. KB1-
Kolonie ein PCR-Produkt mit einer GroRe von 1441 bp aufweisen, eine ectC-Deletion dagegen

sollte durch ein PCR-Produkt von 1027 bp nachgewiesen werden.

69



Il Ergebnisse

Wie in Abbildung 5 beispielhaft zu sehen ist, konnte die genomische Deletion von ectC
erfolgreich nachgewiesen werden. Da die Deletion in zwei verschiedenen H. elongata-Stammen
erfolgte, ndmlich dem Wildtyp und der Mutante KB1 (AectA), resultieren aus diesem Projekt
zwei neue Deletionsmutanten von H. elongata, die als H. elongata WUB0O1 (AectC) und

H. elongata WUBO02 (AectAC) bezeichnet wurden.

WT 1kb AectC

1441 bp

1027 bp

Abbildung 5: Nachweis der genomischen ectC-Deletion mittels Kolonie-PCR

WT: 1441 bp-Fragment weist das Vorhandensein des ectC-Gens im Genom des H. elongata Wildtyps nach. AectC:
1027 bp-Fragment zeigt die erfolgreiche Deletion des ectC-Gens in der Mutante WUBO1. 1 kb: DNA-GroBenmarker

1.1 Charakterisierung von H. elongata WUB01

Der neue H.elongata-Stamm WUBO1 (AectC) wurde im Weiteren in Hinblick auf sein
Wachstumsverhalten und seine Reaktion auf osmotischen Stress naher charakterisiert. Durch
die Deletion der Ectoin-Synthase wurde ein Verlust der Ectoin-Biosynthese und damit

einhergehend eine reduzierte Salztoleranz erwartet.

Untersuchungen des Wachstumsverhaltens zeigten, dass H. elongata WUBO1 trotz der Deletion
im  Ectoinbiosyntheseweg einen breiten Toleranzbereich hinsichtlich verschiedener
Salzkonzentrationen aufweist und in der Lage ist, in Minimalmedium NaCl-Konzentrationen bis

zu 10 % (w/V) zu tolerieren (Daten nicht gezeigt). Das Wachstumsoptimum liegt im Bereich von
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2-3 % NaCl (vgl. Abbildung 6) und damit bei einer etwas niedrigeren Salinitat als bei H. elongata
WT, der sein Optimum im Bereich 3-5 % NaCl zeigt (Dotsch et al. 2008).

Im Weiteren wurde das Solutespektrum der Mutante H. elongata WUBO1 mittels HPLC-Analyse
untersucht. Hierbei zeigte sich zum einen, dass die Produktion von Ectoin durch die Deletion
von ectC erfolgreich unterbunden wurde. So finden sich in H. elongata WUBO1, gewachsen bei
3 % NaCl, unter 10 umol/g TG Ectoin, wahrend H. elongata WT unter diesen Bedingungen etwa
400 umol/g TG akkumuliert (vgl. Abbildung 6, Tabelle 12). Durch Vektor-basiertes Einbringen
des Gens ectC in die Mutante H. elongata WUBO1 (vgl. 1116.3.1) wurde dagegen der Phanotyp
des WT-Stammes wieder hergestellt (Daten nicht gezeigt). Dies zeigt, dass neben EctC wohl kein
weiteres Enzym in H. elongata vorliegt, das die Funktion der deletierten Ectoin-Synthase
Ubernehmen konnte. Zum anderen konnte bei der Untersuchung des Solutespektrums von
H. elongata WUBO1 die Akkumulation eines Intermediates der Ectoin-Biosynthese
nachgewiesen werden. In Abhangigkeit von der Salzkonzentration wird von der ectC-
Deletionsmutante die Ny-Acetyl-diaminobuttersdaure (ADABA) produziert und akkumuliert, wie

in Abbildung 6 gezeigt.
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Abbildung 6: Salz-abhangige ADABA-Produktion in H. elongata WUBO1

Dargestellt ist der intrazellulire ADABA-Gehalt des Stammes H. elongata WUBO1 (AectC) in Abhdngigkeit von der
extrazelluliren NaCl-Konzentration [% (w/v)]. Im Vergleich wurde die entsprechende Ectoin-Produktion in
H. elongata WT (Dotsch et al. 2008) bei 3-7,5% NaCl der Graphik beigefiigt. Zusatzlich dargestellt sind die
Wachstumsraten p beider Stamme. Das Wachstum der Kulturen erfolgte in MM63-Medium bei 30 °C.
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Diese Akkumulation der ADABA resultiert aus dem Genotyp der Mutante, da ADABA als direkte
Vorstufe des Ectoins fungiert und normalerweise durch die Ectoin-Synthase weiter umgesetzt
wird. Durch die Deletion des Gens ectC kommt es zum Abbruch der Ectoin-Biosynthese und zur
Akkumulation der Vorstufe. Beachtenswert ist jedoch die deutliche Salzabhangigkeit der
ADABA-Akkumulation, die darauf hindeutet, dass die Schritte bis zu dieser Vorstufe durch die
duBere Mediensalinitdt reguliert werden. Desweiteren zeigt sich, dass ADABA in dhnlichen
Konzentrationen akkumuliert wird, wie Ectoin bei entsprechender Salinitat im Wildtyp (vgl.

Abbildung 6).

Das Vorliegen dieser hohen Mengen an ADABA erklart die erhohte Salztoleranz des Organismus
H. elongata WUBO1. Eine Funktion von ADABA als kompatibles Solut wurde bereits in der

Literatur beschrieben (Canovas et al. 1997; Garcia-Estepa et al. 2006).

Ein Nachweis von ADPC konnte in der Mutante WUBO1 nicht erfolgen. Wahrend im H. elongata
Wildtyp geringe Spuren nachweisbar sind, fehlt diese Substanz in der ectC-Deletionsmutante
vollig. Dieses Ergebnis unterstiitzt die Vermutung, dass die Ectoin-Synthase auch in H. elongata

alleine fiir die Umsetzung von Glutamin in ADPC verantwortlich ist.

1.2 Charakterisierung von H. elongata WUB02
Die Doppelmutante H. elongata WUBO02 (AectAC) wurde ebenso wie schon die Mutante WUBO1

in Hinblick auf Wachstumsverhalten und Solutespektrum naher charakterisiert.

Auch H. elongata WUBO02 wurde in Minimalmedium unterschiedlicher Salinitdt angezogen, um
die Salztoleranz des Organismus zu untersuchen. Hierbei zeigte sich, dass die Deletion des ectC-
Gens zusatzlich zum ectA-Gen die Salztoleranz nicht noch weiter reduziert hat, denn wie auch
schon die Mutante KB1 (AectA) weist der Stamm WUBO2 eine maximale tolerierbare

Salzkonzentration von 5 % (w/v) im Minimalmedium auf (Daten nicht gezeigt).

Die Untersuchung des Solutespektrums mittels HPLC zeigt die vollstandige Abwesenheit von
ADPC sowohl in der exponentiellen als auch in der stationdaren Wachstumsphase. Somit verliert
der Stamm KB1 durch die zusatzliche Deletion von ectC die Fahigkeit zur ADPC-Produktion,
womit nachgewiesen wurde, dass die Ectoin-Synthase in H. elongata alleine fiir die ADPC-

Bildung zustandig ist.
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2 Produktion des natiirlichen Substrats fiir EctC: ADABA

2.1 ADABA

Ny-Acetyl-diaminobuttersaure (ADABA) stellt als Intermediat der Ectoinbiosynthese die direkte
Vorstufe des Ectoins und somit das natiirliche Substrat fiir die Ectoin-Synthase dar. Um im
Folgenden EctC naher zu charakterisieren ist das Vorhandensein eines geeigneten Substrats fiir
Aktivitats-Assays unabdingbar. ADABA ist jedoch kommerziell nicht erhaltlich und wurde aus
diesem Grund bislang durch alkalische Hydrolyse von Ectoin produziert. Dieses Verfahren
bedeutet einen grofReren Arbeits- und Kostenaufwand, da zunachst das bakteriell produzierte
und chromatographisch gereinigte Ectoin wieder hydrolysiert und das Produkt aus dem
Hydrolyseansatz gereinigt werden muss. Zum anderen entsteht bei der chemischen Hydrolyse
von Ectoin neben der gewilinschten y-Form der ADABA auch die a-Form als Nebenprodukt
(siehe Abbildung 7). Dies erschwert nicht nur die Reinigung einer reinen y-Form sondern

beeinflusst auch die Ausbeute des Produktionsprozesses.

NH3
NH CO0
JL \ Y.
NH ~CoOo™ NH;
a b

Abbildung 7: Formen der N-Acetyl-diaminobuttersaure. a: Na-ADABA, b: Ny-ADABA

Wie bereits gezeigt, wurde im Rahmen dieser Arbeit mit H. elongata WUBO1 (AectC) eine
Deletionsmutante von H. elongata konstruiert, die potentiell als Produktionsstamm fiir ADABA
in Frage kommt (siehe 1l11.1). Dieser Stamm bietet den Vorteil, dass wahrend der
Ectoinbiosynthese spezifisch die y-Form der ADABA produziert wird und somit in H. elongata

WUBO1 ohne die a-Form als Nebenprodukt akkumuliert.

Ziel war es die Deletionsmutante H. elongata WUBO1 als Produktionsstamm fiir ADABA zu

etablieren und ein geeignetes Verfahren zur Gewinnung der Reinsubstanz zu entwickeln.
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2.1.1 ADABA-Produktion mit H. elongata WUB01

Wie bereits in Abbildung 6 gezeigt, ist die ADABA-Akkumulation in H. elongata WUBO1
abhangig von der Salinitdit des Mediums. Somit ist eine moglichst hohe Salzkonzentration
Voraussetzung fiir eine hohe ADABA-Produktion und Ausbeute. Wie die Charakterisierung des
Stammes (vgl. l111.1) jedoch zeigt, nimmt die Wachstumsrate bei Salzkonzentrationen oberhalb
von 3% ab (siehe Abbildung 6), so dass zwischen hoher Ausbeute und moglichst kurzer
Kulturdauer abgewadgt werden muss. Dies lasst sich durch Berechnung der spezifischen
Produktivitat leicht darstellen, wofiir der Solutgehalt mit der Wachstumsrate multipliziert wird

(siehe Abbildung 8).
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Abbildung 8: Produktivitdt der ADABA-Produktion mit H. elongata WUB01

Dargestellt ist die spezifische Produktivitit des Stammes H. elongata WUBO1 in mg ADABA*gTG'1 * h?' in
Abhangigkeit von der Mediensalinitat. Zum Vergleich wurden die entsprechenden Daten zur Ectoin-Produktion in
H. elongata WT beigefiigt (Dotsch et al. 2008). Die zu Grunde liegenden Solut-Konzentrationen und

Wachstumsraten sind Abbildung 6 zu entnehmen. Fir 10 % NaCl wurden keine Daten fiir H. elongata WUBO1
ermittelt.

Wie in Abbildung 8 zu sehen, zeigt H. elongata WT die hochste Ectoin-Produktivitat (ca.
48 mg * g TG * h™) bei einer Mediensalinitat von etwa 7,5 % NaCl. Eine vergleichbare ADABA-
Produktivitdit der Mutante H. elongata WUBO1 wird mit ca. 40 mg*gTG'l* h™ bei einer

Mediensalinitdt von etwa 5 % NaCl erreicht.

Eine Salzkonzentration von 7 % NaCl im Minimalmedium (MMG63-7) erwies sich in dieser Arbeit

dennoch als glinstig, da eine Kulturdauer von ca. 20 - 25 h zu einer ausgewachsenen Kultur mit
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einem ADABA-Gehalt von 120-130 mg/g Trockengewicht fiihrte (Daten nicht dargestellt). Durch
eine Kultur im Fed-Batch-Verfahren mit Nachfiitterung kann die Zelldichte der Kultur
problemlos erhoht werden, ohne dass der ADABA-Gehalt in der Zelle abnimmt (Daten nicht

dargestellt).

Eine weitere Optimierungsmoglichkeit der ADABA-Produktion mit dem Stamm H. elongata
WUBOL1 bietet die Anwendung eines Salzschocks. Hierzu wurde der Stamm zunachst in MM63-3
angezogen, mit einer Salzkonzentration also, die dem Optimum fiir diesen Stamm entspricht
und somit ein schnelles Wachstum ermoglicht. In der spaten exponentiellen Wachstumsphase
wurde ein Salzschock (,Upshock”) durch Zugabe von kristallinem NaCl auf eine
Salzkonzentration von 8 % NaCl durchgefiihrt. Die Analyse mittels HPLC zeigte einen Anstieg der
intrazellularen ADABA-Konzentration von ca. 90 mg/g Trockengewicht bei 3 % NaCl auf ca.
190 mg/g Trockengewicht nach dem Schock auf 8 % NaCl. Diese Werte liegen hoher als die in
Abbildung 6 dargestellten ADABA-Gehalte, was sich moglicherweise dadurch erklaren lasst,
dass die Kultur hier in einem 500 mL-MaRstab in grofReren KuturgefdRen erfolgte und die
Wachstumsbedingungen somit nicht vergleichbar sind. Die Anwendung eines Salzschocks bietet
somit die Moglichkeit, eine optimale Wachstumsrate mit einer hohen ADABA-Ausbeute zu

verbinden.

2.1.2 Extraktionsverfahren

Melken

Das sogenannte bacterial milking (Sauer und Galinski 1998) wird bereits groRtechnisch zur
Gewinnung von Ectoin aus H.elongata verwendet. Bei dieser Methode wird die
Salzkonzentration des Mediums schlagartig erniedrigt, um die Zellen zum Ausschleusen der
kompatiblen Solute liber mechanosensitive Kanale zu bewegen. Man spricht hier von einem

sogenannten downshock oder vom , Melken” der Bakterien.

In dieser Arbeit wurde versucht, die in H. elongata WUBO1 akkumulierte ADABA mittels
,Bakterienmelken” (vgl. 116.1.1) aus den Zellen zu extrahieren. Hierzu wurde der Stamm
zundchst wie unter 1112.1.1 dargestellt kultiviert, geerntet, und das Pellet in H,Ogemin
resuspendiert. Nach erneuter Zentrifugation wurde mit dem Uberstand weitergearbeitet.
Tatsichlich enthielt dieser wissrige Uberstand 80-95% der von den Zellen produzierten

ADABA (Daten nicht gezeigt), somit ist von einem erfolgreichen Melkprozess auszugehen. Die
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erhaltene wassrige ADABA-L6sung konnte anschliefend mittels Rotationsverdampfer eingeengt

und in das anschlieBende Reinigungsverfahren eingesetzt werden.

Als Nachteil dieser Methode sollte nicht unerwahnt bleiben, dass fiir den Melkprozess groRe
Mengen H,04emin Verwendet werden missen. Das Einengen groRerer Volumina Wasser mittels
Rotationsverdampfer stellt jedoch einen zeitaufwandigen Prozess dar, so dass nach weiteren
Extraktionsverfahren gesucht wurde. Unter industriellem Gesichtspunkt jedoch birgt das
Melkverfahren den Vorteil, dass die Biomasse nach der Extraktion fir eine weitere
Produktionskultur verwendet werden kann und sich durch ein solches zyklisches Verfahren eine

deutlich hohere Produktivitat erreichen lasst.

Extraktion mit Methanol

Die sogenannte Soxhlet-Extraktion mit Methanol als Losungsmittel (vgl. 116.1.2) stellt eine
effektive Methode zur Gewinnung von Soluten aus Bakterienzellen dar. In dieser Arbeit wurde
eine solche Extraktion auch mit gefriergetrocknetem Zellmaterial von H. elongata WUBO1
durchgefihrt, um die akkumulierte ADABA aus den Zellen zu gewinnen. Es stellte sich jedoch
heraus, dass mit dieser Methode lediglich ca. 10 % der in den Zellen enthaltenen ADABA
extrahiert werden konnten (Daten nicht dargestellt). Dies konnte auf eine schlechte Loslichkeit
der ADABA in Methanol zurilickgeflihrt werden. Aus diesem Grund wurde nach einer weiteren

Methode zur ADABA-Extraktion gesucht.

Extraktion mit Ethanol

Die Verwendung von 80 %igem Ethanol zur Gewinnung von ADABA wurde bereits in der
Literatur beschrieben (Canovas et al. 1999). In der vorliegenden Arbeit wurde
gefriergetrocknetes und gemaorsertes Zellmaterial von H. elongata WUBO1 direkt in 80 %igem
Ethanol unter Rihren erhitzt, Zellbruchstlicke durch Filtration entfernt und der gewonnene
Extrakt fir die weitere Reinigung verwendet. Mit einer Extraktionsausbeute von 80 -90 %
(Daten nicht dargestellt) stellte sich diese Methode als ahnlich effektiv wie die Melk-Methode
heraus. Aufgrund des geringeren Volumens an benétigtem Losungsmittel und der niedrigeren
Siedetemperatur von Ethanol im Vergleich zu Wasser ist die weitere Aufbereitung des

erhaltenen Extraktes mittels Rotationsverdampfer jedoch deutlich zeitsparender. Aus diesem
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Grund wurde die Extraktion mit Ethanol als Standardverfahren fiir die ADABA-Gewinnung aus

H. elongata WUBO1 etabliert.

2.1.3 Downstream-Processing

Die Aufreinigung der ADABA verlief unabhdngig von der Extraktionsmethode nach demselben
Schema. Zunachst wurde das Losungsmittel (Wasser im Fall der Melkmethode, 80 %iges
Ethanol im Fall der Ethanol-Extraktion) mittels Rotationsverdampfer verdunstet, das
zurlckbleibende Produkt wurde wieder in einer geringen Menge Wasser aufgenommen.
AnschlieBend erfolgte eine Chloroformbehandlung zum Entfernen hydrophober

Verunreinigungen wie z.B. Proteinen und Lipiden.

Da H. elongata-Mutanten, die ihre Fahigkeit zur Ectoin-Synthese verloren haben, haufig
Glutamat in erhéhter Konzentration akkumulieren, um den osmotischen Stress auszugleichen,
wurde als weiterer Reinigungsschritt eine Anionenaustausch-Chromatographie eingefihrt.
Hierbei durchlauft die zwitterionische ADABA das Saulenmaterial ohne zu binden. AnschlieBend

kann das Saulenmaterial durch Spiilen mit 1 M HCl regeneriert werden.

Im Anschluss wurden die nach der Anionenaustausch-Chromatographie gesammelten
Fraktionen in eine lonenverzégerungs-Chromatographie eingesetzt, um aus dem Medium sowie
aus der vorangegangenen Anionenaustausch-Chromatographie stammendes NaCl vom Produkt
ADABA abzutrennen. Eine Trennung von ADABA und NaCl konnte erfolgreich erreicht werden

(Daten nicht dargestellt).

Die bei der lonenverzégerungs-Chromatographie gesammelten und vereinigten Fraktionen
wurden im Anschluss mittels Rotationsverdampfer bis zur Trockenheit vom Wasser befreit.
ADABA bildete bei diesem Schritt wie in der Literatur (Liss 1962) beschrieben Nadel-formige
Kristalle aus (siehe Deckblatt). Das *C-NMR-Spektrum (Abbildung 9) des Produkts zeigt die
bereits zuvor beschriebenen Signale fiir ADABA (Canovas et al. 1999) und bestatigt gleichzeitig,

dass die Substanz ohne organische Verunreinigungen durch z.B. Glutamat vorliegt.
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Abbildung 9: 3C- NMR der gereinigten ADABA

Neben den Signalen der ADABA sind deutlich die Signale der internen Standards Na-Trimethylsilylpropionsaure
(TMSP), Acetonitril (AcN) und Methanol (MeOH) zu erkennen.

3 Chemische Synthese eines potentiellen alternativen Substrats: N-Carbamoyl-
DABA
Im Rahmen dieser Arbeit sollte das Substratspektrum der Ectoin-Synthase aus H. elongata
untersucht werden (siehe Kapitel 1115.4), wozu auch einige unlbliche potentielle Substrate
benétigt wurden. Ein solches zu untersuchendes Substrat sollte die Ny-Carbamoyl-
Diaminobuttersaure (N-Carbamoyl-DABA) sein, die kommerziell nicht erhaltlich ist und aus
diesem Grund chemisch synthetisiert werden sollte. Die Synthese erfolgte wie beschrieben
(siehe 116.4) mit L-2,4-Diaminobuttersdure und Kaliumcyanat als Reaktanden. Theoretisch
konnen bei der Reaktion zwei Produkte entstehen, namlich neben der gewiinschten Ny-
Carbamoyl-Diaminobuttersdure auch die a-Form (siehe Abbildung 10). Die Analyse des
Syntheseproduktes mittels isokratischer HPLC bestatigte diese Vermutung, denn das HPLC-
Spektrum zeigt zwei Signale, die mit ca. 7-minitigem Abstand in der Retentionszeit eluieren

(Abbildung 10).
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Abbildung 10: Synthese der N-C-DABA (oben) sowie RI-Spektren der Syntheseprodukte (unten)

Dargestellt sind die HPLC-RI-Spektren der Produkte zweier verschiedener Syntheseansatze. Im oberen Spektrum
dargestellt ist eine Synthese bei neutralem pH-Wert, im unteren Spektrum zu sehen ist das Produkt einer Synthese
bei alkalischem pH-Wert. Die HPLC-Analyse beider Syntheseansatze erfolgte mit groBem zeitlichen Abstand, so dass

es zu einer Verschiebung der Elutionszeiten kam. Die detektierten Synthese-Produkte a und b waren der a- bzw. y-
N-C-DABA aufgrund fehlender Standard-Substanzen nicht eindeutig zuzuordnen.

Vergleicht man das Ergebnis einer Synthese bei neutralem pH-Wert (pH 7,0-7,5) mit dem einer
Synthese im Alkalischen (pH 10,5), so wird deutlich, dass sich das Verhéltnis der beiden
Produkte verschieben lasst (siehe Abbildung 10). Wahrend im Neutralen das spater eluierende
Signal anteilig Uberwiegt, erhdlt man bei der Synthese im Alkalischen einen héheren Anteil des

friher eluierenden Produktes.

Zur Reinigung wurde das Syntheseprodukt in eine lonenverzégerungs-Chromatographie
eingesetzt, um die hohen Salzkonzentrationen zu entfernen. Die vereinigten Fraktionen wurden
anschlieend gefriergetrocknet und die erhaltene Trockensubstanz mittels BC-NMR analysiert

(siehe Abbildung 11).
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Abbildung 11: 3C-NMR der N-Carbamoyl-DABA-Synthese im Alkalischen
Neben den markierten Signalen des Edukts L-2,4-Diaminobuttersdure sind die Signale der internen Standards Na-

Trimethylsilylpropionsdure (TMSP) und Acetonitril (AcN) zu erkennen. Die weiteren Signale lassen sich aufgrund
fehlender Standard-Substanzen nicht eindeutig der a- bzw. y-N-C-DABA zuordnen.

Das NMR-Spektrum zeigt Signale von mehreren verschiedenen Substanzen. Zum einen liegt
immer noch L-2,4-Diaminobuttersadure vor, die offensichtlich nicht komplett umgesetzt wurde.
Diese ist mittels isokratischer HPLC nicht nachweisbar. Die weiteren Signale konnten den
Produkten Na-Carbamoyl-DABA und Ny-Carbamoyl-DABA nicht eindeutig zugeordnet werden,
da fir diese Substanzen kein Standard zur Verfligung stand. Fir spadtere Enzymtests wurde

dieses Substanzgemisch ohne vorherige Trennung der Einzelsubstanzen eingesetzt.
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4 Heterologe Expression des Enzyms EctC in E. coli
4.1 Konstruktion der Expressionsvektoren
4.1.1 pET-Vektoren

Grundlage der in dieser Arbeit konstruierten Expressionsvektoren aus der pET-Familie ist der
Vektor pET-22b(+), in den die im Folgenden beschriebenen verschiedenen Formen der Ectoin-
Synthase kloniert wurden. Dieser kommerzielle Vektor bietet die Maoglichkeit, unter
Verwendung der geeigneten Schnittstellen einen C-terminalen Hisg-tag an das
Expressionprodukt zu fusionieren. Die im pET-22b(+)-Vektor kodierte pelB-leader-Sequenz wird
bei Verwendung der Ndel-Schnittstelle deletiert und fehlt bei den in dieser Arbeit konstruierten

Derivaten. Die Expression der Zielproteine erfolgt somit cytoplasmatisch.

41.1.1 Fusion mit His-tag

Zur vereinfachten Proteinreinigung mittels Affinitatschromatographie wurde das Gen ectC aus
H. elongata zunachst derart in den Expressionsvektor pET-22b(+) kloniert, dass ein C-terminaler
Hise-tag fusioniert wurde. Der resultierende Vektor wurde als pET-22b_ectC_Hel_His

bezeichnet.

Zur Konstruktion des Vektors pET-22b_ectC_Hel_His wurde das Gen ectC aus H. elongata WT
unter Verwendung der Primer ectC_for_pet und ectC_rev_Xhol amplifiziert. Durch diese beiden
Primer wurden zwei Restriktionsschnittstellen in das PCR-Produkt eingebaut: Im Bereich des
ectC-Startcodons eine Ndel-Schnittstelle sowie eine Xhol-Schnittstelle stromabwarts von ectC.
Auf das Stopcodon von ectC wurde hier verzichtet, um eine Fusionierung mit dem Hisg-tag zu
ermoglichen. Unter Ausnutzung der im Vektor enthaltenen Xhol-Schnittstelle kénnen Gene
Uber einen kurzen Spacer von zwei Aminosauren (Leucin, Glutamat) mit der Hise-tag-Sequenz
fusioniert werden. Die Konstruktion des Vektors pET-22b_ectC_Hel_His durch Einbau des ectC-

Fragments in den pET-22b(+)-Vektor erfolgte anschlieBend wie in Abbildung 12 dargestellt.
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Abbildung 12: Konstruktion des Vektors pET-22b_ectC_Hel_His
Als Ausgangsvektor dient pET-22b(+). Die pelB-Sequenz des Ausgangsvektors wird durch die Verwendung der oben

beschriebenen Restriktionsenzyme deletiert. Ein Ausschnitt der Vektor-Sequenz ist im Anhang zu finden (Abbildung
71).

Analog zu der Konstruktion des oben beschriebenen Vektors pET-22b_ectC Hel His wurde ein
weiterer Expressionsvektor konstruiert, dessen Expressionsprodukt ein Fusionsprotein aus
einer C-terminal um 10 Aminosauren verkiirzten Ectoin-Synthase und einem C-terminalen Hisg-
tag ist. Als Primer zur Amplifizierung des verkiirzten ectC aus H. elongata dienten ectC_for_pet

sowie ectC-10_Xhol. Uber den Primer ectC-10 _Xhol wurde direkt downstream des letzten
82



Il Ergebnisse

gewlinschten Codons eine Xhol-Schnittstelle eingebaut, die wieder die Fusionierung tiber einen
2-Aminosaure-Spacer mit dem Hisg-tag ermoglicht. Die Konstruktion des Vektors pET-22b_ectC-

10_Hel_His erfolgte anschlieRend analog der Abbildung 12.

Tabelle 7 fasst die wichtigsten Eigenschaften der Expressionsprodukte von

pPET-22b_ectC Hel His und pET-22b_ectC-10_Hel His zusammen.

Tabelle 7: Eigenschaften der mit einem His¢-tag versehenen Expressionsprodukte. Hervorgehoben sind der Hisg-tag
sowie die Spacer-Aminosauren.

Name AS kDa pl Sequenz C-terminal

EctC_Hel His 145 16,52 5,30 ..APADEADDQKPLLEHHHHHH
EctC-10_Hel_His 135 15,44 5,58 ..APLEHHHHHH

4.1.1.2 Native Expression ohne Fusions-tag

Um zu untersuchen, ob die Fusion mit einem C-terminalen Hisg-tag Auswirkungen auf die
Aktivitat der Ectoin-Synthase hat, aber auch fiir die Strukturaufklarung des Enzyms und die
Untersuchung der Rolle des C-Terminus wurden Expressionsprodukte nativer Sequenz bendtigt,

die nicht mit zusatzlichen Aminosauren fusioniert wurden.

Zur Expression der vollstandigen Ectoin-Synthase aus H. elongata wurde der Vektor
PET-22b_ectC_Hel konstruiert. Hierzu wurde das Gen ectC aus H. elongata unter Verwendung
der Primer ectC_for_pet und ectC_rev_pet vollstandig inklusive Stopcodon amplifiziert. Durch
Einbringen des Stopcodons ist eine Fusion mit der Hisg-tag-Region ausgeschlossen. Durch die
beiden Primer wurden zwei Restriktionsschnittstellen in das PCR-Produkt eingebaut: Im Bereich
des ectC-Startcodons eine Ndel-Schnittstelle sowie eine Ncol-Schnittstelle stromabwarts von

ectC. Die weitere Konstruktion des Vektors pET-22b_ectC_Hel ist in Abbildung 13 dargestellt.
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Abbildung 13: Konstruktion des Vektors pET-22b_ectC_Hel
Als Ausgangsvektor dient pET-22b(+). Die pelB-Sequenz des Ausgangsvektors wird bei Verwendung der oben

beschriebenen Restriktionsenzyme deletiert. Ein Stop-Codon am Ende von ectC verhindert die Fusion mit der His-
tag-Region. Ein Ausschnitt der Vektor-Sequenz ist im Anhang zu finden (Abbildung 712).

Zur Expression C-terminal verkiirzter EctC-Formen wurden analog zu der oben beschriebenen
Vektorkonstruktion weitere Expressionsvektoren erstellt. Uber die Primer wurde bei der
Amplifizierung der ectC-Inserts das Stopcodon jeweils direkt downstream des letzten

gewiinschten Codons eingefligt. Fiir die Konstruktion von pET-22b_ectC-10_Hel wurde mit dem
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Primerpaar ectC_for_pet und ectC-10_Ncol gearbeitet. Zur Konstruktion von
PET-22b_ectC-9_Hel dienten die Primer ectC_for_pet und ectC-9_Ncol, fiir pET-22b_ectC-8 Hel

wurden die Primer ectC_for_pet und ectC-8_Ncol verwendet.

Tabelle 8 fasst die wichtigsten Eigenschaften der verschiedenen Expressionsprodukte

Zusammen.

Tabelle 8: Eigenschaften der Expressionsprodukte ohne Fusions-tag

Name AS kDa pl Sequenz C-terminal
EctC_Hel 137 15,46 4,87 ..APADEADDQKPL
EctC-10_Hel 127 14,37 5,12 ..AP

EctC-9_Hel 128 14,45 5,12 ..APA

EctC-8_Hel 129 14,56 5,04 ..APAD

4.1.2 Fusion mit Strep-tag

Aus vorhergehenden Arbeiten mit der Ectoin-Synthase aus M. halophilus war bekannt, dass die
Fusionierung mit einem N-terminalen Hisg-tag keine Aufreinigung aktiven Enzyms erlaubt (Kiss
2002). Aus diesem Grund wurde die Ectoin-Synthase aus H. elongata in dieser Arbeit stets mit
einem C-terminalen Hisg-tag versehen. Im Rahmen dieser Arbeit sollten jedoch Modifikationen
am C-Terminus des Enzyms eingefiihrt werden, die die Verwendung eines Fusions-tags an
dieser Stelle unmaoglich machten. Aus diesem Grund wurde versucht, durch Verwendung eines
Strep-tags eine aktive, N-terminal mit einem Affinitats-tag fusionierte, Ectoin-Synthase zu

gewinnen.

Der aus 8 Aminosauren bestehende Strep-tagll wird von IBA als ausgewogene
Aminosauresequenz beworben, die generell keine Auswirkung auf Struktur und Funktion der
fusionierten Proteine haben soll. Es sollte im Rahmen dieser Arbeit untersucht werden, ob ein
N-terminaler Strep-tagll die Aktivitdt der Ectoin-Synthase weniger beeinflusst als ein N-

terminaler Hisg-tag.

Zur Expression der N-terminal mit einem Strep-tag versehenen Ectoin-Synthase aus H. elongata
wurde der Vektor pASK-IBA5_ectC_Hel konstruiert. Hierzu wurde das Gen ectC aus H. elongata

unter Verwendung der Primer pASK5 ectC_for und pASK5_ectC_rev amplifiziert. Beide Primer
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enthalten eine mit der Endonuklease Bsal kompatible Schnittstelle fiir das Restriktionsenzym

Esp3l. Die weitere Konstruktion des Vektors pASK-IBA5 ectC Hel ist in Abbildung 14 dargestellt.

.Bsal
.Bsal

tet-promotor

Genomische DNA aus H. elongata
PCR

pASK-IBA5

3239 bps
Tet-repressor

J_Es p3l J_Es p3l

Fragment mit ectC_Hel

. . (447 bps)
Enzymatische Hydrolyse mit
Bsal Enzymatische Hydrolyse mit
Ligation Esp3l

tet-promotor

pASK-IBA5_ect_Hel
3576 bps

Tet-repressor

Abbildung 14: Konstruktion des Vektors pASK-IBA5_ectC_Hel

Als Ausgangsvektor dient pASK-IBA5. Es erfolgt eine Fusionierung des ectC-Gens mit einem N-terminalen Strep-
tag Il. Ein Ausschnitt der Vektor-Sequenz ist im Anhang zu finden (Abbildung 73).

Die Eigenschaften des Expressionsproduktes dieses Vektors, EctC_Strep, sind in Tabelle 9

zusammengefasst.

Tabelle 9: Eigenschaften des Proteins EctC_Strep. Hervorgehoben sind die aus 8 Aminosauren bestehende Sequenz
des Strep-tag Il sowie die angrenzenden Spacer-Aminosauren.

Name AS kDa pl Sequenz N-terminal

EctC_Strep 150 16,92 4,97 MAS WSHPQFEK GAMIVRN...
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4.2 Expression
4.2.1 Mit dem pET-System
4.2.1.1 Proteinproduktion

Um mittels pET-System moglichst groBe Mengen Expressionsprodukt zu erhalten, wurde E. coli
BL21 (DE3) mit dem jeweiligen auf pET-22b(+) basierenden pET-Vektor in LBG-0,5/Amp100
angezogen und die Expression bei einer ODggo zwischen 0,4 und 0,5 durch Zugabe von IPTG in

einer Endkonzentration von 0,5 mM induziert.

Abbildung 15 zeigt exemplarisch den Verlauf einer Proteinexpression am Beispiel des Vektors
PET-22b_ectC Hel His. Fir dieses Proteingel wurden der Expressionskultur Uber den
Zeitverlauf Proben fiir eine Gesamtzellproteingewinnung entnommen und diese in eine SDS-
PAGE eingesetzt. Deutlich zu erkennen ist das Auftreten eines Expressionsprodukts bereits eine
Stunde nach Induktion bei der erwarteten GrofRe von 16,52 kDa. Diese Proteinbande verstarkt

sich weiter lGiber den Zeitverlauf bis zum Zeitpunkt vier Stunden nach Induktion.

v. | 1lh 2h 3h 4h M

170 kDa
130

- 100

70

- 55

40

35

25

15

~ 10

Abbildung 15: Expression mit E. coli BL21 (DE3) pET-22b_ectC_Hel_His

Ein Pfeil markiert die Bande fiir das Expressionsprodukt EctC_Hel_His mit einem theoretischen Molekulargewicht
von 16,52 kDa. v.l.: vor Induktion, 1h - 4h: eine bis vier Stunden nach Induktion, M: Proteingr6Benmarker

Identische Expressionsverlaufe konnten auch mit den anderen in dieser Arbeit konstruierten

pET-Vektoren nachgewiesen werden (nicht abgebildet).

4.2.1.2 ADPC-Produktion als Funktionalitatsnachweis
Die Funktionalitdit der in E.coli expremierten Ectoin-Synthasen konnte ohne vorherige

Reinigung des Enzyms in vivo nachgewiesen werden, da eine erfolgreiche EctC-Produktion
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E. coli zur ADPC-Synthese befdhigt. Mittels HPLC-Analyse von Zellmaterial aus einer
Expressionskultur konnte so die Aktivitdt der heterolog expremierten EctC-Formen bestimmt

werden.

Hierbei stellte sich heraus, dass unter Stressbedingungen (MM63-Medium, 3% NaCl) eine
ADPC-Produktion in E. coli erreicht wurde, die der in H. elongata KB1 vergleichbar ist. Hierauf

soll in Kapitel 1117 ndher eingegangen werden.
4.2.2 Mit dem pASK-IBA-Vektor

4.2.2.1 Proteinproduktion

Zur Expression der N-terminal mit einem Strep-tag |l versehenen Ectoin-Synthase wurde der
Stamm E. coli DH5a pASK-IBA5_ectC_Hel in 600 mL LBG-0,5/Carb100 bei 37 °C angezogen und
bei einer ODggo von 0,4 durch Zugabe von Anhydrotetracyclin (0,2 pug/mL) induziert. Der Verlauf
der Expression bis zur Ernte vier Stunden nach Induktion wurde mittels Gesamtzellprotein-

Proben in einer SDS-PAGE untersucht.

Abbildung 16: Expression mit E. coli DH5a pASK-IBA5_ectC_Hel
Mit einem Pfeil markiert die Bande fiir das Expressionsprodukt EctC_Strep mit einem theoretischen

Molekulargewicht von 16,92 kDa. v.l.: vor Induktion, 1h - 4h: eine bis vier Stunden nach Induktion, M:
ProteingroBenmarker

Vergleicht man die Proteinexpression in Abbildung 16 mit der in Abbildung 15 dargestellten
Expression mittels pET-System, wird ein deutlicher Unterschied in der Starke der
Proteinproduktion sichtbar. Mit dem pASK-IBA5-Vektor konnte nur eine sehr schwache
Proteinexpression erreicht werden, was vermutlich auf den schwacheren Promotor

zuruckzufihren ist.
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4.3 Proteinreinigung

4.3.1 Hise-tag

Die Reinigung von Hisg-Fusionsproteinen mittels Affinitatschromatographie an einer Ni-NTA-
Matrix richtete sich nach einem Protokoll des Sdulenmaterial-Herstellers Novagen (vgl.
119.4.1.1). Nach diesem Protokoll wurde zuvor bereits die Ectoin-Synthase von Marinococcus
halophilus erfolgreich gereinigt (Egler 2004). Im Anschluss an die Elution des Proteins von der
Ni-NTA-Matrix wurde das Eluat gegen Tris-HCI-Puffer dialysiert, um das im Elutionspuffer
enthaltene Imidazol vom Protein abzutrennen. Ein Einengen der Proteinlésung erfolgte
schlieflich mittels Microcon, um das Enzym flir spatere Aktivitatsassays moglichst hoch
konzentriert vorliegen zu haben. Mittels SDS-PAGE wurde die Reinheit der isolierten Proteine
anschliefend analysiert. In dieser Arbeit wurde die Proteinreinigung mittels Nickelchelat-
Chromatographie fir zwei Hisg-Fusionsproteine angewendet: Die vollstdndige Ectoin-Synthase
EctC_Hel_His aus H. elongata sowie die C-terminal um 10 Aminosauren verkirzte Form EctC-

10_Hel_His.
EctC-10_Hel_His

[ZE s
sl
L

=

15 kDa |t ’

Abbildung 17: Ni-NTA-Reinigung des Enzyms EctC-10_Hel_His

Dargestellt ist die SDS-PAGE-Analyse des Eluats einer Ni-NTA-Reinigung des heterolog expremierten Enzyms EctC-
10_Hel_His. Das Protein mit einem theoretischen Molekulargewicht von 15,44 kDa liegt im Eluat ohne
Verunreinigung durch E. coli-spezifisches Protein vor.

Abbildung 17 zeigt exemplarisch das Produkt einer Ni-NTA-Reinigung der C-terminal verkiirzten

Ectoin-Synthase EctC-10_Hel His. Das gewiinschte Produkt mit einer GrofRe von 15,44 kDa
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konnte erfolgreich isoliert werden und liegt in hoher Reinheit vor. Ein vergleichbares Bild

lieferte auch die Reinigung von EctC_Hel His (hier nicht gezeigt).

Das dialysierte und konzentrierte Protein wurde vor dem Einsatz in weitere Untersuchungen
mittels BCA-Assay quantifiziert. Im Schnitt konnten mit dem hier beschriebenen Verfahren

eingeengte Proteinlésungen mit Konzentrationen von 10-15 mg/mL erzielt werden.

4.3.2 Strep-tag

Zur Reinigung der N-terminal mit einem Strep-tag Il versehenen Ectoin-Synthase wurde das
Pellet einer Expressionskultur des Stammes E. coli DH5a pASK-IBA5_ectC_Hel in Waschpuffer
resuspendiert und mittels Ultraschall aufgeschlossen (vgl. 119.4.1.2). Das Lysat wurde auf eine
2 mL-Strep-Tactin-Sdule aufgetragen. Es folgten Waschschritte mit finfmal 2 mL Waschpuffer,

anschlielend wurde mit fiinfmal 200 pL Elutionspuffer eluiert.

Die Analyse des Reinigungsverlaufs erfolgte mittels SDS-PAGE. Abbildung 18 zeigt Proben der

Reinigungsschritte im Proteingel.

W2 w3 w4 M El E2 E3 E4 ES

170 kDa

B & & § 838

s 5

Abbildung 18: Strep-tag-Reinigung des Enzyms EctC_Strep
Verlauf der Reinigung der Ectoin-Synthase mit N-terminalem Strep-tagll. W1-W4: Waschpuffer-Fraktionen, M:

Proteinmarker, E1-E5: Elutionspuffer-Fraktionen. Das Protein EctC_Strep mit einem theoretischen
Molekulargewicht von 16,92 kDa liegt in den Eluat-Fraktionen als Hauptkomponente vor.

In der ersten Waschpuffer-Fraktion ist neben der Vielzahl an eluierenden E. coli-Proteinen auch

eine deutliche Bande im Bereich von ca. 15 kDa zu erkennen. Hier kdnnte es sich um nicht
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gebundene Ectoin-Synthase handeln, was den Schluss nahelegt, dass das Saulenvolumen zu
gering dimensioniert und die Matrix somit tGiberladen wurde. Gut zu erkennen ist der Erfolg der
Waschschritte, denn bereits in der dritten Waschpuffer-Fraktion sind keine Proteinbanden
mehr zu erkennen. Betrachtet man die Fraktionen der Elution wird jedoch deutlich, dass keine
vollstdndige Isolierung der Ectoin-Synthase EctC_Strep erreicht wurde. Zwar liegt diese als
vorherrschendes Protein im Eluat vor, mit dem Elutionspuffer wurde jedoch auch noch eine
Vielzahl weiterer verunreinigender Proteine von der Sdulenmatrix gewaschen. Insgesamt ist die
Reinheit des mittels Strep-tag Il isolierten Proteins geringer als die des Hisg-Fusionsproteins

nach der Nickelchelat-Chromatographie (vgl. Abbildung 17).

Da ein Aktivitatstest im Anschluss an die Reinigung keine EctC-Aktivitat im Eluat nachweisen
konnte, wurden keine weiteren Versuche unternommen diese Form der Proteinreinigung zu
optimieren. Ausgehend von diesen Daten wurde der Versuch einer N-terminalen Affinitats-tag-

Fusionierung der Ectoin-Synthase eingestellt.

4.3.3 Ammoniumsulfat-Fallung und HIC

Um flr die Strukturanalyse der Ectoin-Synthase mittels NMR und Kristallisation ein natives
Protein zur Verfliigung zu haben, aber auch um die Rolle des C-Terminus untersuchen zu
kénnen, wurde ein Protokoll zur nativen Proteinreinigung ohne Fusions-tag benotigt. Das in
dieser Arbeit angewendete Protokoll kombiniert Ammoniumsulfat-Fallung und hydrophobe
Interaktionschromatographie und wurde in Anlehnung an ein von S. Sedelnikova
(Arbeitsgruppe Rice, Sheffield, UK) entworfenes Protokoll modifiziert. Zunachst wurde das
gewiinschte Protein in nativer Form (ohne Fusions-tag) mittels pET-Vektor in E. coli exprimiert
(vgl. 119.2). Die anschlieRende Ammoniumsulfat-Fallung und HIC-Reinigung erfolgte wie unter

119.4.2 beschrieben. Der Verlauf der Reinigung wurde mittels SDS-PAGE analysiert.

In dieser Arbeit wurden vier verschiedene Varianten der Ectoin-Synthase nach dieser Methode
isoliert: Die natlrlich vorliegende Form EctC_Hel sowie die C-terminal verkiirzten Formen
EctC-10_Hel, EctC-9_Hel und EctC-8 Hel. In Abbildung 19 ist exemplarisch der Verlauf der

Reinigung von EctC_Hel gezeigt.
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Abbildung 19: HIC-Reinigung des nativen Enzyms EctC_Hel

Dargestellt ist der Verlauf von Ammoniumsulfat-Fallung und HIC-Reinigung einer nativen Ectoin-Synthase ohne
Fusionstag (EctC_Hel). Das Protein mit einem theoretischen Molekulargewicht von 15,46 kDa wurde erfolgreich in
E. coli exprimiert und verbleibt nach der Ammoniumsulfat-Féllung im Uberstand. Eine Elution wihrend der HIC
erfolgte ab einer Ammoniumsulfat-Konzentration von 1,4 M. L: Lysat; FP: Fallungspellet; FU: Féllungsiiberstand; D:

Durchfluss; 2 M — 0 M: Puffer mit sinkender Ammoniumsulfat-Konzentration; a-f: fraktioniertes Eluat bei 1,2 M
Amoniumsulfat; M: Proteinmarker

Wie man anhand des Proteingels (Abbildung 19) deutlich sehen kann, verblieb ein groRRer Teil
der E. coli-Proteine nach der Ammoniumsulfat-Fallung im Pellet, so dass der Fallungstiberstand
die Ectoin-Synthase bereits in erhéhter Reinheit enthielt. Bei der anschliefenden hydrophoben
Interaktionschromatographie wurden Proteine mit sinkender Ammoniumsulfat-Konzentration
von der Matrix eluiert, wobei der Elutionsschritt mit 1,2 M Ammoniumsulfat in mehreren
Fraktionen aufgefangen wurde, um eine moglichst optimale Trennung zu erreichen. Im Bereich
von 1,4 M und 1,2 M Ammoniumsulfat konnte eine deutliche Elution von EctC_Hel festgestellt
werden, das Protein zeigt sich im Proteingel mit der erwarteten GroRe (15,46 kDa). Von
wenigen verunreinigenden Proteinbanden abgesehen konnte das Protein hier mit einem guten
Reinheitsgrad isoliert werden. Die nachfolgenden Waschschritte mit 1,0 M bzw. 0 M machen
deutlich, dass wahrend der hydrophoben Interaktionschromatographie eine gute Trennung von
weiteren verunreinigenden Proteinen erreicht wurde. Die Reinigungen der verkiirzten EctC-
Formen nach diesem Protokoll verliefen vergleichbar. In allen Fallen wurden die Fraktionen mit
der hochsten Reinheit vereinigt, anschlieBend gegen Tris-HCI-Puffer dialysiert und mittels

Microcon aufkonzentriert.
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4.4 Strukturanalyse

4.4.1 FPLC

Mittels Gelfiltrations-Chromatographie sollte untersucht werden, ob die Ectoin-Synthase aus
H. elongata im nativen Zustand ein Oligomer bildet. In der Literatur finden sich Hinweise, dass
es sich bei dem Enzym um ein Dimer handeln kénnte (Ono et al. 1999). Untersucht wurde die
mittels Nickelchelat-Chromatographie gereinigte Form der Ectoin-Synthase, also das Hisg-

Fusionsprotein EctC_Hel_His.

Die Gelfiltration erfolgte mit einer Superdex 75pg-Saule, die einen optimalen Trennbereich
zwischen 3 kDa und 70 kDa aufweist, und somit sowohl ein Monomer (ca. 15 kDa) als auch ein
Dimer (ca. 30 kDa) der Ectoin-Synthase darstellen kann. Dem Laufpuffer wurden 0,5 M NacCl
zugegeben und ein pH von 8,4 eingestellt, da unter diesen Bedingungen das Enzym eine hohe
Aktivitat aufweist (vgl. 11I15) und somit im nativen Zustand vorliegen sollte. Um anhand des
Laufverhaltens des Proteins Rickschlisse auf das Molekulargewicht ziehen zu kénnen, wurde
die Sdule zundchst wie unter 119.7 beschrieben kalibriert (Abbildung 20). Bei Verwendung
identischer Einstellungen sollte die Fraktion, in der ein Protein bestimmter GroRe eluiert,
reproduzierbar sein. Aus diesem Grund wurde ausgehend von der reproduzierbaren
Kalibrierung eine Kurvengleichung erstellt, anhand der spatere Probenldufe ausgewertet

werden konnten (siehe Abbildung 20).
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Abbildung 20: Kalibrierung des FPLC-Systems

In der linken Abbildung dargestellt ist die Auftrennung eines Proteingr6Benmarkers (Gel Filtration Calibration Kit
LMW (vgl. Tabelle 6), rechts dargestellt die daraus ermittelte Kalibrierungskurve.
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AnschlieBend erfolgte die Gelfiltration von EctC_Hel_His wie unter 119.7 beschrieben. Uber den
UV-Detektor (280 nm) konnte die Elution eines einzelnen Signals detektiert werden (nicht
abgebildet). Dieses beginnt in Fraktion 31, der Scheitelpunkt liegt in Fraktion 32. Zur
Berechnung des Molekulargewichts wurde deshalb ein Wert von 31,5 in die

Kalibrierungsgleichung eingesetzt:
108 x 31,574327 = 32,87 kDa

Das theoretische Molekulargewicht von EctC_Hel His liegt bei 16,5 kDa fiir ein Monomer und
somit bei 33 kDa flir ein Dimer. Das Ergebnis der Gelfiltration unterstiitzt also die Vermutung,

dass es sich bei der Ectoin-Synthase um ein als Homodimer vorliegendes Protein handelt.

4.4.2 NMR

Eine 15N—NMR—AnaIyse des im Rahmen dieser Arbeit mittels E.coli BL21 (DE3)
pET-22b_ectC_Hel_His heterolog exprimierten und N-markierten Enzyms EctC_Hel_His wurde
durch Dr. Jeremy Craven (AG Rice, Sheffield, UK) durchgefiihrt. Diese Analyse zeigte einen
flexiblen Bereich des Enzyms am C-Terminus, der sich in Losung als sehr beweglich darstellt,
und aus etwa 10 Aminosdureresten zu bestehen scheint (neben den Histidinen des Fusions-

tags).

4.4.3 Kristallisation

Kristallisationsversuche mit der im Rahmen dieser Arbeit in E. coli heterolog exprimierten
Ectoin-Synthase wurden durch Dr. Svetlana Sedelnikova (AG Rice, Sheffield, UK) durchgefiihrt.
Die ersten Kristallisationsversuche mit den EctC-Formen EctC_Hel_His und EctC_Hel zeigten

keinen Erfolg, da eine Kristallisation der Proteine auch nach mehreren Versuchen ausblieb.

Aufgrund der NMR-Analyse des Proteins EctC_Hel His (vgl. 1114.4.2) wurde vermutet, dass der
hochflexible C-Terminus des Proteins eine Kristallisation storen kdnnte. Der daraufhin erfolgte
Versuch der Kristallisation der heterolog exprimierten EctC-Form EctC-10_Hel (C-terminal um
10 Aminosduren verkirzt) verlief erfolgreicher und erbrachte EctC-10_Hel-Kristalle (Abbildung

21), deren Qualitat jedoch fiir eine nachfolgende Strukturanalyse nicht ausreichte.
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Abbildung 21: Kristalle des Proteins EctC-10_Hel (S. Sedelnikova)

5 In vitro-Versuche mit EctC aus H. elongata

5.1 Einfluss von Salinitiat und pH-Wert

Nach erfolgreicher Expression und Reinigung der Ectoin-Synthase aus H. elongata sollte das

Enzym in Hinblick auf Salz- und pH-Optimum fiir seine Aktivitat ndher charakterisiert werden.

Die Messung der Enzymaktivitat erfolgte photometrisch wie unter 119.8.1 beschrieben, wobei
der verwendete Reaktionspuffer sowohl in der Salzkonzentration als auch im pH-Wert variiert
wurde. Fir die hier dargestellten Daten wurde das Enzym EctC_Hel verwendet, also die mittels

hydrophober Interaktionschromatographie gereinigte native Ectoin-Synthase ohne Fusions-tag.

Abbildung 22 stellt die Aktivitdt des Enzyms in Abhangigkeit von NaCl-Konzentration und pH-
Wert des Reaktionspuffers dar. Deutlich zu erkennen ist eine Aktivitatssteigerung mit
steigendem pH-Wert; so ist erst mit einem leicht alkalischen pH-Wert von 8,5 eine deutliche
Aktivitat von ca. 4-5 pmol*min*mg™ messbar. Die Aktivitit steigt noch weiter an wenn der pH
einen Wert von 9,0 erreicht, die obere Grenze der Pufferkapazitdt des hier verwendeten Tris-

HCI-Puffersystems.
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Abbildung 22: Charakterisierung von EctC_Hel

Die Ectoin-Synthase EctC_Hel wurde mittels HIC gereinigt und die Aktivitdt in Tris-Puffer variabler NaCl-
Konzentration und variablen pH-Werts photometrisch bestimmt. 0.2 M - 3.0 M: NaCl-Konzentrationen im Puffer

Die NaCl-Konzentration im Reaktionspuffer hatte ebenfalls Auswirkungen auf die Aktivitat der
Ectoin-Synthase. Ein deutliches Optimum im Bereich von 0,5 M NaCl zeigt sich bei einem pH-
Wert von 8,5. In Abhangigkeit vom pH-Wert scheint sich das Salzoptimum leicht zu verschieben,
so dass z.B. bei niedrigeren pH-Werten NaCl-Konzentrationen von 0,2 - 1,0 M recht ahnliche
Aktivitaten erzielen. Jedoch sind die Enzymaktivitdaten hier insgesamt niedrig. Bei pH 9,0 zeigt

sich eine auffallig hohe Enzymaktivitat bei der recht niedrigen NaCl-Konzentration von 0,2 M.

Insgesamt wurde ausgehend von den dargestellten Daten eine Kombination von pH 8,5 und
einer NaCl-Konzentration von 0,5 M fiir weitere in vitro-Versuche als geeignet erachtet. An
dieser Stelle muss festgestellt werden, dass die photometrisch bestimmten Enzymaktivitaten
aufgrund der niedrigen eingesetzten Substratkonzentration von 0,25 mM weit von den maximal
erreichbaren Reaktionsgeschwindigkeiten entfernt sind (Km =11 mM,
Vmax = 56 umol*min'l*mg'l; Ono et al. 1999). Somit ist ein Vergleich mit V,,-Werten aus der
Literatur mit diesen Werten nicht sinnvoll. Hohere Substratkonzentrationen wurden aufgrund

der Absorption der ADABA in den photometrischen Enzymassays nicht eingesetzt.
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Vergleich von NaCl und KCl

Da bereits ein Einfluss der Salzkonzentration auf die Aktivitdt der Ectoin-Synthase gezeigt
werden konnte, sollte im Anschluss untersucht werden, ob die Art des Salzes ebenfalls eine
Rolle spielt. Unter der Annahme, dass in der intrazellularen lonenkomposition von H. elongata
sowohl KCl als NaCl von Bedeutung sind (Vreeland et al. 1983), wurde aus diesem Grund die
Aktivitat der HIC-gereinigten Ectoin-Synthase EctC_Hel in NaCl- bzw. KCl-haltigem Tris-HCI-
Puffer verglichen (siehe Abbildung 23). In dieser Abbildung ist der bereits aus Abbildung 22
bekannte Verlauf der photometrisch bestimmten EctC-Aktivitat in NaCl-haltigem Puffer gezeigt,
mit einem Optimum im Bereich von 0,5 M NaCl bei pH 8,5. Bei Verwendung von KCl scheint sich
das Optimum in den Bereich der hoheren lonenstdrke (ca. 0,7 - 1,0 M KCl) zu verschieben,
wobei jedoch liber den gesamten Konzentrationsbereich keine so deutliche Aktivitdtsanderung
auszumachen ist wie bei Verwendung von NaCl. Insbesondere im Bereich der hoheren

lonenstarke (ab ca. 1,0 M) ist kaum noch ein Unterschied in der Aktivitdt mit KCl oder NaCl

festzustellen.

BNaCl ®EKCI

Aktivitat [umol*min-1*mg-1]

0.2M 0.5M 0.7M 1.0M 2.0M 3.0M

Abbildung 23: Vergleich des Einflusses von NaCl und KCl auf die EctC_Hel-Aktivitat

Photometrische Aktivitdtsbestimmung der HIC-gereinigten Ectoin-Synthase EctC_Hel in Tris-Puffer bei pH 8,5 und
variabler NaCl- bzw. KCI-Konzentration.
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5.2 Einfluss des His-tags

Um zu Uberprifen, ob das Einbringen eines C-terminalen Hisg-tags Auswirkungen auf die
Funktionalitat der Ectoin-Synthase hat, wurde die Aktivitat der Ectoin-Synthase mit und ohne C-

terminalen Hisg-tag verglichen. Die Ergebnisse sind in Abbildung 24 dargestellt.

OEctC_Hel BEctC_Hel_His

Aktivitat [umol*min-1*mg1]
N

O T T T

0.2M 05M 10M 30M
KCl

Abbildung 24: Auswirkung des C-terminalen His¢-tag auf die Aktivitdt der Ectoin-Synthase

Photometrische Aktivitdtsbestimmung der Ectoin-Synthase-Varianten EctC_Hel (HIC-gereinigt) und EctC_Hel_His
(Ni-NTA-gereinigt) in Tris-Puffer bei pH 8,5 und variabler KCI-Konzentration.

Wie in Abbildung 24 gezeigt, hat der C-terminal fusionierte His¢-tag keinen negativen Einfluss
auf die Aktivitat der Ectoin-Synthase. Wahrend aus vorherigen Arbeiten bekannt ist, dass ein N-
terminal fusionierter Affinitats-tag die Aktivitat der Ectoin-Synthase inhibiert (vgl. 1114.3.2,
Bestvater 2001; Kiss 2002; Egler 2004), wird durch die C-terminale Fusion weder die Aktivitat
des Enzyms gehemmt noch die Reaktion auf variierende lonenstarken deutlich beeinflusst. Es
wurde aus diesem Grund entschieden, die Charakterisierung des Enzyms hinsichtlich des

Substratspektrums mit der Variante EctC_Hel_His durchzufiihren.

53 Einfluss des C-Terminus

Aufgrund der Ergebnisse der *N-NMR-Strukturanalyse (vgl. 1114.4.2) der Ectoin-Synthase wurde
grofBeres Augenmerk auf den C-Terminus gelegt. Zur Analyse der Bedeutung des C-Terminus
wurden verschiedene C-terminal modifizierte (verkiirzte) Varianten von EctC verglichen. Hierzu

wurden die Enzyme in E. coli heterolog expremiert, mittels HIC gereinigt und in einen
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photometrischen Aktivitats-Assay mit ADABA als Substrat eingesetzt. Die Bedingungen wurden

anhand der Ergebnisse des Kapitels I115.1 angepasst.

Wie in Abbildung 25 dargestellt, sind deutliche Unterschiede in der Aktivitat der verschiedenen
verkiirzten EctC-Formen nachzuweisen. Die Aktivitdt des Enzyms nimmt immer weiter ab je

starker der C-Terminus verkirzt wird.

3,5 1
3,0 1

2,5 1

_
0.0 , , B o B

EctC EctC-8 EctC-9 EctC-10

Aktivitat [pmol*min-'*mg]

Abbildung 25: Einfluss des C-Terminus auf die Aktivitdt der Ectoin-Synthase

Photometrische Aktivitatsbestimmung HIC-gereinigter verkiirzter Ectoin-Synthase-Varianten in Tris-Puffer mit
0,5 M KClI und pH 8,5. Die Enzyme wurde C-terminal um 8-10 Aminosduren verkiirzt. Verglichen wurden die EctC-
Varianten EctC_Hel, EctC-8_Hel, EctC-9_Hel sowie EctC-10_Hel.

His-tag bei der C-terminal verkiirzten EctC-Form

Wie in IlI5.2 bereits gezeigt, hat der C-terminal fusionierte Hiss-tag keinen negativen Einfluss
auf die Funktion bzw. Aktivitat der Ectoin-Synthase. Im Fall der C-terminal um 10 Aminosauren
verkiirzten EctC-Form hat die Fusionierung mit einem C-terminalen Hisg-tag jedoch eine

deutliche Auswirkung (siehe Abbildung 26).

Die beiden jeweils rechten Balken der Abbildung 26 zeigen die Aktivitdt der EctC-Varianten
EctC-10_Hel und EctC-10_Hel_His. Im Vergleich hierzu wurden die aus Abbildung 24 bereits
bekannten Daten der EctC-Varianten EctC_Hel und EctC_Hel His hinzugefligt. Im Fall der
verkilirzten Ectoin-Synthase scheint das Einbringen des Fusions-tags die normalerweise

herabgesetzte Aktivitat wiederherzustellen.
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Abbildung 26: Einfluss des Hisg-tags auf die Aktivitdt der verkiirzten EctC-Variante EctC-10
Photometrische Aktivitdtsbestimmung verschiedener Varianten der Ectoin-Synthase in Tris-Puffer variabler NaCl-

Konzentration und pH 8,5. Verglichen wurden die HIC-gereinigten Varianten EctC_Hel und EctC-10_Hel sowie die
Ni-NTA-gereinigten Varianten EctC_Hel_His und EctC-10_Hel_His

5.4 Substratspektrum

Mit der Entdeckung einer Nebenreaktion der Ectoin-Synthase, ndmlich der Umwandlung von
Glutamin in ADPC (Witt 2005), wurde die Frage nach weiteren potentiellen Nebenreaktionen
dieses Enzyms aufgeworfen. In der vorliegenden Arbeit wurden deshalb potentielle Substrate
fir einen Ringschluss, aber auch fiir die reversible Reaktion (eine hydrolytische Ring6ffnung)
untersucht. Hierzu wurden in vitro-Assays mit Ni-NTA-gereinigter Ectoin-Synthase
(EctC_Hel_His) durchgefihrt. In allen Versuchen entsprachen die Pufferbedingungen mit pH 8,5
und einer Salzkonzentration von 0,5 M NaCl dem Optimum der natiirlichen Ectoin-Synthase-
Reaktion. Als Negativkontrolle wurde eine Ni-NTA-Reinigung mit Zellmaterial einer
Expressionskultur des Stammes E. coli BL21 (DE3) pET-22b(+) durchgefiihrt und das erhaltene
Eluat ebenfalls in die in vitro-Assays eingesetzt. Somit konnte sichergestellt werden, dass
eventuelle Reaktionen nicht durch verunreinigende E. coli-Proteine verursacht wurden,

sondern tatsachlich auf die Ectoin-Synthase zurilickzufiihren sind.

54.1 Kondensationsreaktionen

Die eigentliche Funktion der Ectoin-Synthase ist die Katalyse des letzten Schrittes der Ectoin-
Biosynthese. Hierbei wird Ny-Acetyl-L-2,4-diaminobuttersdure (ADABA) in einer
Kondensationsreaktion, ausgehend von einem intramolekularen nukleophilen Angriff der a-

Aminogruppe auf die N-Acetylgruppe, in das zyklische Derivat Ectoin umgewandelt (siehe
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Abbildung 27a). Diese Reaktion war in dieser Arbeit bereits Gegenstand mehrerer

Untersuchungen (vgl. I115.1 - 1115.3).

O HN" coo

HoN \

+ Coo”
O H3N

Abbildung 27: Substrate, deren Kondensation durch EctC gezeigt wurde

a: Reaktion der Ectoin-Synthase mit ADABA zu Ectoin, b: Reaktion der Ectoin-Synthase mit Glutamin zu ADPC

54.1.1 Glutamin

Die Nebenreaktion mit Glutamin als Substrat als intramolekularer nukleophiler Angriff der a-
Aminogruppe auf das Saureamid (siehe Abbildung 27b) (Witt 2005), also die Produktion von
ADPC, wurde in einem in vitro-Assay (vgl. 119.8.2) naher untersucht. Uber den Zeitverlauf
entnommene Proben wurden mittels FMOC-ADAM-HPLC analysiert und eine Quantifizierung

des Glutamins vorgenommen. Die erhaltenen Daten sind in Abbildung 28 zusammengefasst.
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Abbildung 28: Reaktion der Ectoin-Synthase mit Glutamin als Substrat

Dargestellt ist der Zeitverlauf eines in vitro-assays mit dem Enzym EctC_Hel_His und Glutamin als Substrat. Tris-
Puffer: pH 8,5; 0,5 M NaCl
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Uber den Zeitverlauf kann eine Abnahme der Glutaminkonzentration beobachtet werden, die
mit einer Zunahme der ADPC-Konzentration (mittels isokratischer HPLC analysiert, nicht
dargestellt) korreliert und in der Negativkontrolle nicht auftritt. Beachtet man jedoch den
Zeitrahmen der Reaktion, so wird deutlich dass diese Reaktion sehr langsam ablauft (ca.
0,09 umol*min™*mg?) und auch nach 21h keinen kompletten Umsatz hervorbringt.
Tatsachlich verbleiben etwa 80 % des Glutamins im Ansatz. Im Gegensatz dazu wurde ADABA

als Substrat immer vollstandig umgesetzt.

5.4.1.2 weitere potentielle Substrate

Analog zu den Untersuchungen mit Glutamin als Substrat wurden weitere putative Substrate
fiir die Ectoin-Synthase in in vitro-Assays getestet. Zu diesen potentiellen Substraten gehorten
Albizziin, Citrullin, N-Acetyl-Ornithin, N-Acetyl-Lysin, N-Carbamoyl-diaminobuttersidure sowie
die Na-Acetyl-L-2,4-diaminobuttersdure. Diese Substanzen sowie die theoretisch moglichen
Kondensationsprodukte nach Reaktion der Ectoin-Synthase sind in Abbildung 29 dargestellt. Die
Analyse der Reaktionsansdtze mittels HPLC erbrachte jedoch keinen Hinweis auf eine
enzymatische Reaktion mit diesen Substraten, so dass davon auszugehen ist dass die Ectoin-
Synthase mit keiner dieser Substanzen im Sinne einer zyklischen Kondensationsreaktion

reagiert.

54.2 Hydrolytische Reaktionen

Neben der Untersuchung potentieller neuer Kondensationsreaktionen wurde in dieser Arbeit
auch die Reversibilitat der Ectoin-Synthase untersucht, also die Fahigkeit des Enzyms, neben
kondensierenden Ringschlissen auch hydrolytische Ringdffnungen zu katalysieren. Hierzu
wurden in die in vitro-Assays verschiedene zyklische Aminosdure-Derivate als Substrat
eingesetzt (vgl. Abbildung 30 und Abbildung 37). Tatsachlich konnte, wie im Weiteren gezeigt,

die Hydrolyse von ADPC, DHMICA und Homoectoin nachgewiesen werden.
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Abbildung 29: Potentielle Substrate, deren Kondensation durch EctC nicht nachgewiesen wurde

Dargestellt sind verschiedene Substrate, mit denen die Ectoin-Synthase keine Kondensationsreaktion eingeht. a: a-
ADABA, b: Albizziin, c: Citrullin, d: N-Carbamoyl-DABA, e: N&-Acetyl-Ornithin, f: Ne-Acetyl-Lysin
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Abbildung 30: Nachgewiesene Hydrolyse-Reaktionen der Ectoin-Synthase

Dargestellt sind nachgewiesene durch EctC katalysierte Hydrolysereaktionen. a: ADPC zu Glutamin, b: DHMICA zu
3-Acetamido-2-aminopropansaure, c: Homoectoin zu N&-Acetyl-Ornithin
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5.4.2.1 ADPC
Der Zeitverlauf der Reaktion mit ADPC als Substrat ist in Abbildung 31 dargestellt. Auch hier

wurde wieder die Glutamin-Konzentration Uber den Reaktionsverlauf quantifiziert.
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Abbildung 31: Reaktion der Ectoin-Synthase mit den Substraten ADPC und Glutamin
Dargestellt ist der Zeitverlauf eines in vitro-Assays mit der Ectoin-Synthase EctC_Hel_His mit ADPC als Substrat ().

Zum Vergleich wurde der Reaktionsverlauf mit Glutamin als Substrat beigefiigt ((]). Quantifiziert wurde in beiden
Féllen die Glutamin-Konzentration im Reaktionsansatz. Tris-Puffer: pH 8,5; 0,5 M NaCl

Der deutliche Anstieg der Glutaminkonzentration im Ansatz, der in der Kontrolle nicht
festzustellen war (nicht dargestellt), macht deutlich, dass die Ectoin-Synthase in der Lage ist,
das zyklische ADPC in seine offenkettige Vorstufe Glutamin zu Gberfiihren. Diese hydrolytische
Reaktion verlauft mit einer Geschwindigkeit von etwa 0,3 umol*min’l*mg’1 sogar schneller als
die Bildung des ADPC und erreicht einen héheren Umsatz, da hier nach 21 h nur etwa 20 % des
ADPC zuriickzubleiben scheinen. In Kombination mit den Daten der Glutamin-Umsetzung (vgl.
[115.4.1.1) unterstltzen diese Daten die Hypothese eines potentiellen Gleichgewichtes zwischen

Glutamin und ADPC, das deutlich auf der Seite des Glutamins liegt.

54.2.2 DHMICA

Der Zeitverlauf der Reaktion mit DHMICA als Substrat ist in Abbildung 32 dargestellt. Die
deutliche Abnahme der DHMICA-Konzentration im Ansatz, die in der Kontrolle ausblieb (nicht
dargestellt), zeigt, dass die Ectoin-Synthase auch DHMICA umsetzt. Wie im HPLC-Spektrum in
Abbildung 33 zu sehen, ist neben der Abnahme des DHMICA-Signals auch das Auftreten eines

neuen, wesentlich spater eluierenden Signals zu verzeichnen. Dieses Signal zeigt eine deutlich
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schwachere UV-Absorption als DHMICA und koénnte somit der offenkettigen Vorstufe
3-Acetamido-2-aminopropansaure zugeordnet werden, fir die jedoch kein Standard zur

Verfligung stand.
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Abbildung 32: Reaktion der Ectoin-Synthase mit DHMICA als Substrat

Dargestellt ist der Zeitverlauf eines in vitro-Assays mit dem Enzym EctC_Hel_His und DHMICA als Substrat. Tris-
Puffer: pH 8,5; 0,5 M NaCl
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Abbildung 33: UV-Spektrum der HPLC-Analyse des EctC-katalysierten DHMICA-Umsatzes

Dargestellt ist die Analyse der in vitro-Reaktion des Enzyms EctC_Hel_His mit DHMICA. Die Probennahme fiir die
isokratische HPLC erfolgte zum Zeitpunkt 0 der Reaktion (grau) sowie nach 24 h Reaktionsdauer (schwarz).
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Ahnlich der ADPC-Umsetzung verlduft auch die Reaktion mit DHMICA langsam
(ca. 0,16 pmol*min**mg™®) und auf den ersten Blick unvollstindig, da 50% der
Ausgangssubstanz auch nach 24 h im Ansatz verblieben. Bedenkt man jedoch, dass DHMICA als
D/L-Racemat vorliegt (VoR 2002), muss man von einem stereospezifisch kompletten Umsatz
ausgehen. Dies sollte Gegenstand weiterer Untersuchungen sein, erdffnet sich hier doch die

Moglichkeit, Racemate mit Hilfe dieser enzymatischen Reaktion zu trennen.

5.4.2.3 Homoectoin

Der Zeitverlauf der Reaktion mit Homoectoin als Substrat ist in Abbildung 34 dargestellt. Hier
ist offensichtlich, dass es zu einem Umsatz des Ectoin-Derivates kommt, der auch bei dieser
Reaktion in dem Kontrollansatz nicht nachweisbar war (nicht dargestellt) und somit der Ectoin-
Synthase zugeordnet werden kann. Das HPLC-Spektrum (Abbildung 35) zeigt neben der
Abnahme des Homoectoin-Signals das Auftreten eines neuen Signals, das der offenkettigen
Vorstufe des Homoectoins, dem N&-Acetyl-Ornithin, zugeordnet werden konnte. Die
hydrolytische Umsetzung des Homoectoins verldauft wesentlich schneller als die Reaktionen mit
ADPC oder DHMICA unter gleichen Versuchsbedingungen. AuRerdem scheint es sich um eine

vollstandige Umsetzung zu handeln.
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Abbildung 34: Reaktion der Ectoin-Synthase mit Homoectoin als Substrat

Dargestellt ist der Zeitverlauf eines in vitro-Assays mit dem Enzym EctC_Hel_His und Homoectoin als Substrat. Tris-
Puffer: pH 8,5; 0,5 M NaCl
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Abbildung 35: UV-Spektrum der HPLC-Analyse des EctC-katalysierten Homoectoin-Umsatzes

Dargestellt ist die Analyse der in vitro-Reaktion des Enzyms EctC_Hel_His mit Homoectoin. Die Probennahme fiir
die isokratische HPLC erfolgte zum Zeitpunkt 0 der Reaktion (grau) sowie nach 24 h Reaktionsdauer (schwarz).

Zur Bestimmung kinetischer Daten wurde die Hydrolyse-Reaktion mit Homoectoin als Substrat
in vitro mit variabler Substratkonzentration (0,5; 2; 5; 10; 50 mM) durchgefiihrt. Die
Enzymaktivitdt wurde bestimmt und aus den erhaltenen Reaktionsgeschwindigkeiten mittels
Lineweaver-Burk-Auftragung (siehe Abbildung 36) die kinetischen Werte K,, und Vi

abgeleitet.
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Abbildung 36: Lineweaver-Burk-Plot der EctC-katalysierten Homoectoin-Hydrolyse

Dargestellt ist die Lineweaver-Burk-Auftragung der in vitro ermittelten Kinetik des Enzyms EctC_Hel_His unter
Verwendung von Homoectoin als Substrat einer Hydrolysereaktion.

107



Il Ergebnisse

Durch Anwendung der Lineweaver-Burk-Gesetze lasst sich aus Abbildung 36 ein Wert von
4,59 umol*min'l*mg'1 flir Vimax und ein K, von 28,74 mM bestimmen. Verglichen mit den Daten
der Ectoinbildung aus ADABA (Vax: 56 umol*min'l*mg'l, Km: 11 mM; Ono et al. 1999) sprechen

diese Werte fiir eine deutlich niedrigere Reaktivitat des Enzyms bei hydrolytischer Aktivitat.

5.4.2.4 Weitere potentielle Substrate fiir hydrolytische Reaktionen

Wie schon fiir die Kondensationsreaktionen wurden auch fiir die hydrolytische Aktivitat der
Ectoin-Synthase verschiedene potentielle Substrate untersucht. Hierzu wurden die zyklischen
Aminosdure-Derivate Ectoin, Hydroxyectoin, Guanidino-Ectoin, Demethyl-Ectoin (DME),
Decarboxy-Ectoin (DCE), Pyroglutamat und Pyroglutamamid in die in vitro-Assays eingesetzt

(vgl. Abbildung 37).

Die Analyse der Reaktionsansdtze mittels HPLC erbrachte jedoch keinen Hinweis auf eine
enzymatische Reaktion mit diesen Substraten, so dass davon auszugehen ist dass die Ectoin-
Synthase die genannten Substanzen nicht hydrolysieren kann. Im Fall von Ectoin konnten
jedoch minimale Spuren der Vorstufe ADABA detektiert werden (Daten nicht gezeigt). Dies
deutet darauf hin, dass das Gleichgewicht der EctC-katalysierten Reaktion hier vollstandig auf
der Seite der zyklischen Verbindung Ectoin liegt und eine Reversibilitat somit unter den bislang

untersuchten Bedingungen nicht auftritt.
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Abbildung 37: Weitere Substrate fiir potentielle hydrolytische Reaktionen der Ectoin-Synthase

a: Ectoin, b: Hydroxyectoin, c¢: Guanidino-Ectoin, d: Demethyl-Ectoin (DME), e: Decarboxy-Ectoin (DCE),
f: Pyroglutamamid, g: Pyroglutamat
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6 Der Vektor pWUB

Versuche der heterologen EctC-Expression mittels pET-Vektor hatten gezeigt, dass die Menge
des in den E. coli-Zellen akkumulierten ADPC mit der Starke der mittels Proteingel
nachgewiesenen EctC-Expression korrelierte (siehe 1114.2.1.2). Da in E. coli vergleichbare ADPC-
Mengen wie in H. elongata KB1 erzielt werden konnten, dies jedoch nur unter der Bedingung
einer deutlichen Proteinliberexpression, wurde vermutet, dass auch in H. elongata KB1 die
ADPC-Produktion auf eine verstarkte EctC-Expression zuriickzufiihren sein kénnte. Eine solche
Verdanderung in der Proteinexpression wurde als potentiell moglich erachtet, da es in
H. elongata KB1 durch die genomische Deletion des ectA-Gens (Grammann et al. 2002) zu einer
Veranderung der vor dem Ectoingencluster liegenden Promotorregion promA kommt. Im
Weiteren wird diese in H. elongata KB1 vor dem ectB-Gen liegende veranderte Promotorregion
als promkB1 bezeichnet. Der Begriff ,Promotorregion” umfasst in der vorliegenden Arbeit
neben den Promotorelementen der Transkription auch die fiir die Translation bendtigte

Ribosomenbindestelle (RBS).

Dieses Kapitel befasst sich mit dem Vergleich des Gesamtzellproteins verschiedener
H. elongata-Stamme unter dem Gesichtspunkt der EctC-Expression sowie mit Untersuchungen
der Promotorregion promKB1. Diese Untersuchungen erfolgten durch Einbringen der
Promotorregion in einen Vektor und anschlieBende Expressionsstudien mit unterschiedlichen

Genen.

6.1 Gesamtzellprotein von H. elongata WT, KB1, SAA4 und WUBO02

Die Hypothese, dass in H. elongata KB1 durch die Deletion des ectA-Gens eine Verdnderung der
Promotorregion auftritt, die zu einer verstarkten Expression der Gene ectB und insbesondere
ectC fuhrt, sollte durch Vergleich von Gesamtzellproteinproben naher untersucht werden.
Hierzu wurden neben dem Wildtyp die H. elongata-Stamme KB1, SAA4 und WUBO2 verwendet.
Der Stamm H. elongata SAA4 diente hierbei als Negativkontrolle, da dieser Stamm ebenso wie
H. elongata KB1 kein funktionelles ectA-Gen mehr aufweist, dies jedoch aufgrund einer
Transposon-Insertion und nicht aufgrund einer genomischen Deletion. Die Promotorregion
promA sollte hier also unverandert sein. Der Stamm H. elongata WUBOQ2 (AectA, AectC) wurde
als weitere Negativkontrolle hinzugezogen, da hier dieselbe Veranderung im Promotorbereich

vorliegt (AectA), jedoch das ectC-Gen ebenfalls deletiert ist.
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Die verschiedenen H. elongata-Stamme wurden unter vergleichbaren Bedingungen angezogen
(MM63-3, 30°C; SAA4 in MM63-3/Km100) und das Gesamtzellprotein mittels SDS-PAGE

analysiert.
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Abbildung 38: Vergleich des Gesamtzellproteins verschiedener H. elongata-Stamme
Verglichen wurde das Gesamtzellprotein der Stimme H. elongata KB1 (AectA), H. elongata WT, H. elongata SAA4
(ectA::Tn1732) und H.elongata WUB02 (AectAC) mittels SDS-PAGE. M: Proteinmarker. Mit einem Pfeil

hervorgehoben wurde eine Proteinbande mit der GroBe des theoretischen Molekulargewichts von EctC_Hel
(15,46 kDa) in der Probe des Stammes KB1.

Wie in Abbildung 38 zu sehen, lassen sich im Vergleich tatsachlich unterschiedlich starke
Proteinbanden im Bereich von 15 kDa ausmachen (theoretisches Molekulargewicht der Ectoin-
Synthase: 15,46 kDa). Wahrend bei H. elongata KB1 eine deutliche Proteinbande von ca.
15 kDa auftritt, ist diese Bande in den Proben des Wildtyps und der Transposonmutante SAA4
nur sehr schwach ausgepragt. Da in der ectC-Deletionsmutante WUBO02 ebenfalls eine sehr
schwache Bande bei ca. 15 kDa sichtbar wird, ist davon auszugehen, dass es sich nicht um EctC,

sondern um ein unidentifiziertes Protein ahnlicher Gro8e handelt.

6.2 Konstruktion des Vektors pWUB

Die in H. elongata WT vor dem Ectoin-Gencluster liegende Promotorregion promA wurde
bereits erfolgreich in einem Vektor zur Genexpression in H. elongata verwendet (Briinig 2005).
Hierzu wurde die Promotorregion in den Vektor pBBR1-MCS eingebracht, wodurch das Derivat

pPromEct entstand (Briinig 2005). Der Promotorbereich promA gilt als osmoreguliert, die
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Expression von Genen unter Kontrolle dieses Promotors lasst sich also durch die

Mediensalinitat steuern (Briinig 2005).

Analog zu der Konstruktion des Vektors pPromEct erfolgte in dieser Arbeit die Konstruktion des
Vektors pWUB, der anstelle der Promotorregion promA die in KB1 vor ectB liegende

Promotorregion promKB1 enthalt (vgl. Abbildung 39).

Genomische DNA aus H. elongata KB1

PCR
l BspLU11l
Xbal ;BamHI
pBBR1-MCS
4707 bps promKB1
(495 bps)
Hindlll A\
BamHI:
Xbal
Enzymatische Hydrolyse mit
Xba | und Bam HI
Ligation

pWUB
5173 bps
Hindlll .4
BamHI:
BspLU11l

Abbildung 39: Konstruktion des Vektors pWUB
Als Ausgangsvektor dient pBBR1-MCS. Der aus H. elongata KB1 stammende modifizierte Promotorbereich promKkB1
wurde unter Verwendung der Restriktionsenzyme Xbal und BamHl in den Ausgangsvektor inseriert. In dem

resultierenden Vektor pWUB wird die Xbal-Schnittstelle durch eine Erkennungssequenz fiir Dcm-Methylierung
inhibiert. Ein Ausschnitt der Vektorsequenz ist im Anhang zu finden (Abbildung 74)

Die Promotorregion promKB1 aus H. elongata KB1 wurde mittels PCR unter Verwendung der
Primer prom_ect_f und promKB1_rev amplifiziert. Durch diese beiden Primer wurden
insgesamt drei Restriktionsschnittstellen in das PCR-Produkt eingebaut: Zur Klonierung des
Promotorbereichs in den Ausgangsvektor pBBR1-MCS eine Xbal- und eine BamHI-Schnittstelle,

flir spatere Klonierungen eine Bsplulll-Schnittstelle direkt um das Startcodon des ectB-Gens. Es
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muss beachtet werden, dass das Einbringen der Bsplulll-Schnittstelle zum Austausch zweier
Basen stromaufwarts des ectB-Startcodons fiihrt (CA zu AC, vgl. Abbildung 40). Eine solche
Mutation fand ebenfalls in der Promotorregion promA bei der Klonierung des Vektors pPromEct
statt (Brlinig 2005). Der Einbau des promKB1-Fragments in den Vektor pBBR1-MCS erfolgte
Uber die Xbal-und BamHlI-Schnittstellen (vgl. Abbildung 39) von Vektor und Insert.

Die Sequenzierung des promKB1-Bereichs in pWUB zeigte die erwartete DNA-Sequenz, die in
Abbildung 40 im Vergleich zu der promA-Region aus dem Vektor pPromEct dargestellt ist. Wie
in Abbildung 40 zu sehen, fiihrt die Deletion des ectA-Gens in H. elongata KB1 zu einer
Veranderung des promA-Promotorbereichs unmittelbar vor dem Startcodon des nachfolgenden
Gens. Diese ist unter anderem dadurch charakterisiert, dass die vor ectA liegende

Ribosomenbindestelle durch die zu ectB gehorige Ribosomenbindestelle ersetzt wird.

PromA CTAGRTCATCCAGGGCATCGCCATTGCCGTHCGGGCCGGGCTGRCCARGGCACAGTTVE' 60

PromKB1 CTAGATCATCCAGGGCATCGCCATTGCCGTACGGCCCGGGCTGRCCARGGCACAGTTFi' 59
LRSS E a E s Rt e i i i S e R R e e e e e e e e e e e

PromA CCAGACGGTGGGCATTCATCCCACCGGCGCCGARGAATTCGTGACCATGCGTACTCCGAC 120

PromKB1 CCAGACGGTGGGCATTCATCCCACCGGCGCCGARAGAATTCGTGACCATGCGTACTCCGAC 119
A A AL I AL A AL AL A LA A A A A A AT XA XA IR I A A A AL AL A A A A AL A A A A A A O A AR AL 54

Proma ACGCCGCTGACGACCTTCGGGCARTCCTGTCACGGCGATGTCHTICGGACGGGCCACCCT 180

PromKB1 ACGCCGCTGACGACCTTCGGGCAATCCTGTCACGGCGATGTCYIFCGGACGGGCCRACCCT 179
TA XX XA T XA LA AL A LA I A A A A A AT A AT A A A A A Ao oo o4 SRS EE S E e sdd

PromA CGAGGTGGCCCGTTGCGTTATGCGTATGGCCCGAATGRAATGTGGACTARACTGGGTCTGT 240
PromkKB1 CGAGGTGGCCCGTTGCGTTATGCGTATGGCCCGAATGAATGTGGACTARACTGGGTCTGET 239

A A AL I AL A AL AL A LA A A A A A AT XA XA IR I A A A AL AL A A A A AL A A A A A A O A AR AL 54

[

PromA GCGAACGTCCTGCATTCGATGCCTTTTCGTACAAGACCTGCCGGGGGACATCAGCCGGETA 300
PromKB1 GCGRAACGTCCTGCATTCGATGCCTTTTCGTACARGACCTGCCGGGGGACATCAGCCGGTA 299
A A AL I AL A AL AL A LA A A A A A AT XA XA IR I A A A AL AL A A A A AL A A A A A A O A AR AL 54
-35 o”°

PromA CGAGCGCCGETGGTCGATGTCGCAAGAATGGGGAGAGCCGCTACATAC CCTGGGGR 360
PromKB1 CGAGCGCCGGTGGETCGATGTCGCAAGAATGGGGAGAGCCGCTACATAC CCTGGGGR 359
Tkt rrrkrrdrrrhrdrhdrrdrrd bbb d oo hd & rhkkkkkkhk
-10 o°° -35 o'°
PromA GTGGG TTTCTATTATGGAATTCAGCRAAGCAAGATRACCTGGTTT TGA 420
PromKB1 GTGGG TTTCTATTATGGAATTCAGCAAGCAAGATRAACCTGGTTT TGA 419
R R R EE R R i i A e b S e e e o I o o
-10 o° RBS
PromA CCATAAGCGGCTGT GCCGATCAAATTCGCT-ACAGCGAACCACGAACATG 475
PromKB1 CCATAAGCGGCTGT GCCGATCRAATTC h,T,ALAGGAGGTLc———ACQTT 472
E g b b o e o i O o i i i e o g T hk kK

Abbildung 40: Vergleich der Promotorbereiche promA und promKB1

Dargestellt sind die Promotorbereiche promA aus dem Vektor pPromEct sowie promKB1 aus dem Vektor pWUB.
Blau dargestellt wurden die Startcodons fiir ectA (promA) bzw. ectB (promKB1). Gelb hinterlegt ist ein durch die
Einfithrung einer Bsplulll-Schnittstelle verursachter Basenaustausch (CA 2 AC). Griin hinterlegt ist die potentielle
RBS vor ectA (promA) bzw. die RBS vor ectB (promKB1). Pink hinterlegt wurden die Transkriptions-bestimmenden
Elemente eines 6°:- sowie eines o’°-Promotors (Schwibbert et al. 2010). Basenaustausche im promKB1-Bereich, die
bereits bei der Sequenzierung von KB1 gefunden wurden (Grammann 2000), sind mit Kdsten hervorgehoben. Eine
solche Punktmutation an Position 351 betrifft die -35-Region des o°®-Promotors.
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6.3 Homologe Proteinexpression in H. elongata

Zur Untersuchung des Promotorbereichs PromKB1 wurden zundchst zwei verschiedene aus
H. elongata stammende Gene in den Vektor pWUB kloniert, namlich das fir die Ectoin-
Synthase kodierende Gen ectC sowie das fiir die Ectoin-Hydroxylase codierende Gen ectD.
Durch Expressionsstudien sollte die Funktionalitdit des Vektors pWUB und somit der
Promotorregion promKB1 bestatigt werden. Zudem sollte durch Verwendung der analogen
pPromEct-basierenden Vektoren ein direkter Vergleich der Promotorregionen promA und

promKB1 ermoglicht werden.

6.3.1 Konstruktion der Vektoren pWUB_ectC_Hel und pPromEct_ectC Hel

Zur Konstruktion des Vektors pWUB_ectC Hel wurde das Gen ectC aus H. elongata WT unter
Verwendung der Primer ectC_for_pagl und ectC_rev_prom amplifiziert. Durch diese beiden
Primer wurden zwei Restriktionsschnittstellen in das PCR-Produkt eingebaut: Im Bereich des
ectC-Startcodons eine Bsplulll-kompatible Pagl-Schnittstelle sowie eine HindlllI-Schnittstelle
stromabwarts von ectC. Unter Ausnutzung der im Vektor enthaltenen Bsplulll- und Hindlll-
Schnittstellen kdnnen Gene exakt an der Stelle des ectB-Startcodons in die promKB1-
Promotorregion des Vektors pWUB eingebaut werden. Die Konstruktion des Vektors
pWUB_ectC_Hel durch Einbau des ectC-Fragments in den pWUB-Vektor erfolgte anschlieBend
wie in Abbildung 41 dargestellt.

Analog zu dieser Vektorkonstruktion und unter Ausnutzung derselben Primer und Schnittstellen
wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit auch der Vektor pPromEct_ectC_Hel konstruiert,
indem das Gen ectC aus H. elongata in den Vektor pPromEct eingebracht wurde. Die Vektoren
pPromeEct_ectC Hel und pWUB_ectC Hel sind somit identisch mit Ausnahme der Veranderung
im Promotorbereich und erlauben somit, die Auswirkung dieser Verdanderung genauer zu

untersuchen.
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Genomische DNA aus H. elongata
PCR

pWUB
mcs' 5173 bps

Hindill -

BspLUL1l \ promKs1 JPag! Hindll

Fragment mit ectC_Hel

mes REP (443 bps)
Enzymatische Hydrolyse mit Enzymatische Hydrolyse mit
Bsp LU11 | und Hin dlll Pag | und Hin dlll

Ligation

pWUB_ectC_Hel
5553 bps

wKBl
"mcs

Abbildung 41: Konstruktion des Vektors pWUB_ectC_Hel

Hindlll,

Als Ausgangsvektor dient pWUB. Die Restriktionsenzyme Bsplulll und Pagl produzieren kompatible Uberhinge,
deren Ligation jedoch die Erkennungssequenzen fiir beide Enzyme zerstort. Ein Ausschnitt der Vektorsequenz ist im
Anhang zu finden (Abbildung 75).

6.3.1.1 Vergleich der Expressionsniveaus von pPromEct und pWUB
Durch direkten Vergleich der Proteinexpression mittels der Vektoren pPromEct_ectC Hel und
pWUB_ectC Hel sollte untersucht werden, ob die oben beschriebenen Veranderungen in der

promKB1-Promotorregion die Promotorstarke beeinflussen.

Hierzu wurden die beiden Vektoren durch Konjugation in die Deletionsmutante
H. elongata WUBO1 (AectC) transferiert, wodurch es zu einer Komplementierung kam, die die
Fahigkeit zur Ectoinbiosynthese wiederherstellte. Durch Verwendung einer ectC-
Deletionsmutante konnte sichergestellt werden, dass in einem Proteingel keine genomisch

exprimierte Ectoin-Synthase dargestellt wurde.
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Die resultierenden Stamme H. elongata WUBO1 pPromEct_ectC Hel und H. elongata WUBO1
pWUB_ectC Hel wurden anschlieBend unter identischen Bedingungen (MM63-7/Cm50, 30 °C)
angezogen und das Gesamtzellprotein mittels SDS-PAGE analysiert (vgl. Abbildung 42). Der
direkte Vergleich im Proteingel zeigt einen deutlichen Unterschied in der Expressionsstarke der
beiden verwendeten Vektoren. Bei der Expression der Ectoin-Synthase aus H. elongata wird ein
Expressionsprodukt mit einem theoretischen Molekulargewicht von ca. 15,46 kDa erwartet.
Wahrend eine Proteinbande dieser Grofse bei Verwendung des pPromEct-Vektors lediglich sehr
schwach auftritt ist in der Probe des pWUB-Vektors eine deutliche Uberexpression der Ectoin-

Synthase nachweisbar.
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Abbildung 42: Vergleich der homologen, vektorbasierten EctC-Expression in H. elongata WUB01
Verglichen wurde das Gesamtzellprotein der Stimme H. elongata WUBO1 pPromEct_ectC_Hel und H. elongata

WUBO1 pWUB_ectC_Hel. Die Kultur der Stimme erfolgte bei 30 °C in MIM63-7/Cm50. Deutlich zu sehen ist die
Vektor-vermittelte EctC-Expression mittels pWUB-Vektor (Pfeil).

6.3.1.2 ADPC-Produktion
Auf die Verwendung des Vektors pWUB_ectC _Hel zur Produktion von ADPC durch homologe

Uberexpression der Ectoin-Synthase in H. elongata wird in Kapitel 1117 ndher eingegangen.
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6.3.2 Konstruktion des Vektors pWUB_ectD_Hel

Zur Konstruktion des Vektors pWUB_ectD_Hel wurde das Gen ectD aus H. elongata WT unter
Verwendung der Primer ectDProm_for2 und ectDProm_rev2 amplifiziert. Durch diese beiden
Primer wurden zwei Restriktionsschnittstellen in das PCR-Produkt eingebaut: Im Bereich des
ectD-Startcodons eine Bsplulll-Schnittstelle sowie eine Hindlll-Schnittstelle stromabwarts von
ectD. Es muss beachtet werden, dass der Einbau der Bsplulll-Schnittstelle zu einer
Punktmutation im ectD-Gen und einem damit einhergehenden Aminosaureaustausch fihrt
(Alanin anstelle eines Serins nach dem Start-Methionin). Die Konstruktion des Vektors
pWUB_ectD_Hel durch Einbau des ectD-Fragments in den pWUB-Vektor erfolgte anschliefRend
wie in Abbildung 43 dargestellt.

Genomische DNA aus H. elongata
PCR

pWUB

B 5173 bps
Hindlll -
BspLU11l promKB1 Ncol Hindlll

Fragment mit ectD_Hel

(1225 bps)
Enzymatische Hydrolyse mit Enzymatische Hydrolyse mit
Bsp LU11 | und Hin dill Nco | und Hin dill

Ligation

Hindlll. g4
mcs
pWUB_ectD_Hel

6339 bps

promKB1 ' cs

Abbildung 43: Konstruktion des Vektors pWUB_ectD_Hel
Als Ausgangsvektor dient pWUB. Die Restriktionsenzyme Bsplu11l und Ncol produzieren kompatible Uberhinge,

deren Ligation jedoch die Erkennungssequenzen fiir beide Enzyme zerstort. Ein Ausschnitt der Vektorsequenz ist im
Anhang zu finden (Abbildung 76).
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6.3.2.1 Hydroxyectoin-Produktion im Schiittelkolben

Um die Auswirkung des Promotorbereichs vor dem ectD-Gen auf die Ectoinhydroxylierung
naher zu untersuchen, wurde wieder mit zwei analog konstruierten Vektoren gearbeitet. Zum
einen mit dem oben beschriebenen pWUB_ectD _Hel, zum anderen mit dem bereits zuvor von
Meffert konstruierten pPromEct_ectD (Meffert 2011). Beide Vektoren wurden konjugativ in
den Stamm H. elongata WT transferiert und die resultierenden Plasmid-tragenden Stamme
unter identischen Bedingungen angezogen (MM63-7/Cm50, 37 °C, Ernte in der stationaren
Phase). Die Analyse des intrazellularen Solutegehalts erfolgte mittels isokratischer HPLC (siehe

Abbildung 44).

OH-Ectoin

Ectoin

2
<
€
— pPromEct_ectD
\/\ pWUB_ectD_Hel
9 9,‘5 16 16.5 1‘1 ll‘.S 1‘2

Retentionszeit [min]

Abbildung 44: Hydroxyectoin-Produktion in H. elongata durch Vektor-basierte EctD-Expression
Dargestellt sind RI-Spektren der HPLC-Analyse von Zellextrakten der Stamme H. elongata pPromEct_ectD und
H. elongata pWUB_ectD_Hel nach Anzucht in MM63-7/Cm50 bei 37 °C. Deutlich zu erkennen ist eine Umkehrung

des Ectoin-Hydroxyectoin-Verhiltnisses zugunsten der hydroxylierten Form im Stamm H. elongata
pWUB_ectD_Hel.

Der direkte Vergleich des Solutespektrums der beiden Stamme zeigt eine deutliche
Verschiebung des Ectoin/Hydroxyectoin-Verhéltnisses zugunsten der hydroxylierten Form bei
Verwendung des pWUB-Vektors (siehe Abbildung 44). Auch diese Daten unterstiitzen die
Hypothese, dass es sich bei der promKB1-Promotorregion im Vergleich zu promA um einen
deutlich verstarkten Promotor handelt, da der gesteigerte Hydroxyectoin-Gehalt auf eine

erhohte EctD-Menge in den Zellen schlieRen lasst. Meffert konnte mittels SDS-PAGE diese
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Uberexpression des EctD-Proteins in dem Stamm H. elongata WUB02 pWUB_ectD_Hel deutlich
zeigen (Meffert 2011).

Um im Weiteren die Hydroxyectoin-Produktion zu optimieren wurde der Stamm H. elongata
pWUB_ectD_Hel unter variablen Salzkonzentrationen bzw. Temperaturen kultiviert und das
intrazelluldare Solutespektrum mittels isokratischer HPLC analysiert. Aus vorangegangenen
Arbeiten (Ures 2005, Meffert 2011) war bereits bekannt, dass eine Erhohung der

Kultivierungstemperatur bei H. elongata den Hydroxyectoin-Gehalt erhoht.

400 1

mHydroxyectoin B Ectoin

= = N N w w
Q 15 Q a =] a
=] =] S o =] o

Ectoin/Hydroxyectoin-Gehalt [mg/g TG]

a
=]
s

7% 10 % 15% 20 %
NaCl

Abbildung 45: H. elongata pWUB_ectD_Hel bei variabler NaCl-Konzentration

Ectoin- und Hydroxyectoingehalt des Stammes H. elongata pWUB_ectD_Hel bei Wachstum in MM63/Cm50 mit
variablem NaCl-Gehalt [% (w/V)].

Wie in Abbildung 45 deutlich zu erkennen, nimmt mit steigender Salzkonzentration nicht nur
der Gesamtsolutegehalt der Zelle, sondern auch der Anteil des Hydroxyectoins am
Gesamtectoin-Pool zu. Dies deckt sich mit den Erwartungen, da aufgrund des salzinduzierten
Promotors bei héheren Salzkonzentrationen auch mit einer verstarkten EctD-Expression zu

rechnen ist.

Abbildung 46 zeigt den Einfluss der Temperatur auf die Hydroxyectoin-Produktion. Die bereits
in vorhergehenden Arbeiten (Ures 2005, Meffert 2011) an H.elongata WT erfolgte
Beobachtung, dass eine Erhohung der Temperatur zu einer hoheren Hydroxyectoin-Ausbeute
flhrt, bestatigt sich hier auch fir den plasmidtragenden Stamm H. elongata pWUB_ectD_Hel.

Die Abbildung zeigt zudem, dass mittels des Vektors pWUB_ectD_Hel eine starke Verbesserung
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der Hydroxyectoin-Ausbeute in H. elongata erzielt werden konnte. Bei hohen Temperaturen

von z. B. 45 °C konnte ein Hydroxyectoin-Anteil von ca. 95 % erreicht werden (Abbildung 46).

45°C

42°C 44°C 45°CWT

300

m Hydroxyectoin

M Ectoin

250
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0 - T T T

30°C 37°C 40°C

Temperatur [°C]
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Abbildung 46: H. elongata pWUB_ectD_Hel bei variabler Temperatur
Ectoin- und Hydroxyectoingehalt des Stammes H. elongata pWUB_ectD_Hel bei Wachstum in MM63-10/Cm50 bei

variabler Temperatur. Zum Vergleich wurden die entsprechenden Werte einer Wildtyp-Kultur bei Wachstum in
MM63-10 bei 45 °C beigefiigt (transparenter Balken).

6.3.2.2 Hydroxyectoinproduktion im Fermenter

Um das Potential des neuen Stammes H. elongata pWUB_ectD Hel fir die Hydroxyectoin-
Produktion auch im groRRtechnischen MaRstab zu untersuchen, wurde der Stamm mit einem
Arbeitsvolumen von 15L in einem NLF-Fermenter (Bioengineering) kultiviert. Als
Fermentationsmedium diente Glucose-Citrat-Medium mit 10% (w/v) NaCl, die
Kultivierungstemperatur wurde mit 40 °C deutlich héher gewahlt als fir Gbliche Kulturen von
H. elongata, um die Hydroxyectoin-Produktion zu unterstiitzen. Um die Plasmidstabilitat zu
gewdhrleisten wurde das Medium mit Chloramphenicol versetzt (50 pg/mL) und dieses

zusatzlich tiber den gesamten Fermentationsverlauf in regelmalRigen Abstinden zugesetzt.

Es wurden zwei unterschiedliche Typen der Fermenter-Kultur angewendet (siehe Abbildung
47): In der ersten Fermentation (Fermentation a) wurde versucht, mittels Fitterung mit Fed-
Batch-Losung 2 eine Hochzelldichte zu erreichen. Bei der zweiten Fermentation
(Fermentation b) wurde auf die Fiitterung verzichtet, also ein Batch-Verfahren gewahlt, und

gleichzeitig auf eine bessere Sauerstoffversorgung der Kultur geachtet.
119



Sauerstoff [%]. Tribung

Il Ergebnisse

a
140 600
120
+ 500
100
B + 400
&0 x
\ :
300
\ z
60 -g
200
40
b——
+ 100
20
0 : - ; L-h * = 0
1] 10 20 30 40 50
Zeit [h]
Sauerstoff —— Triibung =—— Rf.lhrwerk|
b
140 600

120
\ ‘J 1 500

100 ‘hu A' i ..

Sauerstoff [%]. Tribung

o
20 g
3
+ 3002
\ 3
60 v ” 2
40 v V
+ 100
20
0 - ; - : U\ 0
0 5 10 15 20 25

Zeit[h]

——Sauerstoff == Triibung = Riihrer

Abbildung 47: Fermentationen des Stammes H. elongata pWUB_ectD_Hel im 15 L-Mafstab

Dargestellt sind die Fermentations-Parameter Sauerstoffgehalt, Triibung und Rihrwerkgeschwindigkeit iber den
Zeitverlauf. a: Fed-Batch-Fermentation, b: Batch-Fermentation
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Am Verlauf einer solchen Fermentation lasst sich beispielhaft das Wachstum von H. elongata in
Glucose-Citrat-Medium zeigen. Wie in Abbildung 47 und Abbildung 48 deutlich zu sehen, folgt
das Wachstum auf diesem C-Quellen-Gemisch einem diauxischen Verlauf, welcher sich anhand
der pH-Messung gut verfolgen lasst. Die enzymatischen Quantifizierungen von Glucose und
Citrat machen deutlich, dass Citrat die bevorzugte und demzufolge zuerst verstoffwechselte C-
Quelle darstellt. Die Umstellung auf die zweite C-Quelle Glucose ldsst sich anhand eines
kurzzeitigen Anstiegs in der Sauerstoffkonzentration und einem Absinken des pH-Wertes genau
zeitlich einordnen. Es wurde aufgrund dessen entschieden, Hochzelldichte-Fermentationen mit
H. elongata im Fed-Batch-Verfahren mit Fed-Batch-Losung 2 durchzufiihren (Glucose als einzige

C-Quelle), um eine erneute Metabolismus-Umstellung durch Citratnachfiitterung zu vermeiden.
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Abbildung 48: Citrat-Glucose-Metabolismus in einer Batch-Fermentation von H. elongata pWUB_ectD_Hel in
GC-10/Cm50-Medium (Fermentation b).

Dargestellt sind der pH-Wert, der in den Grenzen von ca. 7,35 und 7,5 automatisch reguliert wurde, sowie die
enzymatisch bestimmten Citrat- und Glucosekonzentrationen im Medium.

Fermentation a stellt die durchgefiihrte Fed-Batch-Fermentation mit H. elongata
pWUB_ectD_Hel in GC-10-Medium dar (vgl. Abbildung 47 a). Nach ca. 23 h erfolgte der C-
Quellen-Wechsel von Citrat auf Glucose (zu erkennen an einem kurzen Anstieg der

Sauerstoffkonzentration), nach ca. 33 h begann die Zufiitterung der Fed-Batch-Losung mit
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Glucose als einziger C-Quelle, da die im Batch eingesetzte Glucose aufgebraucht war (wieder zu
erkennen am Sauerstoffanstieg). Die Fitterung erfolgte mit gleichbleibender Flussrate und
wurde nach ca. 36 h Fermentationsdauer kurzzeitig unterbrochen, was zu einem anndhernd
sofortigen Anstieg der Sauerstoffkonzentration flihrte. Der erneute Anstieg der
Sauerstoffkonzentration nach ca. 48 h weist auf eine beginnende stationare Phase hin, zu
diesem Zeitpunkt wurde die Ernte der Fermenterkultur eingeleitet. Wie Abbildung 47 a deutlich
zeigt, ist diese Fed-Batch-Fermentation durch eine durchgehende Limitierung an Sauerstoff
charakterisiert, die durch eine hohe Zelldichte und einen unter diesen Bedingungen zu geringen

Sauerstoffeintrag hervorgerufen wird.

Auch Fermentation b zeigt den Wechsel von Citrat auf Glucose bei einer Kulturdauer von
ca. 12 h (vergleiche Abbildung 47 b und Abbildung 48). Der Eintritt in die stationdre Phase und
somit der Beginn der Ernte erfolgte hier bereits nach ca. 22 h, da in dieser Fermentation auf
eine Zufitterung nach Beendigung des ersten Batch verzichtet wurde. Wie Abbildung 47 b
zeigt, wurde in dieser Fermentation versucht, die Sauerstoffkonzentration im Fermenter
durchgehend hoher zu halten, was durch eine verstarkte Luftzufuhr von bis zu 15 L/min auch
bis zu einer Kulturdauer von ca. 15 h gelang. Die deutlich erhdhte Sauerstoffversorgung ist auch
der Grund fir die wesentlich schnellere Anwachsphase der Kultur in Fermentation b verglichen

mit Fermentation a.

Der intrazelluldare Solutegehalt wurde anhand von Zellproben liber den Wachstumsverlauf
mittels HPLC analysiert (siehe Abbildung 49). Abbildung 49a zeigt den Verlauf der
Hydroxyectoin-Produktion wahrend der Fed-Batch-Fermentation, in der Sauerstoff als
limitierender Faktor gelten muss. Nach ca. 10 h Kulturdauer betragt der Hydroxyectoin-Anteil
65 % des Gesamtectoingehalts. Im weiteren Verlauf reduziert sich dieser Wert auf ein 50:50-
Verhaltnis, wie man es auch im H. elongata Wildtyp erwarten wiirde. Dem gegeniiber steht ein
Hydroxyectoinanteil von bis zu 85 % wahrend der Batch-Fermentation (Abbildung 49 b). Auch
hier korreliert die Hydroxyectoin-Produktion mit der Entwicklung des Sauerstoffgehalts im

Fermenter (vgl. Abbildung 47).
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Abbildung 49: Relative Solutezusammensetzung des Stammes H. elongata pWUB_ectD_Hel iiber den
Fermentationszeitraum.

Dargestellt ist das prozentuale Verhiltnis von Ectoin und Hydroxyectoin in Zellextrakten des Stammes H. elongata

pWUB_ectD_Hel im Zeitverlauf zweier verschiedener Fermentationen. a: Proben aus der Fermentation a (Fed-
Batch), b: Proben aus der Fermentation b (Batch)

Der Versuch der Hydroxyectoin-Produktion mittels H. elongata pWUB_ectD_Hel im 15 L-
Fermenter macht deutlich, dass die im Schittelkolben erzielten Daten (vgl. Abbildung 46) nicht
ohne weiteres auf Produktionen im groBeren MaRstab angewendet werden kdnnen. Wahrend
die Kultur in einem Volumen von 100 mL bei 40 °C einen Hydroxyectoin-Anteil von ca. 95 %
erreichte (Abbildung 46), konnte wahrend der Fermentationen im besten Fall ein Anteil von
85 % erzielt werden (Abbildung 49). Neben der potentiellen Moglichkeit der Plasmidinstabilitat
scheint der Grund hierfir in der bendtigten guten Sauerstoffversorgung fir die
Hydroxylierungsreaktion zu liegen, die insbesondere bei Kulturen hoher Zelldichte nicht

erreicht werden konnte.

6.4 Heterologe Proteinexpression in H. elongata

Die unter 1116.3 beschriebenen Verwendungen des pWUB-Vektors befassten sich mit homologer
Expression, es wurden also H.elongata-eigene Gene exprimiert. Im Weiteren wurde
untersucht, ob das pWUB-System in H. elongata ahnlich dem pET-System in E. coli zur
heterologen Expression von Fremdgenen einsetzbar ist. Besonderes Augenmerk lag hier auf
Proteinen, deren Expression in E. coli Probleme bereitet, die also z. B. dazu neigen, in inclusion
bodies zu akkumulieren. Es wurde vermutet, dass durch die Akkumulation

proteinstabilisierender kompatibler Solute bei der osmotisch induzierten Proteinexpression in
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H. elongata ein intrazellulares Milieu geschaffen wird, dass die Bildung von inclusion bodies

reduzieren kénnte.

6.4.1 Konstruktion des Vektors pWUB_His

Die Verwendung eines Hisg-tags in der Proteinexpression ermdglicht neben der vereinfachten
Proteinreinigung Uber Affinitatschromatographie auch die Detektion des Zielproteins Uber
einen Immunoblot. Um diese Moglichkeiten auch in H. elongata zu haben, wurde bereits in den

Vektor pPromEct eine Hisg-tag-Region eingebracht (Burdziak 2006).

Ahnlich dieser vorangegangenen Arbeit wurde in der vorliegenden Arbeit ein Hisg-tag-Fragment
in den Vektor pWUB eingebracht. Hierzu wurde eine Hisg-tag-enthaltende Region des Vektors
PET-22b(+) unter Verwendung der Primer His_for_Pstl und His-tag for 1 amplifiziert. Der Einbau
des Fragments in den Vektor pWUB erfolgte (ber Pstl- und Hindlll-Schnittstellen wie in

Abbildung 50 dargestellt.

PET-22b(+)-DNA

PCR
pwuB Pstl Hindill
. 5173 bps His-tag
H'nd"l'f-‘.' Fragment mit His-tag
Pstl; promKB1
BspLU11l (179 bps)
Enzymatische Hydrolyse
mit Pst | und Hind 11l
Ligation

pWUB_His

. 5318 bps
Hindlll

Pstl 7
BspLU11l

Abbildung 50: Konstruktion des Vektors pWUB_His
Als Ausgangsvektor dient pWUB. Das inserierte Hisg-tag-Fragment wurde aus dem Vektor pET-22b(+) amplifiziert

und dient der C-terminalen Hisg-tag-Fusion beliebiger in H. elongata zu expremierender Proteine. Ein Ausschnitt
der Vektorsequenz ist im Anhang zu finden (Abbildung 77).
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Der resultierende Vektor wurde als pWUB_His bezeichnet. Wie schon der Ausgangsvektor
pWUB erlaubt dieser Vektor den Einbau von Genen exakt an der Stelle des ectB-Startcodons in
die Promotorregion promKB1 unter Ausnutzung der Bsplulll-Schnittstelle. Zusatzlich wird
ermoglicht, durch Ausnutzung der Pstl-Schnittstelle eine Fusion des Gens mit einem Hisg-tag

durchzufiihren. Hierbei werden zwei Aminosduren als Spacer eingefiihrt (Leucin und Glutamin).

6.4.2 Konstruktion des Vektors pWUB_ectC_Psyr_His

Um die heterologe Expression von Fremdproteinen in H. elongata mittels des Vektors pWUB zu
untersuchen, wurde ein Protein gewahlt, dessen Expression in dem Standard-
Expressionssystem E. coli Probleme bereitet. Das als Ectoin-Synthase annotierte Protein EctC
aus Pseudomonas syringae akkumulierte bei Expression in E. coli in Form von inclusion bodies

und war nicht funktionell exprimierbar (Seip 2009).

Zur Konstruktion des Vektors pWUB_ectC _Psyr_His wurde das Gen ectC aus P. syringae unter
Verwendung der Primer Psy WU _for und Psyr_ WUBHis_rev amplifiziert. Durch diese beiden
Primer wurden zwei Restriktionsschnittstellen in das PCR-Produkt eingebaut: Im Bereich des
ectC-Startcodons eine Bsplulll-Schnittstelle sowie eine Pstl-Schnittstelle stromabwarts von
ectC. Die Konstruktion des Vektors pWUB_ectC Psyr_His durch Einbau des ectC-Fragments in
den Vektor pWUB_His erfolgte wie in Abbildung 51 dargestellt.

Das resultierende Genprodukt ist eine putative Ectoin-Synthase aus P. syringae, die eine um 8
Aminosduren (inklusive Hisg-tag) erweiterte Proteinsequenz am C-Terminus aufweist

(EctC_Psyr_His).

Tabelle 10: Eigenschaften von EctC_Psyr_His

Name AS kDa pl

EctC_Psyr_His 136 15,56 5,96

125



Il Ergebnisse

Genomische DNA aus P. syringae
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BspLU11l

Fragment mit ectC_Psyr
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BspLU11 I und Pst |
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pWUB_ectC_Psyr_His
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Abbildung 51: Konstruktion des Vektors pWUB_ectC_Psyr_His

Als Ausgangsvektor diente pWUB_His. Die ectC_Psyr-Sequenz wurde C-terminal mit einer Hisg-tag-Sequenz
fusioniert. Ein Ausschnitt der Vektorsequenz ist im Anhang zu finden (Abbildung 78).

6.4.2.1 Expression und Proteinreinigung

Der wie in 1116.4.2 beschrieben konstruierte Vektor pWUB_ectC Psyr_His wurde in den
Rezipientenstamm H. elongata WT konjugiert. Der resultierende Stamm H. elongata
pWUB_ectC Psyr_His wurde in MM63-10/Cm50 angezogen, geerntet und das Pellet einer His-
tag-Reinigung mittels Ni-NTA-Chromatographie (vgl. 119.4.1.1) unterzogen. Expression und

Verlauf der Proteinreinigung wurden mittels SDS-PAGE analysiert (siehe Abbildung 52).
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Abbildung 52: SDS-PAGE-Analyse der Expression und Reinigung des Proteins EctC_Psyr_His

Verlauf der His-tag-Reinigung des Proteins EctC_Psyr_His aus H. elongata. Mit einem Pfeil markiert wurde das
Expressionsprodukt. L: Lysat, D: Durchfluss, LP: Lysispuffer-Fraktion, WP: Waschpuffer-Fraktion, E: Eluat, PM:
Proteinmarker

Wie in Abbildung 52 dargestellt, ist im |6slichen Gesamtprotein des Zell-Lysats eine deutliche
Expressionsbande zu erkennen. Diese Proteinbande findet sich ebenfalls deutlich
aufkonzentriert im Eluat der Ni-NTA-Reinigung wieder, so dass davon auszugehen ist dass es
sich um das Protein EctC_Psyr_His handelt. Der Vergleich mit dem ProteingroBenmarker zeigt
ein Molekulargewicht von unter 15 kDa an, obwohl die theoretische GroRe des Proteins bei
15,56 kDa liegen sollte (vgl. Tabelle 10). Dieses Phdanomen wurde jedoch bereits von Seip

beschrieben (Seip 2009).

Die Analyse der Proteinreinigung zeigt, dass EctC_Psyr His in der Ni-NTA-Chromatographie
angereichert sowie von einem groRen Teil des restlichen Zellproteins separiert werden konnte.
Auffallig sind jedoch verunreinigende Proteine im Bereich von ca. 38 kDa und ca. 45 kDa, die bei
His-tag-Reinigungen aus E. coli in dieser Arbeit nicht nachgewiesen wurden und somit als

Halomonas-spezifisch angesehen werden kénnen.

Da in vivo bereits gezeigt werden konnte, dass die Ectoin-Synthase aus Pseudomonas syringae
bei Vektor-codierter Expression in H. elongata WUBO1 (AectC) die Fahigkeit zur Ectoin-Synthese
vermittelt (Kurz 2010), kann davon ausgegangen werden, dass sich das Enzym in nativer Form
in H. elongata exprimieren ldsst. Somit stellt die Uberexpression des Enzyms mittels pWUB-

Vektor in H. elongata eine geeignete Alternative zu E. coli-Expressionssystemen dar.
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7 ADPC
7.1 Produktion
7.1.1 Verschiedene Produktionsstimme

Die Produktion von ADPC wurde bislang in verschiedenen H. elongata-Stammen sowie in E. coli
nachgewiesen. Voraussetzung fiir die Bildung des ADPC ist jedoch immer das Vorhandensein
einer aktiven Ectoin-Synthase, da dieses Enzym die Bildung von ADPC aus Glutamin katalysiert

(Witt 2005).

Das Vorkommen von ADPC, zumindest in Spuren, in H. elongata WT wurde schon in der
vorangegangenen Diplomarbeit (Witt 2005) gezeigt. Erstmals nachgewiesen und im grofReren
MaRstab produziert wurde ADPC jedoch in der Deletionsmutante H. elongata KB1 (AectA),
einem Stamm, in dem die Ectoin-Synthase nachgewiesenermalien in erhohter Menge vorliegt
(vgl. 1lI6.1). Im Laufe dieser Arbeit wurden verschiedene EctC-expremierende Stamme in
Hinblick auf ihre ADPC-Produktion untersucht, wobei neben verschiedenen H. elongata-
Stammen auch der heterologe EctC-Expressionsstamm E. coli BL21 (DE3) in Kombination mit

dem Vektor pET-22b_ectC_Hel bzw. pET-22b_ectC_Hel_His (vgl 1114.2.1) hinzugezogen wurde.

Die erreichten zellassoziierten ADPC-Gehalte der verschiedenen Stamme sind in Tabelle 11

zusammengefasst.

Tabelle 11: Vergleich verschiedener ADPC-Produzenten

Verglichen wurden die zellassoziierten ADPC-Gehalte verschiedener im Rahmen dieser Arbeit untersuchter ADPC-
Produzenten. Fiir diesen Vergleich wurden die fiir den jeweiligen Stamm bei 3 % NaCl hochsten bestimmten Werte
herangezogen. Neben den H. elongata-Stammen KB1, SAA4 und WUBO02 pWUB_ectC_Hel wurde auch der
heterologe EctC-Expressionsstamm E. coli BL21 (DE3) pET-22b_ectC_Hel untersucht.

Stamm ADPC-Gehalt [mg/g TG]
H. elongata KB1 15
H. elongata SAA4 2
H. elongata WUB02 pWUB_ectC_Hel 28
E. coli BL21 (DE3) pET-22b_ectC_Hel 18

Der Vergleich des zellassoziierten ADPC-Gehalts der H. elongata-Stamme KB1 (AectA) und SAA4
(ectA::Tn1732) bestatigt die in 1116.1 beschriebene Beobachtung der verstarkten EctC-
Expression in dem Stamm KB1 (vgl. Abbildung 38). Beiden Stammen fehlt ein funktionstlichtiges

EctA-Protein, jedoch nur der Stamm KB1 verfigt (iber die durch die Gendeletion
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hervorgerufene Veranderung im Promotorbereich. Dieser genomische Unterschied wirkt sich
deutlich auf die ADPC-Produktion aus, denn wahrend der Stamm KB1 anndhernd 15 mg/g TG
akkumuliert, finden sich in SAA4 lediglich ca. 2 mg/g TG.

Zwei weitere Stamme wurden hinsichtlich ihrer Eignung als ADPC-Produzenten untersucht:
E.coli BL21 (DE3) pET-22b_ectC Hel (bzw. pET-22b_ectC_Hel_His) sowie H. elongata
pWUB_ectC Hel (vgl. 1116.3.1). Beiden Stammen ist gemein, dass die ectC-Expression Vektor-
basiert und unter Kontrolle eines starkeren Promotors erfolgt. Die Untersuchung dieser beiden
Stamme erfolgte zusatzlich im Rahmen einer dieser Arbeit angegliederten Diplomarbeit (Ganser
2010). Wie in Tabelle 11 deutlich zu erkennen, kann durch eine verstarkte Expression der
Ectoin-Synthase eine Verbesserung der ADPC-Produktion erreicht werden. Der heterologe
Expressionstamm E. coli BL21 (DE3) pET-22b_ectC Hel erreicht zellassoziierte ADPC-Mengen
von ca. 18 mg/g TG (bei Wachstum in MM63, Salzschock von 1 % auf 3 % NaCl). Eine deutliche
Verbesserung der ADPC-Produktion konnte mit dem H. elongata-Stamm WUBO2
pPWUB_ectC Hel mit einem zellassoziierten ADPC-Gehalt von ca. 28 mg/g TG erreicht werden
(bei Wachstum in MM63-3).

Tatsachlich genutzt fur die ADPC-Produktion wurden bislang nur die H. elongata-Stamme KB1
(Witt 2005, diese Arbeit) sowie WUB02 pWUB_ectC Hel (Ganser 2010).

7.1.2 Wachstumsphasenabhingigkeit

Eine deutliche Wachstumsphasenabhangigkeit der ADPC-Akkumulation in H. elongata KB1
konnte bereits in der vorangegangenen Diplomarbeit (Witt 2005) gezeigt werden. Hier konnte
beobachtet werden, dass der zellassoziierte ADPC-Gehalt mit Eintritt in die stationare Phase
ansteigt, begleitet von einer Abnahme der Glutaminkonzentration. Dieses Phdnomen wurde im
Rahmen der vorliegenden Arbeit Uber den Verlauf einer Batch-Fermentation reproduziert

(siehe Abbildung 53).

Hierzu wurde der Organismus H. elongata KB1 in einem 5 L-Fermenter in MM63-4-Medium bei
30 °C kultiviert und der ADPC- und Glutamingehalt der Zellen lber den Wachstumsverlauf
analysiert. Wie in Abbildung 53 dargestellt, konnte wieder ein Anstieg des zellassoziierten

ADPC-Gehalts mit Eintritt in die stationare Phase nach ca. 40 h Kulturdauer nachgewiesen
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werden. Damit einhergehend wurde eine im selben MaRstab stattfindende Abnahme der

ADPC-Vorstufe Glutamin verzeichnet.
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Abbildung 53: Verlauf der ADPC-Produktion in H. elongata KB1

Dargestellt ist der Wachstumsverlauf von H. elongata KB1 (AectA) in MM63-4 im 5 L-Fermenter und die Analyse des
zellassoziierten Glutamin- und ADPC-Gehalts. € ODgy, A Glutamin m ADPC

Wahrend einer Fed-Batch-Fermentation des Organismus H. elongata WUB02 pWUB_ectC_Hel
konnte diese Stationarphasenabhangigkeit ebenfalls beobachtet und bestatigt werden (siehe
Abbildung 54). In diesem Versuch wurde der Organismus H. elongata WUB02 pWUB_ectC Hel
in einem 15 L-Fermenter in GC-3-Medium angezogen und bei Erreichen der ersten stationadren
Phase mit 1L Fed-Batch-Losung 2 gefiittert. Der zellassoziierte ADPC-Gehalt wurde (iber den

Verlauf der Fermentation mittels HPLC bestimmt.

Wie in Abbildung 54 gezeigt, nimmt der zellassoziierte ADPC-Gehalt mit Beginn der Fiitterung
nach ca. 32 h Kulturdauer wieder ab. Dies deutet darauf hin, dass die Produktion bzw.

Akkumulation des ADPC tatsachlich abhangig vom Energiehaushalt der Zellen sein kénnte, da

130



Il Ergebnisse

die hochsten ADPC-Werte sowohl in H.elongata KB1 als auch in H.elongata

WUBO02 pWUB_ectC_Hel im Zustand des C-Quellen-Mangels verzeichnet wurden.
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Abbildung 54: Fermentation des Stammes H. elongata WUB02 pWUB_ectC_Hel
Dargestellt ist der Wachstumsverlauf von H. elongata WUB02 pWUB_ectC_Hel in GC-3-Medium im 15 L-Fermenter

und die Analyse des zellassoziierten Glutamin- und ADPC-Gehalts. In dem durch gestrichelte Linien markierten
Zeitraum erfolgte die Zugabe von insgesamt 1 L Fed-Batch-Lésung 2. 4 ODg,, ™ ADPC

7.2 Downstream-Processing

Die Aufreinigung von ADPC aus Zellmaterial des Organismus H. elongata KB1 wurde bereits in
der vorangegangenen Diplomarbeit (Witt 2005) beschrieben. Im Rahmen dieser Diplomarbeit
konnte ADPC mittels einer Soxhlett-Extraktion mit Methanol als Losungsmittel aus den Zellen
extrahiert sowie durch chromatographische Methoden weiter aufgereinigt werden. Hierbei
stellte Glutamat die Hauptverunreinigung dar, die durch eine chromatographische Trennung
auf einer praparativen Kieselgelsaule groRtenteils — jedoch nicht vollstandig - entfernt werden

konnte.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde deshalb die Reinigungsprozedur fiir ADPC erweitert,
indem eine Anionenaustausch-Chromatographie zur Trennung des zwitterionischen ADPC von
dem anionischen Glutamat durchgefliihrt wurde. Die Reinigung des ADPC aus dem

Methanolextrakt erfolgte somit analog der ADABA-Reinigung (siehe 116.2) durch
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Chloroformbehandlung, = Anionenaustausch-Chromatographie  und  lonenverzogerungs-
Chromatographie. Der Erfolg der Reinigung konnte mittels isokratischer HPLC, FMOC-ADAM-
HPLC und C-NMR bestatigt werden (nicht dargestellt). Eine Kristallisation des ADPC konnte
jedoch auch im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht erreicht werden, was durch den stark

hygroskopischen Charakter der Substanz bedingt sein konnte.

7.3 Charakterisierung der Substanz

Die strukturelle Ahnlichkeit des ADPC zu bekannten kompatiblen Soluten wie Ectoin oder
DHMICA sowie die Biosynthese durch ein Enzym der osmotischen Stressantwort lassen
vermuten, dass ADPC ebenfalls Wirksamkeit als kompatibles Solut zeigen kdnnte. Im Folgenden
sollte deshalb eine Charakterisierung der Substanz ADPC erfolgen, bei der drei verschiedene
Aspekte untersucht wurden: Die Auswirkung einer ADPC-Supplementierung auf bakterielles
Wachstum unter osmotischem Stress, die Wirksamkeit von ADPC als Stabilisator eines Modell-

Enzyms, sowie die Stabilisierung von Zellen gegen Trockenstress.

7.3.1 Supplementierungsversuche

Um die Wirkung von ADPC als kompatibles Solut ndher zu untersuchen, wurde die
Deletionsmutante H. elongata WUBO02 (AectAC) unter Salzstress kultiviert und mit
verschiedenen bekannten Soluten sowie ADPC supplementiert. Die Kultivierung erfolgte in der
Mikrotiterplatte in MM63-3, die Supplemente wurden in einer Endkonzentration von 1 mM
zugegeben. Die Mutante H. elongata WUBO02 (AectAC) ist nicht mehr in der Lage Ectoin zu
synthetisieren und somit sensibel gegenliber erhohten Salzkonzentrationen im Medium (vgl.
[111.2). Der Effekt der Supplementierungen wurde durch Bestimmung der Wachstumsrate

guantifiziert.

Wie in Abbildung 55 dargestellt, konnte fiir die bekannten Solute Betain, Ectoin sowie
Hydroxyectoin im Vergleich zur unsupplementierten Kontrolle eine deutliche Verbesserung des
bakteriellen Wachstums unter Salzstress verzeichnet werden. ADPC steigert die Wachstumsrate
in einem ahnlichen Bereich wie Hydroxyectoin, ein Effekt der durch die Vorstufe Glutamin nicht

hervorgerufen wird.
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Abbildung 55: Supplementierungsversuch
H. elongata WUBO02 (AectAC) wurde angezogen in MM63-3 bei 30 °C in der Mikrotiterplatte. Supplementierung mit

verschiedenen Soluten erfolgte in einer Endkonzentration von 1 mM. Die durchschnittliche Wachstumsrate der
unsupplementierten Kontrollkultur wurde zum besseren Vergleich mittels einer gestrichelten Linie markiert.

Die Aufnahme von ADPC durch den Stamm H. elongata WUBO2 unter Salzstress wurde im
Rahmen eines Supplementierungsexperiments im 100 mL-Malistab nachgewiesen. Nach
Wachstum in MM63-4 unter Zugabe von 1 mM ADPC lieR8 sich mittels HPLC ein ADPC-Gehalt

von etwa 70 mg/g TG detektieren (Daten nicht dargestellt).

7.3.2 LDH-Assay

Die Lactat-Dehydrogenase (LDH) wurde bereits zuvor erfolgreich als Testsystem eingesetzt, um
die Wirksamkeit verschiedener Solute als Proteinstabilisatoren zu untersuchen (Lippert und
Galinski 1992). In der vorliegenden Arbeit wurde die LDH denaturierenden Gefrier-Auftau-
Zyklen ausgesetzt und die Aktivitat des Enzyms lber den Verlauf dieser Prozedur verfolgt. Als
Schutzstoffe dienten ADPC und Hydroxyectoin in einer Endkonzentration von 400 mM, in der

Kontrolle wurde auf die Zugabe eines Schutzstoffes verzichtet.

In Abbildung 56 sind die relativen LDH-Aktivitaten dargestellt. Die durchschnittliche Aktivitat
des Kontrollansatzes vor dem ersten Gefrierzyklus wurde als 100 % definiert und die weiteren
Daten in Relation zu diesem Wert gesetzt. Wahrend die Kontrolle nach drei Gefrierzyklen einen
annahernd vollstandigen Aktivitatsverlust aufweist, ist bei Zugabe des Schutzstoffes
Hydroxyectoin eine LDH-Aktivitdt auch nach sechs Zyklen noch nachweisbar, wenn auch mit
einem starkem Verlust von ca. 80 %. Im Gegensatz dazu ist in dem mit ADPC versetzten Ansatz

auch nach sechs Gefrierzyklen noch eine Restaktivitat von etwa 70 % der Anfangsaktivitat zu
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verzeichnen. Diese Restaktivitat entspricht sogar annahernd der Aktivitat des Kontrollansatzes

vor Beginn der Gefrier-Auftau-Zyklen.
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Abbildung 56: Vergleich der Schutzstoffe ADPC und Hydroxyectoin in einem LDH-Assay

Dargestellt ist die relative Aktivitdt der LDH nach Gefrier-Auftau-Zyklen. Die Anfangsaktivitdt des Kontrollansatzes
ohne Schutzstoff-Zugabe wurde als 100 % definiert. ® Kontrolle B Hydroxyectoin "/ ADPC

Wie Abbildung 56 ebenfalls deutlich zeigt, erhéht die Zugabe der Schutzstoffe auch die
Grundaktivitat der LDH, im Fall von Hydroxyectoin um ca. 10 %, im Fall des ADPC sogar um

ca. 50 %.

7.3.3 Trocknungsversuche

Die Verwendung von Trehalose oder Hydroxyectoin als Stabilisator von Zellen unter
Trockenstress wurde bereits zuvor erfolgreich gezeigt (Manzanera et al. 2002; Manzanera et al.
2004). In dieser Arbeit sollte auch die Wirksamkeit von ADPC untersucht werden. Hierzu wurde
der Testorganismus E.coli K12 in MM63-0,5 angezogen und durch Uberimpfen auf eine
Mikrotiterplatte in MM63-3 einem Salzschock unterzogen. Gleichzeitig erfolgte in den MM63-3-
Kulturen eine Supplementierung mit verschiedenen Soluten in einer Endkonzentration von
100 mM. Nach Beimpfen der MMG63-3-Kulturen wurde die Mikrotiterplatte bei -20°C

eingefroren und im Anschluss gefriergetrocknet.

Die gefriergetrockneten Kulturen wurden durch Zugabe von LBG-0,5-Medium nach ca. 48 h

Lagerung wiederbelebt und das Wachstum im Plattenlesegerdat verfolgt. Aus den
134



Il Ergebnisse

Wachstumskurven wurde anhand einer Kurvenanpassung der prozentuale Anteil liberlebender
Zellen an der Gesamt-OD zum Zeitpunkt der Wiederbelebung abgeschatzt, gemalR der

folgenden Formel: OD = OD o) + ODUebend)*e“t (Abbildung 57).
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Abbildung 57: Auswertung des Gefriertrocknungsversuchs
Mithilfe der Wachstumskurven und den zugehorigen Wachstumsraten p wurde gemdR den Formeln

ODgesamt) = ODjtor) + OD(jepend) SOWie OD = ODyyy) + OD(,ebend,*e‘“ der Anteil Gberlebender Zellen an der Gesamt-OD
zum Zeitpunkt t = 0 (Start der Wiederbelebung) bestimmt.

Wie erwartet wirken sich Trehalose und Hydroxyectoin deutlich positiv auf das Uberleben der
E. coli-Zellen unter Trockenstress aus (Abbildung 57). Auch Ectoin weist im Vergleich zur
Kontrolle eine leichte Schutzwirkung auf, deutlich besser noch als Ectoin wirkt sich allerdings
ADPC auf die Uberlebensrate von E. coli K12 aus. Im Gegensatz dazu bewirken Betain und das

inkompatible Solut Kreatin (Sell 2009; Mann 2008) eine Verschlechterung der Uberlebensrate.

7.4 Hydroxylierung von ADPC

In H. elongata fiihrt die Hydroxylierung von Ectoin durch die Hydroxylase EctD zu einem
weiteren duBerst wirksamen Solut, dem Ectoinderivat Hydroxyectoin (Ures 2005). Eine solche
Derivatisierung wurde auch fiir ADPC als potentiell moglich erachtet, insbesondere da Studien

an der Hydroxylase EctD ein breites Substratspektrum gezeigt haben (Vielgraf 2008).
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Mittels des Ganzzellkatalyse-Systems E. coli BL21 (DE3) pETectDcyt. (Galinski et al. 2007) wurde
eine Hydroxylierung von ADPC durchgefiihrt. Hierzu wurde der Stamm im Rahmen einer
heterologen EctD-Expression in Minimalmedium angezogen und mit einer Endkonzentration
von 1 mM ADPC supplementiert. Die Analyse des Mediums mittels isokratischer HPLC zeigte
eine deutliche Abnahme des ADPC-Signals lber den Zeitverlauf, gleichzeitig aber auch das
Auftreten eines neuen Signals (Abbildung 58), das eine ebenso starke UV-Absorption aufweist

wie das urspriingliche ADPC-Signal.

mAU

11 11,5 12 12,5 13 13,5 14 14,5 15 15,5 16
Retentionszeit [min]
Abbildung 58: ADPC-Hydroxylierung mittels E. coli BL21 (DE3) pETectDcyt.
Dargestellt sind RI-Spektren der HPLC-Analyse des Mediums der EctD-Expressionskultur im Zeitverlauf. Zu erkennen

ist das Signal fiir ADPC mit einer Retentionszeit von ca. 12,7 min sowie das neu auftretende Signal fiir das
potentielle OH-ADPC mit einer Retentionszeit von ca. 14,2 min. v.l.: vor Induktion

Zur genaueren Analyse der neu auftretenden Substanz wurde die Kultur geerntet und das
Zellmaterial fiir eine *C-NMR aufbereitet. Zum Zeitpunkt der Ernte lagen laut HPLC ADPC und
die neu auftretende Substanz im Verhaltnis 1:1 in den Zellen vor. Dieses Bild bestatigt sich auch
in der NMR (Abbildung 59). Zuséatzlich zu den bereits bekannten ADPC-Signalen treten neue
Signale bei 41,26 ppm, 73,90 ppm, 74,41 ppm, 172,35 ppm und 177,69 ppm auf. Die Lage
dieser Signale ist mit der Einflhrung einer Hydroxylgruppe in das ADPC-Molekil am Cs; und der

damit einhergehenden Verschiebung der ADPC-Signale erklarbar. Eine Hydroxylierung des
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ADPC-Molekils durch die Hydroxylase EctD und der Nachweis von Hydroxy-ADPC (OH-ADPC)

wird somit als gesichert angesehen.
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Abbildung 59: 13'C-NMR-Spektrum des OH-ADPC

Nachweis der Hydroxylierung von ADPC durch die Ectoin-Hydroxylase EctD. Dargestellt ist eine 3C-NMR des
Zellextrakts von E. coli BL21 (DE3) pETectDcyt. nach Supplementierung mit ADPC und Induktion mit IPTG. Neben
den markierten Signalen sind Signale der internen Standards Na-Trimethylsilyl-propionsdure (Na-TMSP), Acetonitril
(AcN) und Methanol zu erkennen. \ 2 Signale des ADPC; { Signale des OH-ADPC
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IV Diskussion

1 Ectoin-Synthase

In der vorangegangenen Diplomarbeit (Witt 2005) war die Substanz 5-Amino-3,4-dihydro-2H-
pyrrol-2-carboxylsdure (ADPC) als Bestandteil des Solutespektrums der Deletionsmutante
Halomonas elongata KB1 (AectA) identifiziert worden. Die Rolle der Ectoin-Synthase in der
ADPC-Biosynthese wurde ebenfalls im Rahmen dieser Diplomarbeit untersucht und es konnte
gezeigt werden, dass das entsprechende Enzym aus Marinococcus halophilus in vitro die
Reaktion von Glutamin zu ADPC katalysiert. Da jedoch in vivo-Untersuchungen zur ADPC-
Synthese stets an H. elongata durchgefiihrt wurden, stand nach Abschluss der Diplomarbeit
eine nahere Charakterisierung der Ectoin-Synthase aus dem Modellorganismus H. elongata

noch aus und wurde im Rahmen dieser Dissertation wieder aufgegriffen.

1.1 Genomische Deletion des Gens ectC (WUB01 & WUBO02)

Die genomische Deletion des fiir die Ectoin-Synthase codierenden Gens ectC in H. elongata war
ein wichtiger Schritt, um die Rolle des Enzyms in der ADPC-Biosynthese aufzuklaren. Aufgrund
der mit dem aus M. halophilus stammenden Enzym erzielten in vitro-Daten war postuliert
worden, dass die Ectoin-Synthase allein verantwortlich fiir die ADPC-Synthese sein sollte (Witt
2005). Die Deletion des Gens ectC in H. elongata sollte also folgerichtig die ADPC-Synthese
unterbinden. Die Sequenz des Gens sowie der angrenzenden Bereiche war bereits zuvor
aufgeklart worden (Stumpfe 2003) und ein Protokoll fiir die genomische Mutagenese von

H. elongata war bereits publiziert (Kunte und Galinski 1995).

Durch Deletion von ectCin H. elongata entstand der Stamm H. elongata WUBO1 (AectC). Dieser
Stamm hat die Fahigkeit zur Ectoin-Synthese verloren und weist eine dementsprechend
verringerte Salztoleranz auf, die jedoch aufgrund der Akkumulation der Ectoin-Vorstufe
Ny-Acetyl-L-2,4-Diaminobuttersdaure (ADABA) immer noch recht hoch ist (bis zu ~ 10 % NaCl
(w/v) = 1,7 M). Geringe Spuren intrazelluldren Ectoins kénnen moglicherweise auf spontane
Reaktionen der ADABA zurlickzufiihren sein. Weiterhin denkbar ware eine Beteiligung von
Enzymen des kirzlich entdeckten Ectoin-Abbauwegs, z. B. eine reversible Reaktion der Ectoin-

Hydrolase DoeA (Schwibbert et al. 2010), wenngleich eine Reversibilitat dieses Enzyms bislang
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nicht beschrieben ist. Zumindest zeigt die Charakterisierung dieses Stammes, dass die Ectoin-
Synthase EctC in H. elongata fir die osmotisch induzierte Ectoin-Synthese bendtigt wird und
kein weiteres Enzym diese Aufgabe (ibernehmen kann bzw. keine weitere Kopie der Ectoin-
Synthase an anderer Stelle vorhanden zu sein scheint. Diese Information war fiir die
Untersuchungen an der Ectoin-Synthase wichtig, da das H. elongata-Genom zum Zeitpunkt
dieser Arbeit noch nicht veroffentlicht war. Eine Komplementierung des Stammes mit einer
Vektor-codierten Ectoin-Synthase stellte den WT-Phanotyp wieder her (vgl. 1111.1), so dass von

einer erfolgreichen genomischen Mutagenese auszugehen ist.

Das Ausschalten der Ectoin-Synthase innerhalb eines Ectoin-Biosynthesegenclusters wurde
bereits zuvor in der Literatur beschrieben (Canovas et al. 1997). Hier handelte es sich um eine
Transposon-Insertion in das Gen ectC des Organismus Chromohalobacter salexigens, einem
nahen Verwandten von H. elongata, wodurch die Mutante C. salexigens CHR63 (ectC::Tn1732)
entstand. Im Rahmen der Charakterisierung dieser Mutante wurde ebenfalls eine erhdhte
Salztoleranz (bis zu 1,5 M NaCl) im Vergleich zu einer ectA-Mutante (bis zu 0,75 M NaCl)
beschrieben, zurlickzufiihren auf eine nachgewiesene Akkumulation der Ectoin-Vorstufe
ADABA. Diese Akkumulation betrug bis zu 80 % des Gesamtsolutegehalts (Garcia-Estepa et al.
2006), genauere quantitative Werte sind jedoch in den Publikationen nicht angegeben. Auffallig
ist ein immer noch relativ hoher Ectoin- und Hydroxyectoingehalt in den Zellen der ectC-
Mutante (6 % bzw. 12 % des Gesamtsolutegehalts). Diese Beobachtung wird in der Literatur auf
einen alternativen biosynthetischen Weg zum Hydroxyectoin bzw. Ectoin zurtickgefiihrt (Vargas
et al. 2005), der jedoch bislang nicht belegt ist. Ausgehend von ADABA wird hier eine
Hydroxylierung zu OH-ADABA, gefolgt von einer Kondensation zu Hydroxyectoin, postuliert.
Letzteres konnte dann durch eine Entfernung der Hydroxyl-Gruppe in Ectoin umgewandelt
werden. Potentielle an diesen Reaktionen beteiligte Enzyme wurden jedoch bis heute nicht

nachgewiesen.

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit erstellte genomische ectC-Deletionsmutante
H. elongata WUBO1 zeigt eine dhnliche Salztoleranz wie die Chromohalobacter-Mutante CHR63,
und auch die nachgewiesene ADABA-Akkumulation deckt sich mit den Beobachtungen an
Chromohalobacter. Die fiir CHR63 beschriebenen relativ hohen Ectoin- und Hydroxyectoin-
Gehalte konnten in WUBO1 nicht festgestellt werden. Zwar finden sich geringe Mengen Ectoin

(<10 umol/g TG bei 3% NaCl), Hydroxyectoin jedoch konnte unter den verwendeten
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Wachstumsbedingungen nicht nachgewiesen werden (vgl. Tabelle 12). Die Charakterisierung
des Stammes H. elongata WUBO1 wurde wesentlich detaillierter durchgefiihrt als die der
Chromohalobacter-Mutante, so dass zum einen quantitative Daten zur ADABA-Akkumulation
zur Verflugung stehen, zum anderen zusatzlich gezeigt wurde, dass die ADABA-Synthese und
-Akkumulation abhéangig von der Salinitat ist. Tatsachlich wird ADABA in H. elongata WUBO1 in
dhnlichen Konzentrationen akkumuliert, wie Ectoin im Wildtypstamm unter denselben
Wachstumsbedingungen (Tabelle 12, Abbildung 6). Diese Erkenntnis ist interessant im Hinblick
auf die Regulation der Ectoinbiosynthese, zeigt sie doch, dass bereits die Schritte bis zu dem
Ectoin-Vorlaufer ADABA osmoreguliert sein muissen. Eine Regulation im Bereich der Ectoin-

Synthase, beispielsweise auf Enzymebene, wird somit unwahrscheinlicher.

Tabelle 12: Solutgehalte verschiedener H. elongata-Stamme

Verglichen wurden die Solutgehalte der H. elongata-Staimme WT, KB1, WUB01 und WUBO02 bei Wachstum in
MM63-3 bei 30 °C

Ectoin ADABA ADPC
[umol/g TG] [umol/g TG] [umol/g TG]
H. elongata WT 400" < 50° -
KB1 (AectA) - - 100
WUBO1 (Aect() 7 460 =

WUBO2 (AectA, AectC) - - -

! (Détsch et al. 2008); * (Géller et al. 1998)
Neben diesen neuen Erkenntnissen fiir die Ectoin-Biosynthese konnte die Mutante H. elongata
WUBO1 aber auch fiir andere Versuche bereits erfolgreich eingesetzt werden. So eignet sich
diese ectC-Deletionsmutante fiir vektorbasierte heterologe Komplementierungen mit putativen
ectC-Genen aus Fremdorganismen, um deren Funktion als Ectoin-Synthase nachzuweisen (Kurz

et al. 2010; Willée 2010).

Durch Deletion des ectC-Gens in der Deletionsmutante H. elongata KB1 (AectA) wurde die
genomische Mutante H. elongata WUBO02 (AectA, AectC) konstruiert. Dieser Stamm diente als
Negativkontrolle, um die Rolle der Ectoin-Synthase an der ADPC-Biosynthese in H. elongata zu
zeigen. Durch Deletion des fiir die Ectoin-Synthase codierenden Gens ectC wurde dem ADPC-
Produzenten H. elongata KB1 die Fahigkeit zur ADPC-Synthese genommen (vgl. Tabelle 12), so

dass bewiesen war, dass EctC auch in Halomonas fiir die ADPC-Synthese bendtigt wird. Auch
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bei diesem Stamm wurde eine vektorbasierte Komplementierung mit dem Gen ectC

durchgefihrt, die die Fahigkeit zur ADPC-Synthese wieder herstellte (vgl. 1117.1).

Die Charakterisierung der Mutante H. elongata WUBOQ2 zeigt eine deutlich verringerte
Salztoleranz verglichen mit dem Wildtypstamm (bis zu ~5 % NaCl (w/v) = 0,85 M), die jedoch
nicht niedriger ist als die des Stammes KB1 (AectA) (Grammann 2000). Dies zeigt, dass die
ADPC-Produktion in KB1 keinen positiven Effekt auf das Wachstum unter Salzstress zu haben
scheint, was aufgrund der Stationarphasenabhangigkeit der ADPC-Akkumulation jedoch auch

unwahrscheinlich schien.

Der Stamm H. elongata WUBO02 wurde bereits im Verlaufe der vorliegenden Arbeit mehrfach
erfolgreich flir Supplementierungsversuche eingesetzt, da dieser Stamm aufgrund der
herabgesetzten Salztoleranz einen guten Testorganismus fir die Charakterisierung
verschiedener Solute darstellt (vgl. 1117.3.1). Hinzu kommt, dass dieser Organismus aufgrund der
fehlenden ADPC-Synthese bei Messungen an der isokratischen HPLC (zumindest bei
Verwendung des in dieser Arbeit beschriebenen Systems) lediglich eine Basislinie zeigt, so dass
keinerlei Uberlagerungen mit aufgenommenen supplementierten Substanzen auftreten
kénnen. Somit ist der Stamm WUBO2 fiir Supplementierungsexperimente besser geeignet als

die Ectoin-Deletionsmutante KB1, die ADPC produziert.

1.1.1 ADABA-Produktion

Ny-Acetyl-L-2,4-diaminobuttersdure (ADABA) stellt im Rahmen der Ectoin-Biosynthese die
direkte Vorstufe des Ectoins dar und ist somit das Substrat fir die Ectoin-Synthase. Ein
naturliches Vorkommen dieser Aminosdaure wurde, abgesehen von Mikroorganismen die zur
Ectoin-Synthese befihigt sind, lediglich in Pflanzen beschrieben (Fowden 1972; Liss 1962). Uber
die Funktion von ADABA in Pflanzen ist jedoch bislang nichts bekannt. In Mikroorganismen
wurde ADABA bereits als kompatibles Solut beschrieben. Zum einen wurde beobachtet, dass
die ADABA-Produktion ectC-Deletionsmutanten eine erhoéhte Salztoleranz vermittelt
(C. salexigens: Canovas et al. 1997; H. elongata: diese Arbeit, vgl. 1ll1.1), zum anderen konnte
gezeigt werden, dass durch die Aufnahme der Substanz aus dem Medium die Salztoleranz
osmosensitiver Organismen erhoht wird (Garcia-Estepa et al. 2006). Weiterhin wurde gezeigt,
dass ADABA das Modellenzym Lactat-dehydrogenase (LDH) gegen Hitzeinaktivierung

stabilisieren kann (Canovas et al. 1999).
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Obwohl aufgrund dieser Daten ADABA ein interessantes kompatibles Solut darstellt, ist die
Substanz bislang nicht kommerziell erhiltlich. Eine Produktion auf chemischem Weg, sei es
durch Neusynthese oder durch alkalische Hydrolyse von Ectoin, wird dadurch erschwert, dass
neben der y-Form stets auch die a-Form der Acetyl-diaminobuttersaure entsteht (Kunte et al.
1993; Vo3 2002), und eine Trennung der beiden Substanzen aufwandig ist. Wie im Rahmen der
vorliegenden Arbeit gezeigt werden konnte, erfolgt die Akkumulation der ADABA (y-Form) in
der ectC-Deletionsmutante H. elongata WUBO1 zum einen salzabhdngig in hohen
Konzentrationen und zum anderen stereospezifisch ohne Verunreinigungen durch die a-Form.
Somit eignet sich H. elongata WUBO1 gut als Produktionsstamm fiir ADABA, zumal H. elongata
bereits als Produktionsstamm fiir Ectoin industriell genutzt wird und die Anzucht auch in

groRerem MaRstab somit bereits etabliert wurde.

Die Gewinnung von ADABA aus einer ectC-Transposon-Insertionsmutante von
Chromohalobacter salexigens wurde bereits in der Literatur beschrieben (Garcia-Estepa et al.
2006). In der genannten Publikation wurde die ADABA-Reinigung aus Ethanol-Extrakten der
Mutante CHR63 (ectC::Tn1732) Uber Kationenaustausch-Chromatographie und Elution mittels
eines Perchlorsdaure-Gradienten, gefolgt von einer lonenverzégerungs-Chromatographie zur
Entfernung von Salzen, durchgefiihrt. Quantitative Angaben zur Ausbeute des Prozesses
wurden nicht gemacht. Die Gewinnung der ADABA aus H. elongata WUBO1, die im Rahmen der
vorliegenden Arbeit etabliert wurde, orientiert sich in den Grundziigen an der oben genannten
Publikation, denn aufgrund der schlechten Loslichkeit in Methanol wurde auch hier ein
Extraktionsverfahren mit Ethanol gewahlt. Die anschlieBende Reinigung mittels
Anionenaustausch-Chromatographie zur Abtrennung der Hauptverunreinigung Glutamat ist
jedoch weniger aufwandig als das Anlegen eines Perchlorsdure-Gradienten. Insgesamt scheint
der Organismus H. elongata WUBO1 als Produktionsorganismus besser geeignet zu sein als die
Chromohalobacter-Mutante, da die Verunreinigungen durch Ectoin bzw. Hydroxyectoin in

WUBO1 deutlich geringer ausfallen als flir CHR63 beschrieben (Canovas et al. 1999).

1.2 Die Ectoin-Synthase in vitro

1.2.1 Bioinformatische Datenbank-Recherche
Die Ectoin-Synthase (EC 4.2.1.108) wird in den verschiedenen Datenbanken (z. B. BRENDA,

NCBI) unter dem systematischen Namen Ny-Acetyl-L-2,4-Diaminobutyrat-hydro-lyase gefiihrt
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oder auch unter dem alternativen Namen Ny-Acetyl-L-2,4-Diaminobutyrat-dehydratase. Sie
zahlt somit in die Gruppe der Hydro-Lyasen (EC 4.2.1), also zu Enzymen, die Kohlenstoff-
Kohlenstoff-Bindungen unter Mitwirkung von Wasser 6ffnen. Die von der Ectoin-Synthase
katalysierte Reaktion Ny-Acetyl-L-2,4-Diaminobuttersdure = L-Ectoin + H,0O féllt unter den

Reaktionstyp Kondensation, stellt also die umgekehrte Sichtweise dar.

In den Datenbanken sind Ectoin-Synthasen aus den verschiedensten Organismen gefiihrt, die
Annotierung erfolgte jedoch in fast allen Fallen aufgrund von Sequenzdhnlichkeit und nicht
durch Nachweis der Aktivitat. In Abbildung 60 sind die Proteinsequenzen verschiedener Ectoin-
Synthasen bekannter Ectoin-Produzenten miteinander verglichen. Durch das Alignment wird
deutlich, dass es sich bei Ectoin-Synthasen um stark konservierte Proteine handelt. Es ist
anzunehmen, dass die streng konservierten Aminosauren von struktureller sowie katalytischer
Bedeutung sind (vgl. IV1.2.1.1), jedoch liegen hierzu zur Zeit keine genaueren Informationen

vor.
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Abbildung 60: Alignment verschiedener Ectoin-Synthasen

Alignment verschiedener Ectoin-Synthasen mittels ClustalW. Alle gezeigten Ectoin-Synthasen sind Bestandteil von
Ectoin-Biosynthesegenclustern. Die Sequenzen wurden der Expasy-Datenbank entnommen: Halomonas elongata
(Accession number: 052251), Chromohalobacter salexigens (Q9ZEU6), Marinococcus halophilus (006061),
Streptomyces chrysomallus (Q6QUY8), Pseudomonas stutzeri (aus Seip 2009). Identische Aminosduren (mindestens
3) sind schwarz unterlegt, streng konservierte Aminosduren zusdtzlich mit einem * markiert. Konservative
Austausche nach Needleman und Wunsch (1970) wurden grau hinterlegt: G-A, I-L-V-M, S-T, R-K-H, N-Q, F-Y-W
sowie D-E.

In einer vorangegangenen Arbeit von Egler (2004) zu den Enzymen der Ectoin-Biosynthese aus
Marinococcus halophilus wurde die Aciditat bzw. Basizitdt der Enzyme bestimmt und mit der
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der aus H. elongata stammenden Enzyme verglichen. Hierzu wurde die Anzahl der sauren
Aminosauren (Aspartat & Glutamat) von der Anzahl der basischen Aminosduren (Arginin &
Lysin) subtrahiert und dieser Wert durch die Gesamtanzahl der Aminosauren geteilt. Je starker
der resultierende Wert ins Negative tendiert, desto ausgepragter ist der saure Charakter des
Proteins. Dabei fiel auf, dass die Ectoin-Synthasen beider Organismen eine Aziditdt aufweisen,

die die der anderen Ectoinbiosynthese-Enzyme Ubertrifft (Egler 2004).

Tatsachlich weist die Ectoin-Synthase aus H. elongata, die im Rahmen der vorliegenden Arbeit
detaillierter charakterisiert wurde, einen Uberschuss saurer Aminosdurereste (Aspartat und

Glutamat) verglichen mit basischen Aminosaureresten (Arginin & Lysin) auf (siehe Abbildung

61).
MIVRN RQTIRLVTAINLT TRL*"L GoNCSFHITRIFBGTETHIHYRaHFEA
vycIfcRG ABGRIwe IKPGEIY I oHBEHI LRASKTMHLACVFTPGLTGNEVHR
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Abbildung 61: Verteilung saurer und basischer Aminosauren in der EctC-Sequenz

Saure Aminosdurereste (Aspartat & Glutamat) wurden pink hinterlegt, basische Aminosaurereste (Arginin & Lysin)
blau.

Bei einer Gesamtzahl von 137 Aminosduren beinhaltet die Sequenz 26 saure Reste (D+E) und
nur 12 basische Reste (R+K). Hieraus leitet sich auch ein recht niedriger theoretischer pl von
4,87 ab. Ein Uberschuss von sauren Aminosauren zu basischen Aminosiduren ist ein bekanntes
Phanomen bei halophilen Proteinen, also Proteinen aus obligat halophilen Archaea und
Bacteria, die die salt-in-Strategie zur Osmoadaptation verfolgen und deshalb eine hohe
cytoplasmatische lonenstarke aufweisen. Vergleicht man die Ectoin-Synthase aus H. elongata
jedoch mit der Aminosaurezusammensetzung des Proteoms aus Salinibacter ruber, einem
obligat halophilen Organismus (Oren und Mana 2002), so reicht die Aziditat des EctC nicht aus,
um es als halophiles Protein zu charakterisieren. Hierzu wird nach Oren und Mana (2002) ein
Uberschuss saurer Aminosiuren [(Asx + GIx)-(Lys + Arg)] von etwa 20 mol% gefordert, wobei
hier zu beachten ist, dass nicht zwischen Aspartat/Asparagin bzw. Glutamat/Glutamin
unterschieden wurde. Dieser Wert liegt jedoch bei EctC aus H.elongata bei nur etwa 15 mol%.
Da H. elongata auch nicht zu den obligat halophilen lonen-akkumulierenden Organismen zahlt,

ist dies nicht Uberraschend.

144



IV Diskussion

In einer neueren Publikation (Tadeo et al. 2009) wurde jedoch gezeigt, dass die
Salzabhdngigkeit von Proteinen zum grofRtenteil unabhangig von der Gesamtladung ist und
vielmehr durch die Zusammensetzung der Aminosdurereste auf der Proteinoberflache
beeinflusst wird. Da die Struktur der Ectoin-Synthase noch nicht aufgeklart ist, bleibt an dieser
Stelle offen, ob der erhohte Gehalt an sauren Aminosdureresten (vgl. Abbildung 61)
moglicherweise hauptsachlich auf Losungsmittel-zugangliche Bereiche des Proteins verteilt ist
und somit doch zu einer Salzabhangigkeit flihren kann. In diesem Zusammenhang ist auffillig,
dass unter den annotierten Ectoin-Synthasen insbesondere die Proteine einen ausgepragteren
sauren Charakter aufweisen, die in einem Ectoinbiosynthese-Cluster liegen, und unter diesen
insbesondere diejenigen, die aus Organismen mit erhohter Salztoleranz stammen (vgl.
Abbildung 62). Verwaiste Ectoin-Synthasen, die im Genom ohne die begleitenden
biosynthetischen Enzyme EctA und EctB vorliegen und meist in pflanzenassoziierten, aber nicht
zwingend halotoleranten Organismen zu finden sind (Seip 2009), weisen eine geringere Aziditat
auf (vgl. Abbildung 62). Ebenso die Ectoin-Synthasen aus A. cryptum und W. succinogenes, zwei

Organismen, die ebenfalls nicht fiir Halotoleranz bekannt sind.
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Abbildung 62: Aziditadt verschiedener Ectoin-Synthasen

Zur Bestimmung der Aziditat wurde die Anzahl der sauren Aminosauren von der Anzahl der basischen Aminosauren
abgezogen und der erhaltene Wert durch die Gesamtzahl der Aminosdurereste geteilt. Je negativer der Betrag,
desto ausgepragter ist der saure Charakter des Enzyms. Verglichen wurden verwaiste Ectoin-Synthasen (griin), die
ohne die weiteren Enzyme der Ectoin-Biosynthese im Genom vorkommen, mit Enzymen aus Ectoin-
Biosyntheseclustern (rot). Acry: Acidiphilium cryptum JF-5, Bamb: Burkholderia ambifaria  AMMD, Bjap:
Bradyrhizobium japonicum, Csal: Chromohalobacter salexigens, Helo: Halomonas elongata, Mhalo: Marinococcus
halophilus, Pstu: Pseudomonas stutzeri, Psyr: Pseudomonas syringae, Retl: Rhizobium etli CFN42, Rleg: Rhizobium
leguminosarum bv. viciae 3841, Schr: Streptomyces chrysomallus, Spas: Sporosarcina pasteurii, Vfis: Vibrio fischeri
ES 114, Wsuc: Wolinella succinogenes
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Wie in Abbildung 62 zu erkennen, weist EctC aus H. elongata ebenso wie das entsprechende
Enzym aus M. halophilus, einem weiteren Organismus mit hoher Salztoleranz, einen deutlich
sauren Charakter auf. Dieser verleiht dem Enzym wahrscheinlich eine hohe Stabilitdt und

Loslichkeit auch unter Bedingungen hoher lonenstarke (Tokunaga et al. 2010a).

1.2.1.1 Cupine

Auch wenn bislang noch keine Strukturdaten flir eine Ectoin-Synthase vorliegen, wird dieses
Enzym doch einer Proteinfamilie zugeordnet, die sich durch eine hochkonservierte
Tertidrstruktur auszeichnet, namlich der Cupin-Superfamilie (Dunwell et al. 2001). Die
charakteristische Cupin-Domane (cupa: lateinisch , kleines FaR“) besteht aus zwei konservierten
Motiven, von denen jedes zwei B-Strange beinhaltet, die durch einen weniger konservierten
Bereich getrennt werden, der wiederum zwei weitere B-Strange mit dazwischenliegender
Schleife ausbildet. Wie in Abbildung 63 zu erkennen, wurde die charakteristische Cupin-
Domane auch in Ectoin-Synthasen identifiziert, weshalb diese nun eine Unterklasse der Cupin-

Superfamilie bilden (Dunwell et al. 2001).

Vertreter der Cupin-Superfamilie finden sich sowohl in Prokaryoten als auch in Eukaryoten, und
insgesamt gehort diese Proteinfamilie zu den funktionell diversesten. Viele Cupine binden
Metallionen im katalytischen Zentrum, besonders haufig Eisen (Dunwell et al. 2004), jedoch gilt
dies nicht fur alle Vertreter. Fiir die Ectoin-Synthase wurde ebenfalls spekuliert, dass aufgrund
der Zuordnung zu der Cupin-Superfamilie Eisenionen im katalytischen Zentrum beteiligt sein
konnten (Argandofia et al. 2010). Dies ist jedoch eher unwahrscheinlich, da die fir die
Metallbindung identifizierten Histidinreste der konservierten Motive in dieser Enzymfamilie
fehlen. Zudem ist flr die evolutionar den Ectoin-Synthasen am nachsten verwandte Unterklasse
der Cupine, die dTDP-4-Dehydrorhamnose-3,5-Epimerasen, bekannt, dass sie keine Metallionen

benotigen (Dunwell et al. 2001).

Gemein ist den Vertretern der Cupine die konservierte Tertiarstruktur, die als sehr
temperaturstabil gilt und eine hohe Resistenz gegenliber Proteaseabbau vermittelt. Evolutionér
betrachtet wird prognostiziert, dass die Proteinfamilie der Cupine sich von einem
trockentoleranten kleinen Protocupin aus Thermotoga maritima ableitet. Tatsachlich finden

sich unter den Cupinen viele Proteine, die unter abiotischen Stressbedingungen induziert
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werden, wie auch die Ectoin-Synthase als Enzym der Stressantwort in einem moderat

halophilen Organismus (Dunwell et al. 2001).
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Abbildung 63: Sequenz-Alignment verschiedener Cupine (Dunwell et al. 2001)

In einem roten Kasten hervorgehoben sind die Ectoin-Synthasen aus Chromohalobacter salexigens (ehemals
H. elongata: ESYhel) und Marinococcus halophilus (ESYmha). Blau hervorgehoben sind konservierte Reste des
aktiven Zentrums, rot hervorgehoben sind konservierte Struktur-bestimmende Reste. Die Pfeile C-H stellen die 6
charakteristischen B-Stringe dar.

147



IV Diskussion

Aufgrund der konservierten Tertidrstruktur dieser Proteinfamilie kann spekuliert werden, ob
die Ectoin-Synthase strukturell anderen Vertretern dieser Familie dhneln kénnte. Als Modell ist
in Abbildung 64 die bekannte Struktur einer dTDP-4-Dehydrorhamnose 3,5-epimerase (RmIC)
aus Salmonella enterica dargestellt. Diese Enzyme sollen nach Dunwell et al. (2001) den Ectoin-
Synthasen phylogenetisch betrachtet am nachsten stehen, ohne Strukturdaten zu einer Ectoin-

Synthase sind solche Vergleiche jedoch rein hypothetisch zu sehen.

Abbildung 64: Struktur eines bekannten Cupins (aus Dunwell et al. 2001)
Gezeigt ist das Dimer der dTDP-4-Dehydrorhamnose 3,5-epimerase (RmIC) aus Salmonella enterica. Dieses Enzym

katalysiert die Umsetzung von dTDP-4-keto-6-deoxy-D-Glucose in dTDP-4-keto-L-Rhamnose und steht in der
phylogenetischen Verwandschaft der Cupine den Ectoin-Synthasen am néachsten (Dunwell et al. 2001).

1.2.2 Expression

Die Ectoin-Synthase aus H. elongata sollte im Rahmen dieser Arbeit naher charakterisiert
werden, wozu es notwendig war das Enzym fir den in vitro-Einsatz zu isolieren. Fir die aus
H. elongata stammende Ectoin-Synthase war bislang noch kein heterologes Expressionssystem
beschrieben worden, und fiir die einzigen publizierten Daten zu diesem Enzym (Ono et al. 1999)
wurde das Protein aus dem Ursprungsorganismus isoliert. Eine heterologe Expression
kombiniert jedoch die Vorteile einer erhdhten Ausbeute durch die Wahl eines starken
Promotors und der Moglichkeit, einen Affinitdts-tag an das Expressionsprodukt zu fusionieren,
um die Reinigung des Proteins zu erleichtern. Zudem wird durch die Verwendung eines

Expressionsvektors die Kopienzahl des Gens erhoht.

Fiir andere Organismen war aus vorangegangenen Arbeiten bereits bekannt, dass die Proteine
des Ectoin-Biosyntheseweges in E. coli exprimierbar und funktionell sind. So konnten die

entsprechenden Enzyme aus dem Gram-positiven Organismus Marinococcus halophilus sowohl
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als Cluster (Louis und Galinski 1997; Bestvater 2001; Bestvater et al. 2008) als auch einzeln
(Egler 2004) in E. coli exprimiert werden. Entsprechende Arbeiten wurden kirzlich auch mit
dem Ectoin-Cluster aus dem Gram-negativen Organismus Pseudomonas stutzeri sowie der aus

diesem Organismus stammenden Ectoin-Synthase durchgefiihrt (Seip et al. 2011).

Aufgrund der Erfahrungen aus vergangenen Arbeiten wurde im Rahmen der vorliegenden
Arbeit mit E. coli BL21 (DE3) in Kombination mit dem pET-Vektor ein starkes heterologes
Expressionssystem fiir die Ectoin-Synthase aus H. elongata gewahlt. Wie gezeigt werden konnte
(vgl. 1114.2) Iasst sich das Enzym sowohl in nativer Form als auch mit C-terminalem Hisg-tag in
groller Menge in E. coli exprimieren und liegt in den Zellen l6slich vor. Das Auftreten von
sogenannten inclusion bodies konnte nicht beobachtet werden, so dass davon ausgegangen
werden kann, dass das Protein nativ gefaltet wurde. Die heterologe EctC-Expression vermittelte
dem E. coli-Stamm zudem die Fahigkeit zur ADPC-Synthese (vgl.Il17.1.1), so dass die
Funktionalitat des Enzyms bereits in vivo nachgewiesen wurde. Die starke Expression und
cytoplasmatische Akkumulation der Ectoin-Synthase in E. coli mag auf den sauren Charakter
(siehe 1V1.2.1) des Proteins zuriickzufiihren sein. Wilkinson und Harrison entwickelten 1991 ein
Modell, um die Loslichkeit von Proteinen in E. coli vorherzusagen (Wilkinson und Harrison 1991;
Tokunaga et al. 2010a). Hiernach sind Proteine, die ein hohes Verhaltnis von sauren zu
basischen Aminosauren aufweisen, mit einer erhohten Wahrscheinlichkeit in E. coli 10slich

exprimierbar.

Die Expression der Ectoin-Synthase in E. coli DH5a in Kombination mit dem pASK-IBA-
Vektorsystem konnte zwar ebenfalls gezeigt werden (vgl. 1114.2.2), jedoch fiel hier die
Proteinausbeute deutlich geringer aus, was vermutlich auf den schwacheren tet-Promotor
zurilickzufiihren ist. Eine solche schwachere Expression kann fiir Proteine, die zur Aggregation in
inclusion bodies neigen, eine sinnvolle Losung darstellen, ist aber flir die Ectoin-Synthase
unnétig, da eine Uberexpression von funktionellem Protein unter Kontrolle des starken T7-

Promotors (pET-Vektor) erfolgreich gezeigt wurde (siehe 1114.2.1).

1.2.3 Reinigung
Fir die Isolierung heterolog exprimierter Proteine von dem Gesamtproteom des
Wirtsorganismus stehen verschiedene Methoden zur Verfligung. Die Fusion des

Expressionsprodukts an einen Affinitdts-tag (z. B. Hisg-tag oder Strep-tag) ermoglicht eine
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Proteinreinigung mittels Affinitatschromatographie und erlaubt so eine spezifische Isolierung
des gewiinschten Proteins in hoher Reinheit. Jedoch ist eine solche Fusionierung ein nicht
unerheblicher Eingriff in die Primarstruktur eines Proteins und kann die native Faltung negativ

beeinflussen oder auch die Oligomerisierung von Proteinuntereinheiten behindern.

In vorangegangenen Arbeiten (Bestvater 2001; Kiss 2002; Egler 2004) wurde bereits gezeigt,
dass die Ectoin-Synthase aus M. halophilus mit C-terminalem Hisg-tag aktiv exprimiert und
gereinigt werden kann, wahrend eine N-terminale Fusion mit einer Hisg-Region das Enzym
inaktiviert. Aufgrund dieser Erfahrungswerte wurde eine Hisg-tag-Fusion in der vorliegenden
Arbeit an der Ectoin-Synthase aus H. elongata nur C-terminal vorgenommen. Auf diese Weise
konnte das Enzym (EctC_Hel_His) erfolgreich und mit einer hohen Reinheit aus E. coli BL21
(DE3) isoliert werden (vgl. l114.3.1). Eine negative Beeinflussung der Enzymaktivitat durch die

Fusionierung mit dem Affinitdts-tag konnte nicht festgestellt werden (vgl. 1115.2).

Auf eine N-terminale Fusion mit einem Hisg-tag wurde aufgrund der Versuche mit der Ectoin-
Synthase aus M. halophilus (Kiss 2002) verzichtet, jedoch wurde in der vorliegenden Arbeit ein
Versuch unternommen, eine N-terminale Fusion mit einem weiteren Affinitats-tag, dem Strep-
tag, vorzunehmen. Der aus einer ausgewogenen Abfolge von acht Aminosdauren bestehende
Strep-tag wird von IBA beworben mit der Aussage, dass durch diesen Affinitats-tag generell kein
Effekt auf Proteinstruktur oder -Aktivitdt zu erwarten ist. In der vorliegenden Arbeit konnte
jedoch gezeigt werden, dass auch die N-terminale Fusion mit einem Strep-tag die Ectoin-
Synthase aus H. elongata inaktiviert (vgl. 1114.3.2). Hieraus lasst sich ableiten, dass dem N-
Terminus des Enzyms eine wichtige Rolle in der nativen Faltung bzw. der Dimerisierung oder
sogar im katalytischen Zentrum zukommen muss. Tatsachlich zeigt ein Alignment verschiedener
Ectoin-Synthasen eine starke Konservierung des N-Terminus (vgl. Abbildung 60), wahrend der

C-Terminus des Enzyms eher variabel gestaltet ist.

Zusatzlich zu der Proteinreinigung mittels Affinitatschromatographie wurde im Rahmen dieser
Arbeit auch eine Proteinreinigung (ber Ammoniumsulfat-Fallung und hydrophobe
Interaktionschromatographie durchgefiihrt. Auf diese Weise sollte die Ectoin-Synthase in
nativer Form ohne eventuell stérenden Affinitats-tag und Spacer-Aminosdauren gewonnen
werden. Eine solche native Ectoin-Synthase wurde zum einen fiir die Kristallisation und
Strukturanalyse bendtigt, zum anderen war auch unklar, ob die Fusion mit einem Affinitats-tag

moglicherweise die Aktivitdt des Enzyms negativ beeinflussen wiirde. In der vorangegangenen
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Arbeit an der Ectoin-Synthase aus M. halophilus (Egler 2004) war lediglich das C-terminal mit
einem Hisg-tag versehene Enzym untersucht worden, und die Aktivitdt des Enzyms lag mit einer
Vmax von 8,8 umol*min'l*mg'1 deutlich unter der der nativ gereinigten Ectoin-Synthase aus

H. elongata mit einer Vmax von 56 umol*min**mg™ (Ono et al. 1999).

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte die heterolog exprimierte Ectoin-Synthase
erfolgreich nativ aus E. coli isoliert werden. Durch eine Fallung mit Ammoniumsulfat wurde der
groRte Anteil des E. coli-Proteoms prazipitiert, so dass die Ectoin-Synthase bereits in erhohter
Reinheit im Fillungs-Uberstand verblieb (vgl. 1114.3.3). Dies ist vermutlich auf den bereits
erwahnten sauren Charakter des Enzyms zuriickzufiihren, der der Ectoin-Synthase eine hohe
Loslichkeit und Stabilitat auch unter Hochsalzbedingungen vermittelt. Die weitere Reinigung
mittels hydrophober Interaktionschromatographie erbrachte schlieBlich das Zielprotein in

hoher Reinheit.

Die unterschiedlichen hier angewendeten Methoden der Proteinreinigung weisen die Ectoin-
Synthase aus H. elongata als ein auch unter Hochsalzbedingungen recht stabiles Enzym aus,
dass Modifikationen am C-Terminus in Form von Fusions-tags gut toleriert, am N-Terminus

jedoch sensitiv gegenliber Modifikationen ist.

1.2.4 Strukturaufklarung

Die erste Charakterisierung der Ectoin-Synthase aus H. elongata (Ono et al. 1999) beschreibt
ein mittels SDS-PAGE ermitteltes Molekulargewicht von etwa 19 kDa sowie von 35 kDa in der
Gelfiltration, das auf eine native Dimerisierung oder aber eine unspezifische Aggregation unter
Hochsalzbedingungen zuriickgefiihrt wurde. Mit dem Vorliegen der Sequenz kann das
Molekulargewicht der Ectoin-Synthase aus H. elongata heute auf 15,46 kDa festgelegt werden.
Die in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Analysen des Enzyms mittels Gelfiltration

unterstitzen die Annahme, dass die Ectoin-Synthase nativ als Homodimer vorliegt.

Weitergehende Versuche, die Struktur des Enzyms nadher aufzukldren, sollten durch
Kristallisation und Rontgenbeugung in Kooperation mit Prof. Dr. D. Rice (Sheffield, UK) erfolgen.
Jedoch konnte auch nach mehrfachen Versuchen eine Kristallisation der nativen Ectoin-
Synthase (EctC_Hel) nicht erreicht werden (Prof. Dr. D. Rice, miindliche Mitteilung). Eine NMR-

Analyse des Enzyms zeigte einen flexiblen Bereich am C-Terminus (ca. 10 Aminosauren), der mit
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der Kristallisation interferieren kénnte. Aus diesem Grund wurde das Enzym C-terminal um 10
Aminosauren verkirzt und wieder in die Kristallisationsexperimente eingesetzt. Tatsachlich
konnte mit diesem modifizierten Protein (EctC-10_Hel) eine Kristallisation erreicht werden. Die
Qualitat der erhaltenen Kristalle reichte jedoch fir eine Strukturaufklarung nicht aus (D. Rice,

muindliche Mitteilung).

Dennoch konnte durch die C-terminale Verkiirzung des Enzyms eine drastische Verbesserung
des Kristallisationsprozesses erzielt werden. Das Alignment verschiedener funktioneller Ectoin-
Synthasen zeigt, dass der C-Terminus des Enzyms weitaus variabler gestaltet ist als z. B. der
recht konservierte N-Terminus (vgl. Abbildung 60). Zudem wurden im Rahmen der vorliegenden
Arbeit bereits verschiedene C-terminal modifizierte EctC-Formen konstruiert (EctC-10_Hel,
EctC-9 Hel, EctC-8 Hel), so dass in weiterfihrenden Versuchen auch diese Proteine in
Kristallisationsexperimente eingesetzt werden konnten. Es ist an dieser Stelle nicht
auszuschliellen, dass mit 10 Aminosaduren eine zu starke Verkirzung vorgenommen wurde, die
die Struktur der Ectoin-Synthase negativ beeinflussen konnte. Der Vergleich der Aktivitaten der
verschiedenen EctC-Formen (vgl. 1115.3) zeigt eine deutliche Aktivitditsminderung im Fall von
EctC-10_Hel, was ebenfalls ein Hinweis darauf sein kénnte, dass diese Verkirzung zu drastisch

war.

Wie unter 1V1.2.1.1 beschrieben kann an dieser Stelle zwar prognostiziert werden, dass die
Ectoin-Synthase eine Tertiarstruktur annehmen diirfte, wie sie den Vertretern der Cupin-
Superfamilie zu Eigen ist. Jedoch ist eine solche Vermutung lediglich aufgrund von

Sequenzahnlichkeiten sehr vage und sollte durch experimentelle Daten abgesichert werden.

1.2.5 Charakterisierung

Die Charakterisierung der Ectoin-Synthase aus H. elongata in Bezug auf pH-Optimum und
Einfluss der lonenkonzentration erbrachte ein komplexes Bild. Es kann mit Sicherheit von einem
pH-Optimum im leicht Alkalischen ausgegangen werden, also im Bereich von pH 8,5-9,0. Dieses
Ergebnis deckt sich mit den Daten von Ono und Egler (pH-Optimum bei pH 8,5; Ono et al. 1999;
Egler 2004). Bei einem pH von 8,5 zeigt sich zudem ein Salz-Optimum von 0,5 M NaCl, ebenfalls
entsprechend den vorangegangenen Publikationen. Eine genauere Betrachtung der
enzymatischen Aktivitdt unter variablen pH-Werten und lonenkonzentrationen im Puffer |dsst

jedoch auf einen weiteren interessanten Zusammenhang dieser zwei Parameter schlieflen.
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Tatsachlich scheinen pH-Wert und Salzkonzentration einen entgegen gerichteten Effekt auf die
Aktivitat der Ectoin-Synthase zu haben. Wahrend bei einem eher neutralem pH von 7,5-8,0 die
Aktivitat der Ectoin-Synthase in einem Salinitatsbereich von 0,2-1,0 M NaCl recht stabil bleibt,
mit einem Optimum im Bereich von 1,0 M NaCl, verschiebt sich dieses Optimum mit
steigendem pH in den niedrigeren Salinitatsbereich (vgl. Abbildung 22). Diese Beobachtung mag
einen Hinweis auf modgliche Regulationsmechanismen des Enzyms geben und kdnnte im
Zusammenhang mit dem schon erwahnten hohen Anteil saurer Aminosauren (vgl. Abbildung

61) stehen.

Eine Aktivierung im Alkalischen wiirde fiir ein Ectoin-bildendes Enzym Sinn machen, weil man
doch, dass als Antwort auf einen Salzschock eine Alkalisierung des Cytoplasmas erfolgt
(Dinnbier et al. 1988, Egler 2004). Eine Regulation der Ectoinbiosynthese (iber den
intrazellularen pH-Wert wurde auch schon fiir den Organismus Marinococcus halophilus
diskutiert, da auch hier die biosynthetischen Enzyme ihr Aktivitatsoptimum bei alkalischem pH
zeigten und der cytoplasmatische pH nach einem osmotischen Schock von pH 7,6 auf pH 8,2
erhoht wurde (Egler 2004). Eine hohe lonenstidrke konnte jedoch durch Interaktion mit den
sauren Gruppen einen gegenteiligen Effekt hervorrufen, insbesondere im Alkalischen, wo die
negative Ladung des Enzyms durch die schwachere Protonierung der basischen Aminosauren
noch verstarkt sein dirfte. Tatsachlich war in den Aktivitdts-Assays ein solcher Effekt zu

beobachten.

Vergleicht man die Aktivitat des Enzyms in Anwesenheit von KCl und NaCl, so zeigt sich, dass
mit KCl eine leichte Verschiebung des Optimums in den Bereich der hoheren
lonenkonzentration erfolgt. Die Charakterisierung der Ectoin-Synthase aus dem Gram-positiven
Organismus M. halophilus lieR keine unterschiedliche Reaktion auf Natrium- oder Kaliumionen

feststellen (Egler 2004).

Insgesamt konnte gezeigt werden, dass die lonenstarke einen weniger starken Effekt auf die
Aktivitdt der Ectoin-Synthase zu haben scheint als der pH des Umgebungsmilieus. Fir
zukinftige Versuche sollten jedoch auch Salzkonzentrationen unterhalb von 0,2 M gewahlt

werden, um zu Uberprifen, ob die Ectoin-Synthase auch im Niedrigsalz-Milieu aktiv bleibt.
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1.2.5.1 Auswirkung des C-Terminus

Ausgehend von den Versuchen zur Strukturanalyse mittels Kristallisation wurden in der
vorliegenden Arbeit verschiedene EctC-Formen konstruiert, bei denen der C-Terminus des
Enzyms in der Liange modifiziert wurde. Zudem wurden durch das Einbringen eines C-
terminalen Hisg-Fusionstags zwei weitere EctC-Formen modifiziert. Durch den Vergleich der
Aktivitaten dieser C-terminal modifizierten Ectoin-Synthasen lassen sich Riickschliisse auf
potentielle Regulationsmechanismen ziehen. Zum besseren Verstandnis sind in Abbildung 65

die C-Termini der verschiedenen EctC-Formen zusammengefasst.

EctC Hel REDGSYAPAREADDQEPL 137
EctC-8 Hel REDGSYAP 129
EctC-9 Hel REDGSYAPA 128
EctC-10 Hel REDGSYAP 127
EctC Hel His REDGSYAPARFADDQKPLLEHHHHHH 145
EctC-10 Hel His REDGSYAPIMHHHHHH 135

Abbildung 65: C-Termini der versch. EctC-Formen

Farbig hervorgehoben ist ein saurer Aminosaurerest, der von regulatorischer Bedeutung sein kénnte. Fett
hervorgehoben dargestellt sind die Spacer-Aminosauren bei Einbringen eines Fusions-tags.

Die native Ectoin-Synthase EctC_Hel weist einen C-Terminus auf, der im Vergleich mit
bekannten Ectoin-Synthasen aus anderen Ectoin-produzierenden Organismen auffallend lang
ist und einen hohen Anteil saurer Aminosaduren aufweist (vgl. Abbildung 60). Fir die
Kristallisation wurde die um 10 Aminosduren verkiirzte Form EctC-10_Hel erstellt, deren
Aktivitat im Vergleich zur nativen Form jedoch dramatisch reduziert ist (vgl. Abbildung 25 und
Abbildung 26). Die weniger stark verkiirzten Formen EctC-9_Hel und EctC-8 Hel sind ebenfalls
in ihrer enzymatischen Aktivitdt reduziert, interessanter Weise verlauft jedoch die

Aktivitatsminderung analog zu der Anzahl der fehlenden Aminosauren (vgl. Abbildung 25).

Auffallig ist der Einfluss eines C-terminalen Hisg-Fusionstags auf die Aktivitat der Ectoin-
Synthase. Ein negativer Einfluss konnte nicht festgestellt werden, eher eine leichte
Aktivitatssteigerung der Form EctC_Hel_His verglichen mit der nativen Form EctC_Hel unter

hoherer lonenstarke (0,5-3,0 M KCI). Noch deutlicher wird dieser Effekt fir die um 10
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Aminosauren verkirzte Form EctC-10_Hel. Wahrend diese EctC-Form wie schon erwahnt eine
dramatische Reduktion der Aktivitat zeigt, wird diese Aktivitatsminderung durch Einbringen des
Hisg-tags wieder teilweise zuriickgenommen. Bei einer Salzkonzentration von 0,5 M und pH 8,5
entspricht die Aktivitdat des Fusionsproteins EctC-10_Hel_His etwa der Aktivitat der Variante
EctC-8 und bei steigender lonenkonzentration wird sogar der Aktivitatslevel der nativen Ectoin-

Synthase erreicht (vgl. Abbildung 25, Abbildung 26).

Es wird an dieser Stelle prognostiziert, dass dieser oben beschriebene Effekt des Fusionstags
nicht auf die Abfolge der sechs Histidine zurlickzufiihren ist, sondern vielmehr auf die zwei
eingebrachten Spacer-Aminosauren Leucin und Glutamat, genauer vermutlich auf die saure
Aminosaure Glutamat. Betrachtet man Abbildung 65, so fallt auf dass das eingebrachte
Glutamat des Fusionstags einen ebenfalls sauren Aspartat-Rest ersetzt, der bei den verkirzten
Formen EctC-9 Hel und Ect-10_Hel wegfallt. Dieser saure Aminosdure-Rest kénnte ausgehend
von den vorliegenden Daten eine Konformations-bestimmende und/oder regulatorische Rolle
spielen. Betrachtet man Ectoin-Synthasen aus anderen Organismen, so scheint eine saure
Aminosdure an dieser Position weit verbreitet (vgl. Abbildung 60). In zukiinftigen
Untersuchungen sollten deshalb die Reaktionen der EctC-Formen EctC-9_Hel und EctC-8 Hel

auf verschiedene Salzkonzentrationen verglichen werden.

1.2.6 Substratspektrum
Ectoin-Synthasen wurden bislang fiir sehr spezifische Enzyme der Ectoin-Biosynthese gehalten,
mit der einzigen Funktion der Umwandlung von Ny-Acetyl-L-2,4-diaminobuttersaure (ADABA) in

Ectoin.

Bei in vitro-Analysen der Ectoin-Synthase aus H. elongata wurde bereits 1999 das
Substratspektrum des Enzyms untersucht, unter der Annahme, dass neben ADABA auch
strukturell verwandte Diaminosauren zyklisiert werden kdnnten (Ono et al. 1999). Als putative
Substrate fiir eine solche Kondensationsreaktion wurden Na-Acetyl-L-Asparagin, Na-Acetyl-L-
Ornithin, Na-Acetyl-L-Lysin sowie Ne-Acetyl-L-Lysin eingesetzt, jedoch konnte mit keiner dieser
Substanzen eine durch die Ectoin-Synthase katalysierte Reaktion festgestellt werden (Ono et al.
1999). 2005 wurde mit der Entdeckung des ADPC in H. elongata KB1 die Nutzung von Glutamin
als Substrat vorgeschlagen, und diese Nebenreaktion der Ectoin-Synthase durch in vitro-Assays

mit dem entsprechenden Enzym aus Marinococcus halophilus auch nachgewiesen (Witt 2005).
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Eine Reversibilitat der Ectoin-Synthase war bereits 1990 von Peters prognostiziert worden, als
in Zellextrakten des Organismus Ectothiorhodospira halochloris die Umwandlung von Ectoin in
die Vorstufe ADABA beobachtet wurde (Peters et al. 1990). Angesichts des kirzlich in
H. elongata aufgedeckten Ectoin-Abbauwegs, der vollig unabhangig von der Ectoin-Synthase
verlauft (Schwibbert et al. 2010), ist jedoch davon auszugehen, dass es sich hier nicht um eine
Reaktion der Ectoin-Synthase handelte. Ahnlich verhilt es sich mit Versuchen an einer nicht
vollstandig gereinigten Ectoin-Synthase aus Streptomyces, die auf eine mogliche Ectoin-
Hydrolyse hindeuteten (Grammel 1999). Auch hier kann eine Verunreinigung mit Enzymen
eines Ectoin-Abbauwegs nicht ausgeschlossen werden. 1999 wurde durch in vitro-Analysen der
aus H. elongata isolierten Ectoin-Synthase die Reversibilitdit des Enzyms untersucht, indem
Ectoin als Substrat angeboten wurde (Ono et al. 1999). Das Ausbleiben einer Reaktion

charakterisierte das Enzym damals als irreversibel.

In der vorliegenden Arbeit konnte das Substratspektrum der Ectoin-Synthase aus H. elongata
um einige Substanzen erweitert werden. Glutamin als Substrat fiir eine Kondensationsreaktion
zu ADPC spielt zwar, wie die Reaktionsgeschwindigkeit von nur etwa 0,1 U/mg zeigt, eine eher
untergeordnete Rolle im Rahmen einer langsamen Nebenreaktion. Dennoch wurde durch diese
Reaktion, bei der es sich nachgewiesenermallen um eine Gleichgewichtseinstellung handelt,
erstmals die Reversibilitdat der Ectoin-Synthase entdeckt. Die Hydrolyse des ADPC verlauft mit
etwa 0,3U/mg sogar schneller als die Kondensationsreaktion und erklart mit der
Gleichgewichtseinstellung auf Seiten des Glutamins, weshalb eine vollstandige Umsetzung von
Glutamin zu ADPC bereits in der vorangegangenen Diplomarbeit nicht erreicht werden konnte

(Witt 2005).

Mit der nachfolgenden Untersuchung zur hydrolytischen Aktivitat der Ectoin-Synthase konnten
dem Substratspektrum des Enzyms mit DL-DHMICA und L-Homoectoin zwei weitere zyklische
Aminosaure-Derivate hinzugefligt werden. Die Umsetzung von L-Homoectoin in N&-Acetyl-L-
Ornithin verlief deutlich schneller als die ADPC-Hydrolyse, so dass fiir diese Reaktion kinetische
Daten generiert werden konnten. Mit einer V. von etwa 4,6 U/mg und einem K,, von etwa
28,7 mM st allerdings auch diese Reaktion im Vergleich zur Ectoin-Bildung (Vimax: 56 U/mg, Kp:
8,4; Ono et al. 1999) als langsamere Nebenreaktion zu werten. Dennoch konnte die wahrend
der vorliegenden Arbeit gereinigte Ectoin-Synthase bereits erfolgreich fir die Herstellung der

seltenen Substanz N6&-Acetyl-L-Ornithin aus Homoectoin verwendet werden (Grof8 2010). Die
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Umsetzung des racemischen DL-DHMICA ist mit etwa 0,16 U/mg ebenfalls eine langsame
Nebenreaktion, zeigt aber deutlich, dass auch die hydrolytische Aktivitdt der Ectoin-Synthase

stereospezifisch verlauft, da exakt 50 % des Racemats nach der Reaktion verbleiben.

Vergleicht man die verschiedenen Hydrolysereaktionen, sowie die getesteten Substrate die
nicht hydrolysiert werden, so fallt auf, dass unter den hydrolytisch spaltbaren Ringen keine 6-
Ring-Verbindungen auftauchen. Eine komplette Umsetzung konnte fiir den 7-Ring Homoectoin
und den 5-Ring DHMICA gezeigt werden, der 5-Ring ADPC wird trotz Gleichgewichtseinstellung
ebenfalls zu ca. 80 % hydrolysiert. Im Fall von Ectoin bzw. Hydroxyectoin scheint das
Gleichgewicht der Reaktion dagegen vollstandig auf der Seite des zyklischen Produktes zu
liegen, moglicherweise aufgrund der chemischen Stabilitat einer 6-Ring-Struktur. Dies erklart
auch, weshalb trotz der nachgewiesenen Reversibilitat des Enzyms fiir den Ectoin-Abbau in
H. elongata ein von der Ectoin-Synthase unabhdngiger Weg genutzt wird (Schwibbert et al.

2010).

2 Veranderte Proteinexpression in H. elongata KB1

Wie im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden konnte, tritt im Gesamtprotein der H. elongata-
Mutante KB1 im Vergleich zum Wildtyp eine verstarkte Menge des EctC-Expressionsproduktes
auf. Eine solche Verdnderung in der Proteinzusammensetzung sollte seine Ursache in der
Deletion des ectA-Gens haben, da diese die KB1-Mutante auszeichnet. Jedoch stellt sich die

Frage, ob die Veranderung der EctC-Menge ein Effekt der Transkription oder der Translation ist.

In einer vorangegangenen Arbeit (Stumpfe 2003) wurde die Transkription des ectABC-Clusters
aus H. elongata mittels Northern-Blot-Analyse sowie RT-PCR naher untersucht. Hierbei wurden
Einzeltranskripte der drei Gene sowie ein Gesamttranskript (ectABC) und zwei Cotranskripte
ectBC und ectBCR detektiert. Ausgehend von diesen Daten missen also alle drei Gene (iber
einen eigenen Promotor verfligen, zudem spricht die Prasenz von Einzeltranskripten neben
einem Gesamttranskript fiir das Vorliegen von Terminationsschleifen stromabwarts der
Ectoingene. Bereits in der genannten Arbeit (Stumpfe 2003) wurde der Stamm H. elongata KB1
untersucht und eine auffallig verstarkte Transkription des ectB- sowie des ectBC-Transkripts

gezeigt.

157



IV Diskussion

Die in vorangegangenen Arbeiten (Goller 1999; Stumpfe 2003) postulierten Promotorelemente,
Terminationsschleifen und Ribosomenbindestellen sind in Abbildung 66 zusammengefasst.
Kirzlich wurde die Transkription des Ectoin-Clusters in H. elongata experimentell weiter

aufgeklart (Schwibbert et al. 2010), auch diese Daten wurden in Abbildung 66 integriert.
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Abbildung 66: Transkriptions- und Translations-bestimmende Elemente des Ectoingenclusters in H. elongata

Dargestellt ist das ectABC-Cluster aus H. elongata mitsamt den entsprechenden Promotorbereichen. Es liegen
Promotoren des 038-, ¢’’- und 054-Typs vor (Goller 1999; Schwibbert et al. 2010), sowie einige putative gearbox-
Elemente (Goller 1999). Ein vor ectB liegender Promotor des oaz-Typs wurde in C. salexigens identifiziert (Calderén
et al. 2004) und findet sich in identischer Sequenz auch in H. elongata. Vor ectA und ectC liegende
Transkriptionsstartpunkte wurden experimentell ermittelt (Burdziak 2006; Schwibbert et al. 2010). Putative
Bereiche von Terminationsschleifen sind mit einer wellenférmigen, darauffolgende AT-reiche Regionen mit einer
durchbrochenen Linie markiert (Stumpfe 2003). Ribosomenbindestellen sind elliptisch hinterlegt. Der in
H. elongata KB1 genomisch deletierte Bereich (Grammann 2000) um das ectA-Gen wurde in dieser Abbildung durch
eckige Klammern gekennzeichnet. In H. elongata KB1 (AectA) wurde eine Punktmutation identifiziert (Position 406,
G © A) (Grammann 2000), die die -35-Region des 6>>-Promotors betrifft.
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In einer Studie zur Transkription der Ectoingene in Chromohalobacter salexigens (Calderén et
al. 2004) wurden Promotorelemente beschrieben, die sich teils in identischer Sequenz auch in
H. elongata wiederfinden, wie der Promotorbereich vor dem ectB-Gen. Diese Daten wurden

ebenfalls in Abbildung 66 eingefligt.

In H. elongata KB1 wurden bei der Deletion des ectA-Gens neben dem Genbereich auch einige
Basen stromauf- und stromabwarts von ectA entfernt (Grammann et al. 2002), wie in Abbildung
66 dargestellt. Es ist davon auszugehen, dass diese genomische Veranderung innerhalb des
Ectoinbiosynthese-Genclusters Auswirkungen auf die Transkription der verbleibenden Gene
(ectB und ectC) haben muss, denn nicht nur die Terminationsschleife hinter ectA wurde

entfernt, auch der innerhalb von ectA liegende putative ectB-Promotor entféllt.

Mithilfe der in Abbildung 66 zusammengefassten Daten lasst sich somit die folgende Hypothese
aufstellen, die die erhéhte EctC-Menge in H. elongata KB1 erklaren kénnte: Durch die Deletion
von ectA entfallt sowohl die Terminationsschleife hinter ectA als auch der Promotorbereich vor
ectB. Somit muss die Transkription von ectB sowie des ectBC-Cotranskripts nun ausgehend von
dem ehemals vor ectA liegenden Promotorbereich (promA) erfolgen. Bedenkt man die in KB1
nachgewiesenermallien gesteigerte Transkriptmenge (Stumpfe 2003), so scheint dieser
Promotorbereich im Vergleich zum ectB-Promotor eine starkere Transkription zu erlauben.
Interessant ist in diesem Zusammenhang, dass in C. salexigens innerhalb der promA-Region vier
Transkriptionsstartpunkte nachgewiesen werden konnten, vor ectB jedoch nur einer (Calderén
et al. 2004). Fir H.elongata wurden vor ectA immerhin zwei Transkriptionsstartpunkte
identifiziert (Burdziak 2006; Schwibbert et al. 2010), jedoch bislang keiner vor ectB. Durch das
Vorliegen eines ectBC-Cotranskripts (Stumpfe 2003), das darauf hindeutet dass zwischen den
beiden Genen sehr wahrscheinlich eine nur schwache Terminationsschleife vorliegt, muss sich
der Austausch des Promotors vor ectB (von promB zu promA) indirekt auch auf die EctC-Menge
auswirken. Es sieht also ausgehend von dieser Hypothese so aus, dass die in H. elongata KB1
nachgewiesene erhohte EctC-Menge rein durch transkriptive Effekte zu erklaren ist. Da sich die
vor den Genen liegenden Ribosomenbindestellen durch die ectA-Deletion nicht verdndern, ist

eine Auswirkung auf translationaler Ebene nicht wahrscheinlich.

Weiter verkompliziert wird die Auswertung der vorliegenden Daten jedoch noch durch eine
bereits 2000 beschriebene Punktmutation im Promotorbereich des Stammes H. elongata KB1

(Grammann 2000). Diese Punktmutation (G = A an Position 406, Abbildung 66) liegt in der -35-
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Region eines kirzlich publizierten 0°®-Promotors (Schwibbert et al. 2010) und kénnte somit
ebenfalls eine Auswirkung auf die Transkription der nachfolgenden Gene haben. o°-
Promotoren galten bislang als wenig konserviert in der -35-Region (Lee und Gralla 2001;
Espinosa-Urgel et al. 1996), jedoch wurde flir osmotisch induzierte o°®-Promotoren das
charakteristische sogenannte G-Element der Konsensus-Sequenz GCGG in dieser Position
beschrieben (Lee und Gralla 2004). Durch die Punktmutation in H. elongata KB1 wird diese
Konsensus-Sequenz in GCAG verandert. An dieser Stelle muss offen bleiben, in wieweit sich
diese Mutation tatsachlich auf das Transkriptionsgeschehen in der Promotorregion auswirken
kann. Bislang wurden Verdanderungen der Konsensus-Sequenz des G-Elements nur mit einer

herabgesetzten Transkription in Verbindung gebracht (Lee und Gralla 2004), in H. elongata KB1

beobachten wir jedoch einen Anstieg des EctC-Expressionsproduktes.

Die oben beschriebenen Beobachtungen am Stamm H. elongata KB1 dienten als Grundlage zur
Verwendung der neuen Promotorregion promKB1 in einem Plasmid und damit zur Konstruktion

des Vektors pWUB (vgl. 1116.2).

-35 o™
Promh CGAGCGECCEETGEETCGATGTCGCARGAATGEEGEAGAGCCGCTACATAC CCTGGGGA 360
Promkel CGAGCGECCEETGEETCEATGTCGCARGAATGGEGEAGAGCCGCTACATAC CCTGGGEA 359
LR R R R e E L
-10 o -35 g0
Promi GTGGEG TTTCTATTATGGAATTCAGCAAGCAAGATAACCTGGETTT TGA 420
PromkBl [ehyelele TTTCTATTATGGAATTCAGCAAGCAAGATARACCTGETTT, TGA 419
LR L R R
-10 o" RBS
Promh CCATAAGCGGCTGT GCCGATCARATTCGCT-ACHBEEARCCACGAACATG 475
PromyBl CCATAAGCGGCTGET CCCGATCAAATTCGCTCACAGGAGETCG—-—ACATGE 472
R e R e R A L L * * kK ok Kk

Abbildung 67: Promotorelemente der Vektoren pPromEct und pWUB (Ausschnitt aus Abbildung 40)

Dargestellt sind die Promotorbereiche promA aus dem Vektor pPromEct sowie promKB1 aus dem Vektor pWUB.
Blau dargestellt wurden die Startcodons fiir ectA (promA) bzw. ectB (promKB1). Gelb hinterlegt ist ein durch die
Einfithrung einer Bsplulll-Schnittstelle verursachter Basenaustausch (CA 2 AC). Griin hinterlegt ist die potentielle
RBS vor ectA (promA) bzw. die RBS vor ectB (promKB1). Pink hinterlegt wurden die Transkriptions-bestimmenden

Elemente eines ¢**- sowie eines o’’-Promotors (Schwibbert et al. 2010). Eine Punktmutation an Position 351
betrifft die -35-Region des o*®-Promotors in promKB1.

Durch den Vergleich der Expressionslevel der Vektoren pPromEct (promA) und pWUB

(promKkB1) wurde gezeigt, dass das Einbringen einer optimierten Ribosomenbindestelle in den

Ectoin-Promotor zu einer starken Erhohung des Expressionslevels flhrt, in diesem Fall

vermutlich ein translationaler Effekt (vgl. 1V4.1). Die in Abbildung 67 gezeigte Sequenz des

promKB1-Bereichs aus dem Vektor pWUB entspricht jedoch nicht den die ectC-Expression
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bestimmenden Elementen im Genom des Stammes H. elongata KB1 (vgl. Abbildung 66), in dem
zwischen den Promotorelementen und dem ectC-Gen das ectB-Gen liegt, sowie eine andere
Ribosomenbindestelle fiir die Translation von ectC zustandig ist. Hier lasst sich vermuten, dass
auch die Kombination der vor ectC liegenden Ribosomenbindestelle der Sequenz GGAGAA mit
den in Abbildung 67 dargestellten transkriptiven Promotorelementen eine starkere Expression

erlaubt als die vor ectA liegende Ribosomenbindestelle der Sequenz AGCGAA.

Welcher Art die Auswirkungen auf die Transkription und/oder Translation in H. elongata KB1
tatsachlich sind, und ob es sich sogar um eine Kombination der oben beschriebenen Effekte

handelt, sollte in nachfolgenden Arbeiten durch Transkriptionsstudien verifiziert werden.

3 ADPC

3.1 Biosynthese in verschiedenen Stammen

Die Rolle der Ectoin-Synthase in der Biosynthese des ADPC konnte in der vorliegenden Arbeit
zweifelsfrei nachgewiesen werden. Bereits in der vorangegangenen Diplomarbeit (Witt 2005)
war eine ADPC-Akkumulation in dem Stamm H. elongata KB1 (AectA) gezeigt worden. Durch
genomische Deletion des ectC-Gens wird die Fahigkeit zur ADPC-Bildung ausgeschaltet, wie die
Charakterisierung des Stammes H. elongata WUBO2 (AectA, AectC) deutlich zeigt (vgl. 1111.2).
Die heterologe Expression des ectC-Gens aus H. elongata in E. coli , wie sie z. B. mit E. coli BL21
(DE3) pET-22b_ectC Hel durchgefuhrt wurde (vgl. 1114.2.1), vermittelt dem Organismus die
Fahigkeit zur ADPC-Synthese, was ebenfalls beweist, dass die Ectoin-Synthase ursachlich fiir die
Synthese ist. Zusatzlich konnte die enzymatisch katalysierte Reaktion mit isoliertem Enzym aus
H. elongata in vitro gezeigt werden (vgl.1115.4.1.1), wie zuvor bereits auch fir das

entsprechende Enzym aus M. halophilus (Witt 2005).

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte die Produktion von ADPC in verschiedenen
Organismen nachgewiesen bzw. induziert werden (vgl. l117.1.1). Die dadurch erhaltenen Daten
helfen, die Biosynthese der Substanz und deren Regulation besser zu verstehen. In diesem
Zusammenhang ist der Vergleich der H. elongata-Stamme KB1 (AectA) und SAA4 (ectA::Tn1732)
besonders interessant. In beiden Stammen ist die Ectoin-Biosynthese an derselben Stelle,
namlich der Acetylierungsreaktion zu ADABA, unterbrochen, so dass ein identisches

Solutespektrum der beiden Stamme erwartet worden war. Tatsdchlich jedoch zeigte sich ein
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deutlicher Unterschied im ADPC-Gehalt, der bei der Mutante KB1 mit ca. 14 mg/g TG deutlich
hoher ausfiel als bei SAA4 mit ca. 2 mg/gTG (vgl. Tabelle 11). Durch Vergleich des
Gesamtzellproteins konnte nachgewiesen werden, dass der Stamm KB1 eine verstarkte EctC-
Expression aufweist, deren Ursache in der genomischen Deletion von ectA und dadurch
verursachten Transkriptionseffekten liegt (vgl. 1116.1), die in der Mutante SAA4 fehlen. Der
Riickschluss, dass eine detektierbare ADPC-Produktion groRere Mengen Enzym bendtigt, wird
durch die Untersuchung des Stammes H. elongata WUB02 pWUB_ectC Hel bestarkt. Auch in
diesem Stamm ist ectA deletiert, ectC befindet sich jedoch anstelle der natirlichen Position im
Genom auf dem Vektor pWUB. Dadurch liegt das Gen in hoherer Kopienzahl vor und steht
zudem unter der Kontrolle eines starken Promotors, die Menge des Expressionsproduktes
Ubersteigt somit die in KB1 deutlich (vgl. Abbildung 38 und Abbildung 42). Dies spiegelt sich
dann auch im ADPC-Gehalt der Zellen wieder, denn mit ca. 28 mg/g TG produziert WUBO02
pWUB_ectC_Hel noch einmal doppelt so viel ADPC wie KB1 (vgl. Tabelle 11).

Die heterologe ADPC-Produktion in E. coli BL21 (DE3) pET-22b_ectC_Hel sollte unabhangig von
den in H. elongata erhaltenen Daten betrachtet werden. Zwar konnte in E. coli durch
vektorbasierte EctC-Expression eine ADPC-Produktion erreicht werden, die mit ca. 18 mg/g TG
die von KB1 leicht tbersteigt (vgl. Tabelle 11). Es muss allerdings auch beachtet werden, dass
mit dem Wechsel des Organismus diverse Faktoren verdndert werden, wie z.B. das
intrazellulare Milieu. Fiir die ADPC-Produktion ausschlaggebend kénnte unter anderem die
cytoplasmatische lonenkonzentration sein, die die Aktivitat der Ectoin-Synthase beeinflusst (vgl.
[115.1), aber auch die Konzentration des Substrats Glutamin bzw. anderer Solute konnte
regulierend wirken. So produziert E. coli beispielsweise Trehalose und unterscheidet sich somit
deutlich von H. elongata. Auch das Vorhandensein von Transportsystemen ist ein Faktor, der in
Bezug auf ADPC-Produktion und Akkumulation von Interesse sein konnte (siehe 1V3.1.1).
Festzuhalten bleibt jedoch, dass auch in E. coli ein deutlicher Zusammenhang zwischen Starke

der EctC-Expression und Hohe des zellassoziierten ADPC-Gehalts besteht.

3.1.1 Wachstumsphasenabhingigkeit

Die Beobachtung, dass die ADPC-Produktion in H.elongata KB1 eine deutliche
Wachstumsphasenabhédngigkeit aufweist (Witt 2005) konnte im Rahmen der vorliegenden
Arbeit bestatigt werden (vgl. 1117.1.2). Bezieht man die neuen Erkenntnisse zur reversiblen

Aktivitat der Ectoin-Synthase mit ein, so ldsst sich der niedrige ADPC-Gehalt der Zellen wahrend
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des Wachstums leicht mit der in vitro gezeigten Gleichgewichtseinstellung zwischen Glutamin
und ADPC erklaren (vgl. 1115.4.2.1). Auffdllig bleibt hierbei, dass das in den KB1-Zellen
beobachtete Glutamin/ADPC-Verhiltnis eher im Bereich 95/5 liegt als bei den in vitro gezeigten
80/20 (vgl. Abbildung 53), obwohl die Substratkonzentration in den in vitro-Reaktionen
ausgehend von der Quantifizierung des intrazelluldren Glutamingehalts (siehe Abbildung 53)
nach Dotsch der cytoplasmatischen Substratkonzentration angepasst wurde (Dotsch et al.
2008). Diese Differenz sollte Anlass zu weiteren zukinftigen Untersuchungen sein, bleibt doch

fraglich, ob in vivo weitere Faktoren eine regulatorische Rolle spielen konnten.

Eine offene Frage ist, weshalb sich das auf Seite des Glutamins liegende Gleichgewicht in vivo
mit Eintritt in die stationdre Phase auf die Seite des ADPC verschiebt (vgl. Abbildung 53). Bei der
Durchfiihrung von in vitro-Assays mit der Ectoin-Synthase konnte eine solche
Gleichgewichtsverschiebung bei der Umsetzung von Glutamin als Substrat weder durch eine
Verinderung der lonenkonzentration im Puffer noch durch eine pH-Anderung des
Reaktionspuffers induziert werden (Daten nicht gezeigt), so dass es als unwahrscheinlich gilt,
dass eine Anderung des intrazelluliren Milieus ursichlich fiir den Anstieg des zellassoziierten
ADPC-Gehalts ist. In diesem Zusammenhang ist die reproduzierbare Beobachtung, dass der mit
Eintritt in die stationare Phase ansteigende ADPC-Gehalt durch Fiitterung der Kultur wieder
reduziert wird (vgl. Abbildung 54, Ganser 2010), interessant. Diese Daten weisen auf einen
energieabhadngigen Prozess hin, der die Gleichgewichtseinstellung beeinflusst. Da die
Einstellung eines Gleichgewichts leicht beeinflusst werden kann, indem eine Komponente des
Gleichgewichts diesem entzogen wird, konnte ein solcher energieabhdngiger Prozess ein
Transportsystem sein, das ADPC aus dem Periplasma zurlick in das Cytoplasma transportiert.
Eine vorstellbare Hypothese ware an dieser Stelle, dass durch einen energieabhangigen
Transporter ein ADPC-Verlust der Zelle, wie er flir Ectoin in H. elongata bereits bekannt ist
(Grammann et al. 2002), verhindert wird, und dass das ADPC hierdurch wieder in das durch die
Reversibilitat der Ectoin-Synthase hervorgerufene Gleichgewicht zuriickgefihrt wird. Wird
dieser Transport durch den Mangel an C-Quelle bei Eintritt in die stationadre Phase eingestellt,
verliert die Zelle ADPC nach auRen, wodurch die Gleichgewichtsreaktion im Cytoplasma der
Zelle weiter in Richtung ADPC ablaufen wiirde. Ein Anstieg des ADPC-Gehalts kdnnte jedoch nur
detektiert werden, wenn das ADPC periplasmatisch oder anderweitig zellassoziiert verbleiben

wirde.
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Dass H. elongata ein Transportsystem fir ADPC besitzen muss konnte im Rahmen der
vorliegenden Arbeit durch ADPC-Supplementierung von H. elongata WUB02 (AectA AectC)
gezeigt werden (vgl. l117.3.1). Ein moglicher Kandidat fir ein solches Transportsystem in
H. elongata ist der Ectoin-Transporter TeaABC (transporter for ectoine accumulation ABC)
(Grammann et al. 2002; Tetsch und Kunte 2002). Aufgrund der strukturellen Ahnlichkeit des
ADPC zu Ectoin waren eine Interaktion des Substratbindeproteins TeaA mit dieser Substanz und
ein nachfolgender Transport in die Zelle denkbar. TeaABC wird in die Transporterklasse der
TRAP-Transporter (tripartite ATP-independent periplasmic) eingruppiert (Forward et al. 1997).
Es handelt sich hier um ein sekundéres Transportsystem, das einen lonengradienten (H* oder
Na®) als Energiequelle bendtigt (Grammann et al. 2002). In der stationdren Phase wire also eine
Einstellung der Transporteraktivitat denkbar. Ob die Interaktion des zugehdrigen Bindeproteins
TeaA ausreichen wiirde, um den Anstieg der zellassoziierten ADPC-Konzentration zu
verursachen, sollte durch zukiinftige Studien weiter verfolgt werden. Hier ware es sicherlich
empfehlenswert, mit TeaABC-Deletionsmutanten bzw. Deletionen einzelner
Transporteruntereinheiten zu arbeiten und die ADPC-Aufnahme sowie -Produktion dieser

Stamme zu untersuchen.

3.2 Produktion und Reinigung

Die Produktion und Reinigung von ADPC wurde bereits in der vorangegangenen Diplomarbeit
(Witt 2005) erfolgreich durchgefiihrt. Als Produktionsstamm diente damals wie auch in der
vorliegenden Arbeit H. elongata KB1l. Durch weiterflihrende Arbeiten wurde versucht,
effektivere ADPC-Produzenten einzusetzen, indem das Gen fiir die Ectoin-Synthase Vektor-
basiert in E. coli (E. coli BL21 (DE3) pET-22b_ectC_Hel) und H. elongata (H. elongata WUBO2
pWUB_ectC _Hel) Gberexprimiert wurde (vgl. [117.1.1, Ganser 2010). Wahrend die Untersuchung
dieser Plasmid-tragenden Stamme im 100 mL-Mal3stab eine deutliche Steigerung der ADPC-
Produktion verzeichnete, konnte im grofleren Produktionsmalistab, z.B. bei Kultur des
H. elongata-Stammes im 15 L-Reaktor, keine hohe ADPC-Ausbeute erzielt werden, da hier die
zellassoziierten ADPC-Gehalte deutlich niedriger lagen (vgl. 1117.1.2). Dies wurde zundchst mit
einer moglichen Plasmidinstabilitdt aufgrund insuffizienter Antibiotika-Zugabe begriindet
(Ganser 2010). Die nahere Untersuchung der ADPC-Produktion Gber den Fermentationsverlauf

des Stammes H. elongata WUB02 pWUB_ectC Hel zeigte jedoch, dass hier eher der Einsatz
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einer Fed-Batch-Methode problematisch war (vgl. Abbildung 54). Vor der Optimierung des
Produktionsorganismus sollte hier also erst die Optimierung der Kultur stehen, die aufgrund der
beschriebenen Stationarphasen-Abhangigkeit der ADPC-Akkumulation (vgl. 1117.1.2) zukinftig

besser im Batch-Verfahren erfolgen sollte.

Obwohl mit dem heterologen Expressionssystem E. coli BL21 (DE3) pET-22b_ectC_Hel ein
schnelles Wachstum und eine recht hohe ADPC-Akkumulation von bis zu 18 mg/g TG erreicht
werden konnte (vgl. Tabelle 11), sollte bedacht werden, dass dieser Stamm den
kostenintensiven  Induktor IPTG benétigt und zudem aufgrund der starken
Proteinliberexpression keine hohen Zelldichten erreicht (Ganser 2010). Das homologe
Expressionssystem H. elongata WUB02 pWUB_ectC _Hel dagegen bendtigt aufgrund des
osmotisch induzierten Promotors keinen externen Induktor zusatzlich zu dem im Medium
vorhandenen Salz. Mit bis zu 30 mg/g TG ist dieser Stamm der bislang starkste ADPC-Produzent
(vgl. Tabelle 11). Zudem ist H. elongata leicht auch im groen MaRstab in hohen Zelldichten zu
kultivieren, was ebenfalls die ADPC-Ausbeute steigern dirfte. Eine weitere bislang nicht
verwirklichte Moglichkeit der Produktivitdtssteigerung konnte in der Verwendung einer
Ausscheidermutante liegen, die aufgrund einer Deletion im Ectoin- bzw. ADPC-Transportsystem
das Produkt in das Medium verliert, wodurch die cytoplasmatische Biosynthese weiter in
Richtung des ADPC ablaufen konnte. Fir die Ectoin-Produktion wurde eine solche
Produktionssteigerung durch Verwendung einer TeaABC-Mutante bereits gezeigt (Grammann

et al. 2002).

Bezlglich der Reinigung der Substanz konnte im Rahmen der vorliegenden Arbeit das bereits
beschriebene Aufarbeitungsverfahren (Witt 2005) durch Einfihrung einer Anionenaustausch-
Chromatographie optimiert werden. Hierdurch konnte eine vollstandige Trennung des ADPC
von der Aminosdure Glutamat erzielt werden, die in H. elongata unter osmotischen
Stressbedingungen insbesondere in Ectoin-Mangelmutanten in erhéhter Konzentration vorliegt
(Goller et al. 1998). Weiterfliihrende Arbeiten zur ADPC-Gewinnung sollten sich starker mit dem
letzten fehlenden Schritt der Aufreinigungsprozedur beschéftigen, der Kristallisation. Bislang
konnte ADPC nicht als Feststoff gewonnen werden, sondern lediglich als stark viskose
Flissigkeit. Verschiedene Versuche, die Substanz in wasserfreiem Methanol zu kristallisieren,
schlugen fehl. Dies kdnnte auf einen stark hygroskopischen Charakter des ADPC zuriickzufiihren

sein.
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3.3 Charakterisierung des ADPC als kompatibles Solut

Neben ihrer Eigenschaft, unter osmotischem Stress fiir eine Homdostase in Zellen zu sorgen,
weisen viele kompatible Solute weitere protektive Eigenschaften auf, die von der Stabilisierung
von Makromolekiilen bis zum Schutz von ganzen Zellen unter Stressbedingungen reichen
(Lentzen und Schwarz 2006). Aus diesem Grund wurde im Rahmen dieser Arbeit die neue
Substanz ADPC unter verschiedenen Gesichtspunkten untersucht, um festzustellen, ob eine
Einordnung in die Gruppe der kompatiblen Solute erfolgen kann. Die erhaltenen Daten, die im
Folgenden gesondert diskutiert werden, weisen darauf hin, dass es sich bei ADPC tatsachlich
um ein kompatibles Solut handelt. Die Substanz zeigt alle zu erwartenden Eigenschaften: Sie
wird in hohen Konzentrationen akkumuliert, verbessert das Wachstum unter Salzstress, kann

als Proteinstabilisator dienen und erhéht die Uberlebensrate ganzer Zellen unter Trockenstress.

3.3.1 Supplementierung unter Salzstress

Wie bereits gezeigt (Witt 2005, diese Arbeit) wird ADPC im Produktionsorganismus H. elongata
KB1 oder auch H. elongata WUB02 pWUB_ectC Hel erst in der stationdaren Wachstumsphase in
erhohter Menge akkumuliert, was sich vermutlich mit der Reversibilitat der durch EctC
katalysierten Reaktion erklaren lasst (vgl. 1115.4.2.1). Eine Stationdrphasen-abhangige
Biosynthese schlieft jedoch aus, dass diese Substanz vom Produktionsorganismus selbst als
kompatibles Solut wahrend des Wachstums unter Stressbedingungen genutzt wird, da die
Substanz hierfir bereits in der exponentiellen Phase akkumuliert werden musste. Eine Wirkung
als kompatibles Solut in Zellen, die keine Ectoin-Synthase aufweisen und somit ADPC nicht in
Glutamin umwandeln kénnen, schien allerdings aufgrund der strukturellen Ahnlichkeiten zu
bekannten Soluten wie Ectoin oder DHMICA wahrscheinlich. Tatsachlich konnte im Rahmen der
vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass ADPC unter Salzstress von H. elongata WUBO2
(AectA, AectC) aus dem Medium aufgenommen und akkumuliert wird und einen positiven
Einfluss auf die Wachstumsrate dieses Organismus hat (siehe 1117.3.1). Ebenso konnte ein
vergleichbarer Effekt auf E. coli gezeigt werden (Daten nicht gezeigt). Hervorzuheben ist an
dieser Stelle, dass der Effekt von ADPC auf die Wachstumsrate von H. elongata WUBO02
annadhernd vergleichbar mit dem der kompatiblen Solute Ectoin und Hydroxyectoin ist, den
natirlichen Soluten von H. elongata. Die hier gezeigten Daten unterstlitzen somit die
Einordnung des ADPC in die Gruppe der kompatiblen Solute, da eine Erh6hung der Salztoleranz

einer Ectoin-Mangelmutante von H. elongata eindeutig gezeigt werden konnte.
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3.3.2 Stabilisierung von Makromolekiilen

Neben ihrer osmotischen Funktion wird kompatiblen Soluten auch eine Schutzwirkung auf
Makromolekiile, wie Proteine, unter denaturierenden Stressbedingungen nachgesagt
(Rajendrakumar et al. 1994; Lippert und Galinski 1992; Goller und Galinski 1999). Die Lactat-
Dehydrogenase (LDH) stellt ein standardisiertes Testenzym dar, da der Aktivitdtsnachweis in
einem einfachen photometrischen Assay erfolgen kann und das Enzym selbst als sensitiv
gegeniber verschiedensten destabilisierenden Stress-Situationen gilt (Lippert und Galinski

1992).

In der vorliegenden Arbeit wurde mit Gefrier-Auftau-Zyklen eine bereits etablierte Protein-
Denaturierungs-Methode gewahlt, wobei durch die Verwendung von Flissigstickstoff und
Auftauen bei Raumtemperatur das sogenannte fast-freeze- und slow-thaw-Verfahren
durchgefihrt wurde (Lippert und Galinski 1992). Als Positivkontrolle fiir einen stabilisierenden
Schutzstoff wurde Hydroxyectoin eingesetzt. Dieses hydroxylierte Ectoin-Derivat war bereits im
Vorfeld als sehr guter Enzymstabilisator insbesondere der LDH beschrieben worden (Lippert

und Galinski 1992; Goéller und Galinski 1999; Borges et al. 2002).

In der vorliegenden Arbeit konnte eine deutliche Schutzwirkung des ADPC auf die LDH gezeigt
werden (vgl. Abbildung 56). Wahrend das Enzym ohne Zugabe eines Schutzstoffes bereits nach
3-4 Gefrier-Auftau-Zyklen keine Aktivitat mehr zeigte, konnte durch Zugabe der Schutzstoffe die
Enzymaktivitdt auch Uber 6 Zyklen erhalten werden. Hierbei erfolgte bei Zugabe von
Hydroxyectoin jedoch ein Aktivitatsverlust von ca. 80 %, wahrend die Zugabe von ADPC
ca. 70 % der Anfangsaktivitdit erhalten konnte. Aufgrund der starken Steigerung der
Basalaktivitat durch die Zugabe der Schutzstoffe, im Fall des ADPC um ca. 50 %, entsprach somit
die Aktivitat der ADPC-behandelten LDH nach 6 Zyklen noch immer der Anfangsaktivitat der
unbehandelten LDH. Eine solche Steigerung der Basalaktivitat durch Zugabe von kompatiblen
Soluten wie Hydroxyectoin war bereits zuvor beschrieben worden (Lippert und Galinski 1992).
Die in Abbildung 56 zu erkennenden Schwankungen in der Aktivitatsbestimmung insbesondere
bei Zusatz von ADPC sind vermutlich auf den leicht viskosen Charakter einer 400 mM-ADPC-
Lésung und die damit einhergehende erschwerte Herstellung eines homogenen

Reaktionsansatzes in der Kiivette zurickzufiihren.

Die vorliegenden Daten lassen somit den Schluss zu, dass es sich bei ADPC um einen hochst

effektiven Proteinstabilisator handeln kénnte. Weiterflihrende Untersuchungen mit variablen
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Testenzymen und verschiedenen denaturierenden Stresssituationen, wie z. B. Hitzestress,

sollten sich der vorliegenden Arbeit anschlieSen, um diese Ergebnisse weiter abzusichern.

3.3.3 Schutz ganzer Zellen unter Trockenstress

Der Einsatz von kompatiblen Soluten als Schutzstoff fiir ganze Zellen unter Trockenstress, sei es
unter natirlichen Stressbedingungen oder auch beim biotechnologischen Einsatz im Rahmen
des sogenannten ,anhydrobiotic engineering”, wurde bereits zuvor in der Literatur diskutiert
(Louis et al. 1994; Manzanera et al. 2002; Manzanera et al. 2004). Die Methoden der
Zelltrocknung variieren bei den genannten publizierten Daten erheblich, so dass eine
Vergleichbarkeit der Ergebnisse nicht ohne Weiteres gegeben ist. Grundlegend kann jedoch
festgestellt werden, dass polare Substanzen mit Hydroxylgruppen wie die Zucker Trehalose und

Saccharose sowie Hydroxyectoin eine gute Schutzwirkung zeigen.

Dieses Bild zeigt sich ebenfalls bei dem im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten
Versuch zum Uberleben von E. coli-Zellen unter Gefriertrocknungs-Stress (vgl. 1117.3.3). Hierbei
wurden E. coli K12-Kulturen im Mikrotiterplatten-MaRBstab unter Salzstress und
Supplementierung mit verschiedenen Soluten (100 mM) eingefroren und gefriergetrocknet. Das
erhaltene Lyophilisat wurde nach ca. 48 h durch Zugabe von Medium und Kultur bei 37 °C

wiederbelebt.

Betrachtet man den prozentualen Anteil tiberlebender Zellen, so zeigt Abbildung 57 deutlich,
dass Trehalose gefolgt von Hydroxyectoin die besten Stabilisatoren sind. Im Vergleich zur
Kontrolle zeigt auch der Einsatz von Ectoin eine Schutzwirkung, die jedoch deutlich schwacher
ausféllt als die der zuvor genannten Substanzen. Wie bereits zuvor beschrieben (Louis et al.
1994) lasst sich mit Betain keine Stabilisierung der Zellen erzielen, tatsachlich konnte sogar ein
negativer Effekt durch Betain festgestellt werden. Dies wurde bereits zuvor wahrend
langerfristiger Trockenlagerung beobachtet (Louis et al. 1994; Marshall et al. 1974). Das
inkompatible Solut Kreatin (Mann 2008; Sell 2009) beeinflusst das Uberleben der E. coli-Zellen
unter Gefriertrocknungs-Stress sogar noch deutlicher negativ. Diese Beobachtung sollte
sicherlich durch weitere Versuche verifiziert werden, da sich hieraus weitere

Einsatzmoglichkeiten fiir das inkompatible Solut Kreatin ergeben kdonnten.

Die beschriebenen Beobachtungen decken sich gut mit den Daten von Louis (1994), so dass die
erzielten Ergebnisse mit dem neuen Solut ADPC in diesen Kontext eingeordnet werden kénnen.

Unter den beschriebenen Versuchsbedingungen zeigt ADPC eine Schutzwirkung auf E. coli-
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Zellen, die deutlich Gber der von Ectoin liegt, jedoch nicht an die von Hydroxyectoin
heranreicht. Diese Daten unterstiitzen die Vermutung, dass die neu beschriebene Substanz
Hydroxy-ADPC (l117.4) ein lohnendes Objekt zukiinftiger Forschung sein konnte, da hier durch
das Einfihren einer Hydroxyl-Gruppe eine weitere Steigerung der Schutzwirkung zu erwarten

ist.

3.4 Hydroxylierung des ADPC

Die in H. elongata fir die Umwandlung von Ectoin in Hydroxyectoin verantwortliche Ectoin-
Hydroxylase EctD wurde 2005 von Ures identifiziert und charakterisiert (Ures 2005).
Weiterfliihrende Arbeiten zeigten ein durchaus breiteres Substratspektrum; so katalysiert dieses
Enzym auch die Hydroxylierung weiterer strukturell verwandter Substrate wie Prolin, DHMICA
und Homoectoin (Galinski et al. 2007; Vielgraf 2008). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit
wurde dem Enzym auch ADPC als Substrat angeboten, da die strukturelle Ahnlichkeit zu den
oben genannten Substraten eine Hydroxylierungsreaktion erwarten liel3. Der Expressionsstamm
E. coli BL21 (DE3) pETectDcyt. (Ures, unveroffentlicht) diente wie schon zuvor beschrieben als
Ganzzellkatalyse-System (Vielgraf 2008). Hierbei wird eine Aufnahme des im Medium
supplementierten Substrats in die E. coli-Zellen durch Anzucht unter Salzstress eingeleitet,
cytoplasmatisch erfolgt dann die Hydroxylierung durch die Vektor-basiert und IPTG-induziert
exprimierte Ectoin-Hydroxylase EctD. Wie bereits flir dieses System beschrieben, wird das
hydroxylierte Produkt nicht nur in den Zellen akkumuliert, sondern auch wieder in das Medium

ausgeschleust (Vielgraf 2008).

Die Hydroxylierung des ADPC im Rahmen der vorliegenden Arbeit erfolgte ebenfalls wie oben
beschrieben. Uber den Zeitverlauf konnte im Medium eine Abnahme des Substrates ADPC
beobachtet werden, damit einhergehend wurde mittels HPLC das Auftreten eines neuen Signals
mit vergleichbar starker UV-Absorption beobachtet (vgl. Abbildung 58). Wahrend nach 24 h im
Medium eine annadhernd vollstandige Umsetzung des ADPC erfolgt war, wurde in den Zellen
nach 24 h ein ADPC/Hydroxy-ADPC-Verhaltnis von etwa 1:1 erreicht. Die Analyse mittels Be-
NMR (Abbildung 59) zeigt eine Verschiebung der ADPC-Signale, die fiir eine Hydroxylierung der

Substanz am C3 spricht.

Die gezeigten Daten erweitern somit nicht nur das Substratspektrum der Ectoin-Hydroxylase

EctD aus H. elongata um eine weitere Substanz, sie unterstitzen auch den Nachweis der neuen,
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bislang unbeschriebenen Struktur des Hydroxy-ADPC (5-Amino-3-hydroxy-3,4-dihydro-2H-
pyrrol-2-carboxylsdure). In Anbetracht der oben beschriebenen Charakterisierung des ADPC als
kompatibles Solut gilt es als wahrscheinlich, dass auch diese neue Substanz protektive
Eigenschaften aufweisen kann. Tatsachlich konnte fiir die beiden Solute Ectoin und
Hydroxyectoin mehrfach gezeigt werden, dass die Einflihrung der Hydroyxylgruppe die
Wirkeigenschaften der Solute bei verschiedenen Applikationen deutlich verandern kann.
Beispielsweise zeigt die hydroxylierte Verbindung starkere Wirkung als Proteinstabilisator
(Borges et al. 2002; Lippert und Galinski 1992) oder als Schutzstoff fir ganze Zellen unter
Trockenstress (Louis et al. 1994). In Anbetracht der oben gezeigten protektiven Eigenschaften
des ADPC konnte Hydroxy-ADPC ebenfalls ein interessanter Beitrag zur Gruppe der
kompatiblen Solute sein, so dass eine weitere Produktion und Charakterisierung dieser neuen

Substanz in nachfolgenden Arbeiten thematisiert werden sollte.

3.5 ADPC und verwandte Strukturen in der Literatur

ADPC als akkumuliertes Solut wurde bislang nur in H. elongata KB1 beschrieben (Witt 2005). Da
es sich bei diesem Stamm jedoch um einen genetisch veranderten Organismus handelt, kann
man hier weniger von einem natirlichen Vorkommen sprechen als von einem gentechnisch

verursachten Auftreten.

Allerdings gibt es Literaturstellen, in denen ADPC als naturlicher Strukturbestandteil von
verschiedenen Peptid-Antibiotika genannt wird. In diesen antimikrobiell wirksamen
Verbindungen, zu denen beispielsweise Kikumycin A, Kikumycin B, Dihydrokikumycin B,
Anthelvencin A oder Noformycin (Abbildung 68) zdhlen, bildet die ADPC-Struktur eine N-
terminale Aminosdure (Lee et al. 1988; Lee und Lown 1987; Takizawa et al. 1987). Ein
Vorkommen von ADPC als Intermediat in der Biosynthese oder dem Abbau solcher Antibiotika
ist somit vorstellbar (Takizawa et al. 1987), und die Verwendung der ADPC-Struktur in der
chemischen Synthese eines solchen Wirkstoffs wurde bereits publiziert (Lee et al. 1988; Lee

und Lown 1987).
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Abbildung 68: ADPC-Derivate aus der Literatur

a: Noformycin (Lee und Lown 1987), b: 2-Imino-5-L(carboxy-L-threoninyl)-pyrrolidin (Mitchell und Teh 2005), c:
2-Imino-1-methylpyrrolidin-5-carboxylsdure (Castellanos et al. 2006)

Strukturell dem ADPC verwandte Verbindungen wurden kirzlich von natiirlichen Standorten
isoliert und identifiziert. So wurde ein N-methyliertes Derivat des ADPC, die 2-Imino-1-
methylpyrrolidin-5-carboxylsdure (Abbildung 68), aus dem marinen Schwamm Cliona tenuis
isoliert (Castellanos et al. 2006). Diese Verbindung steht unter Verdacht, allelopathische
Aktivitat gegen Korallen zu zeigen, also bioaktiv zu sein. Ein weiteres Derivat, das 2-Imino-5-L-
(carboxy-L-threoninyl)-pyrrolidin (Abbildung 68), stellt strukturell ein mit einer Threonin-Einheit
verestertes ADPC dar. Diese Verbindung wurde aus einem pflanzenpathogenen Bakterium,
Burkholderia plantarii, isoliert (Mitchell und Teh 2005). Zwar zeigt diese Substanz keine
bioaktive Wirkung, sie wurde jedoch zusammen mit zwei strukturell verwandten Substanzen
isoliert, die bakterielles Wachstum inhibieren (2-Imino-3-methylen-5-L(carboxyl-L-valyl)-

pyrrolidin bzw. 2-imino-3-methylen-5-L(carboxyl-L-threoninyl)-pyrrolidin).

Uber die Biosynthese der genannten dem ADPC strukturell verwandten Substanzen ist nach
bisherigem Kenntnisstand nichts bekannt. Bedenkt man die Rolle der Ectoin-Synthase an der
ADPC-Produktion bzw. -Hydrolyse in H. elongata ware eine Beteiligung verwandter Enzyme an
der Biosynthese bzw. dem Abbau der genannten Sekundarmetabolite denkbar. Hierbei muss
man bedenken, dass viele Proteine in Datenbanken allein aufgrund von Sequenzdhnlichkeiten
annotiert werden, ein Funktionsnachweis also in vielen Fallen noch nicht erfolgt ist. Es kann
also spekuliert werden, dass viele als Ectoin-Synthase annotierte Proteinsequenzen
moglicherweise in einem anderen Zusammenhang betrachtet werden sollten. Dies kénnte

insbesondere dann zutreffen, wenn das als Ectoin-Synthase annotierte Gen singular, also ohne
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die weiteren Gene des Ectoin-Clusters, im Genom vorliegt und der entsprechende Organismus
zudem weder fiir Ectoin-Synthese, noch fiir eine erhohte Stresstoleranz bekannt ist. In diesem
Zusammenhang sollte erwahnt werden, dass Bakterien mit solitdren ectC-Genen meist
pflanzenassoziiert anzutreffen sind (Willée 2010; Kurz et al. 2010), auch in der Familie der
Burkholderiaceae, aus der bereits ADPC-verwandte Strukturen publiziert sind (s.o., Mitchell und
Teh 2005). Derivatisierungen, wie z. B. die Veresterung mit Threonin (vgl. Abbildung 68),
wirden zudem das prognostizierte Gleichgewicht der durch EctC katalysierten Reaktion
(vgl. 115.4.2.1) verschieben, so dass eine effektivere Bereitstellung der ADPC-Grundstruktur

moglich ware.

4 Halomonas als Expressionssystem

Fiir die heterologe Expression von Proteinen, sowohl prokaryotischen als auch eukaryotischen
Ursprungs, werden derzeit verschiedenste Expressionssysteme gehandelt. Bakterielle
Expressionssysteme kombinieren meist ein schnelles Wachstum mit einer hohen
Proteinausbeute, und unter ihnen ist das Bakterium E. coli in Kombination mit verschiedenen
Vektoren sicherlich das am haufigsten eingesetzte. Die Gruppe der pET-Vektoren mit dem
starken T7-Promotor beispielsweise erlaubt eine rekombinante Proteinexpression mit hohen

Ausbeuten und wurde im Rahmen dieser Arbeit ebenfalls erfolgreich eingesetzt (vgl. 1114.2.1).

Gerade in Systemen mit einer solch hohen Transkriptions- und Translationsleistung kann es
jedoch haufig zu Problemen kommen, etwa wenn es zu Fehlfaltungen des Fremdproteins
kommt und dieses daraufhin zu sogenannten inclusion bodies aggregiert. Zusatzliche Probleme
kdnnen aber auch auftreten, wenn das zu exprimierende Protein aufgrund des intrazelluldren
Milieus des Wirtsorganismus nicht nativ gefaltet wird und dadurch unléslich aggregiert. Die
Modifizierung bestehender Expressionssysteme bzw. die Entwicklung neuartiger

Expressionssysteme ist dadurch in der aktuellen Forschung ein groBes Thema.

Eine Richtung, die hierbei verfolgt wird, ist der Einsatz von kompatiblen Soluten wahrend der
Kultivierung  bestehender  Expressionssysteme, um durch den Zusatz dieser
Proteinstabilisatoren und Faltungshelfer den Anteil an I6slichem Expressionsprodukt zu
erhohen (Barth et al. 2000). So sollen z. B. E. coli-Zellen durch die Aufnahme kompatibler Solute
aus dem Medium ein periplasmatisches oder auch intrazelluldares Milieu erhalten, das die native

Faltung rekombinanter Proteine férdert.
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Eine andere Option, die derzeit in den Focus der Forschung riickt, ist der Einsatz von halophilen
Mikroorganismen als Expressionssystem. Hierdurch erhofft man sich eine erhohte Effizienz bei
der Expression rekombinanter Proteine, da kompatible Solute in Halophilen bereits Bestandteil
des cytoplasmatischen Milieus sind und somit nicht von auRen kostenintensiv zugegeben
werden missen. Zudem ist das Spektrum halophiler Bakterien, deren Kultivierung gut
untersucht und ohne groBen Aufwand zu betreiben ist, in den letzten Jahren stark gewachsen,
wobei sowohl Gram-positive als auch Gram-negative Organismen zur Verfligung stehen.
Limitierend ist hier derzeit jedoch noch die Auswahl an verfligbaren und geeigneten

Expressionsvektoren (Tokunaga et al. 2010b).

Bereits 1995 wurde ausgehend von einem kryptischen Plasmid aus Chromohalobacter (damals
noch bezeichnet als H. elongata ATCC 33174) ein Klonierungsvektor fiir den Einsatz in moderat
halophilen Chromohalobacter-Stammen entwickelt (Vargas et al. 1995; Vargas et al. 1999;
Vargas und Nieto 2004; Afendra et al. 2004). Mit Hilfe dieses Vektors konnte z. B. erstmals ein
archaeales Protein (a-Amylase aus Pyrococcus woesej) in einem moderat Halophilen exprimiert
werden (Frillingos et al. 2000). Auf diese Arbeit aufbauend konnte der Einsatz von C. salexigens
als moderat halophiles Expressionssystem fiir verschiedene Proteine, die in E.coli zur
Aggregation neigen, erfolgreich gezeigt werden (Nagayoshi et al. 2009; Nagayoshi et al. 2006;
Tokunaga et al. 2010b). Ausschlaggebend hierflir war unter anderem die lIsolierung eines
geeigneten Promotorbereichs, wobei gute Ergebnisse mit einem konstitutiven Porin-Promotor

erzielt wurden (Nagayoshi et al. 2006).

Fur den Einsatz in H. elongata wurde in vorangegangenen Arbeiten die Eignung des Vektors
pBBR1-MCS gezeigt (Schnoor 2001; Burdziak 2004). Dieses Derivat des Broad-Host-Range-
Vektors pBBR1 (Antoine und Locht 1992) wurde im Weiteren mit der in H. elongata vor dem
Ectoin-Gencluster liegenden Promotorregion promA versehen, wodurch der Vektor pPromEct
(pPE) entstand (Briinig 2005). Die vektorbasierte Expression von verschiedenen Proteinen in
H. elongata unter Kontrolle dieses salzinduzierten Promotorbereichs konnte darauf folgend
mehrfach gezeigt werden (Brinig 2005; Meffert 2007; Lange 2009), jedoch war die

Expressionsrate bei Verwendung dieses Promotors sehr gering (Briinig 2005).

Der Einsatz moderat halophiler Mikroorganismen fiir die rekombinante Proteinexpression ist
somit ein vielversprechendes Forschungsgebiet, und die Suche nach geeigneten Promotoren,

die mit dem in E. coli etablierten strikt regulierten T7-System konkurrieren kénnen, bietet Raum
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zur Optimierung. In diesem Kontext sollten im Folgenden die mit dem Vektor pWUB erzielten

Daten betrachtet werden.

4.1 Der Vektor pWUB

Der Vektor pWUB wurde analog zu dem bereits zuvor beschriebenen Vektor pPromEct (Briinig
2005) als Derivat des Broad-Host-range Vektors pBBR1-MCS konstruiert. Anstelle der aus
H. elongata WT stammenden Ectoin-Promotorregion promA wurde in diesen Vektor die aus

H. elongata KB1 stammende analoge Promotorregion promKB1 inseriert (vgl. 1116.2).

Im Vergleich der Expressionsniveaus der Vektoren pPromEct und pWUB zeigte sich eine
deutlich verstarkte Expression mit dem Vektor pWUB (vgl. 1116.3.1.1). Wie schon unter V2
beschrieben kdnnen hierfiir unterschiedliche Effekte verantwortlich sein. Zum einen ist eine
Beeinflussung der Transkription durch die bereits beschriebene Punktmutation innerhalb der
-35-Region eines putativen osmoregulierten o°*-Promotors denkbar (Grammann 2000;
Schwibbert et al. 2010). Der Vergleich der Vektoren pPromEct und pWUB zeigt jedoch auch
einen moglichen Effekt auf Translationsebene, denn in der Promotorregion promKB1 von
pWUB liegt eine Ribosomenbindestelle, die mit AGGAGGT exakt der Konsensus-Sequenz der
Shine-Dalgarno-Sequenz entspricht (Shine und Dalgarno 1974). Ein erh6htes Expressionsniveau
aufgrund einer durch optimierte Ribosomenbindung verstarkten Translation kdnnte somit auch
moglich sein. Hierbei kénnte neben der Sequenz der Ribosomenbindestelle auch deren Abstand
zum Startcodon eine Rolle spielen. Die Promotorregion promKB1 weist zwischen der Shine-
Dalgarno-Sequenz und dem Startcodon mit nur 5 Basenpaaren einen deutlich kiirzeren Spacer

auf als die promA-Region mit 8 Basenpaaren.

Da eine Verdanderung der Promotorsequenz weg von der Konsensus-Sequenz bislang nur mit
einer Herabsetzung der Transkription in Verbindung gebracht wurde (Lee und Gralla 2004) und
die Transkription ausgehend von dem beschriebenen o’°-Promotor zudem unverindert
erfolgen sollte, wird ein translationaler Effekt an dieser Stelle als wahrscheinlicher angesehen.
Weiterfihrende Transkriptions- und Expressionsstudien konnten zur Klarung dieser Frage

beitragen.

Der Vergleich der Vektoren pPromEct und pWUB macht deutlich, dass durch die in promKB1
auftretenden Sequenzabweichungen eine ausgepragte Verstirkung des Expressionsniveaus
erzielt werden konnte. Der neue Vektor pWUB bietet somit die Maoglichkeit der

Proteinliberexpression in H. elongata und stellt dadurch ein wichtiges Werkzeug fir die
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Etablierung dieses Organismus als Expressionssystem dar. Wie im Folgenden naher diskutiert,
wurde der Vektor bereits erfolgreich fiir verschiedene homologe und heterologe Expressionen
in H. elongata eingesetzt. Zusatzlich wurden im Rahmen einer Diplomarbeit (Grin 2011) durch
Expression des Reportergens gfp.,, Promotorstudien mit dem pWUB-Vektor durchgefihrt.
Ahnliche Experimente wurden bereits zuvor in E. coli zur Untersuchung des Ectoin-Promotors
aus Marinococcus halophilus durchgefihrt (Bestvater und Galinski 2002). Hier konnte durch
Messung der GFPyy-Fluoreszenz die Induktion des Promotors durch osmotischen Stress sowie
eine Hemmung der Promotoraktivitat durch die kompatiblen Solute Betain und Ectoin gezeigt
werden. Die vergleichende GFPyy-Expression in H. elongata mittels der Vektoren pPromEct und
pWUB durch A. Griin bestatigte zum einen, dass die Promotorregion promKB1 deutlich starkere
Expressionslevel erlaubt als die Region promA (vgl. Abbildung 69) und dass zudem auch der
optimierte Promotor weiterhin durch osmotischen Stress induzierbar ist (Grin 2011). Zum
anderen gibt die erwdhnte Arbeit ebenfalls Hinweise auf einen hemmenden Effekt der

kompatiblen Solute Betain, Ectoin und Hydroxyectoin (Griin 2011).

pPromEct

Abbildung 69: Vergleich der Vektoren pPromEct und pWUB mittels gfp,y als Reportergen (Griin 2011)
Das Gen gfp,, wurde unter Kontrolle des Promotors promA (Vektor pPromEct) bzw. promKB1 (Vektor pWUB) in
H. elongata exprimiert. In der Abbildung zu sehen sind Zell-Lysate unter der UV-Lampe bei einer

Anregungswellenldnge von 366 nm. Die Anzucht erfolgte in AB-5-Medium, zum Zeitpunkt t=0h erfolgte ein
Salzschock auf 15 % NaCl zur Induktion einer starkeren Expression.

Auch wenn weiterfihrende Promotorstudien und Expressionsstudien mit Reportergenen wie
z.B. gfp,, an dieser Stelle noch ausstehen, unterstiitzen diese ersten Daten die weitere
Verwendung des Vektors pWUB. Eine Induktion der Expression durch externen Salzstress sowie

die Moglichkeit der Repression durch Zusatz von kompatiblen Soluten bietet eine Form der
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Regulation, wie sie flir Promotoren im Einsatz in halophilen Expressionssystemen derzeit

gesucht wird (Tokunaga et al. 2010a, Tokunaga et al. 2010b).
4.1.1 Homologe Expression in H. elongata mit pWUB

41.1.1 EctC-Expression

Die aus H. elongata stammende Ectoin-Synthase EctC diente als erstes Test-Protein flr die
Nutzung des pWUB-Vektors, und wie mittels SDS-PAGE deutlich gezeigt werden konnte lasst
sich dieses Enzym in H. elongata WUBO1 (AectC) mit dem Vektor pWUB_ectC_Hel sehr gut
|6slich (iberexprimieren und erreicht Expressionsniveaus, die mit dem pET-System in E. coli
vergleichbar sind (vgl.ll14.2.1). Diese Daten wurden in den direkten Vergleich zu dem Vektor
pPromEct_ectC Hel gesetzt, wodurch die Starke des promKBI1-Promotorbereichs sehr gut
sichtbar gemacht werden konnte, da unter identischen Bedingungen mit dem auf promA

beruhenden pPromEct-Vektor kaum Expressionsprodukt nachweisbar war (vgl. 1116.3.1.1).

Diese EctC-Uberexpression diente jedoch nicht nur dem Nachweis der Vektor-Funktionalitit
sondern konnte auch fiir die Untersuchung der ADPC-Produktion in H. elongata genutzt werden
(vgl. 17.1.1). Durch Einbringen des Vektors pWUB_ectC_Hel in die Deletionsmutante
H. elongata WUBO2 (AectA, AectC) wurde der mit ca. 30 mg/g TG bei 3 % Mediensalinitat
derzeit stiarkste ADPC-Produzent konstruiert (vgl. Tabelle 11, Ganser 2010). Dadurch wurde
bestatigt, dass die Enzymmenge tatsachlich ausschlaggebend fiir die Stdrke der ADPC-

Produktion ist.

4.1.1.2 EctD-Expression

Die Ectoin-Hydroxylase EctD diente als weiteres Testprotein. Der Vektor pWUB_ectD Hel
wurde konstruiert und zunachst mit dem analogen pPromEct_ectD-Vektor (Meffert 2011)
verglichen. Im Fall der Hydroxylase erfolgte die Analyse der Expressionsstdrke Uber den
Nachweis der Enzymaktivitat, jedoch konnte Meffert im Stamm H. elongata pWUB_ectD_Hel
auch eine deutliche EctD-Expression mittels SDS-PAGE nachweisen (Meffert 2011).

In H. elongata WT ist Ectoin das vorherrschende kompatible Solut, bei Kombination von Salz-
und Hitzestress kann der Anteil an Hydroxyectoin jedoch deutlich ansteigen, bis zu einem
Verhaltnis von ca. 1:1 (Ures 2005). Wie bereits zuvor gezeigt (Meffert 2011), wird der Anteil an
Hydroxyectoin in den Zellen durch eine zusatzliche EctD-Expression basierend auf dem

schwachen Expressionsvektor pPromEct nicht wesentlich erhéht. Dies konnte auch im Rahmen
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dieser Arbeit bestatigt werden (vgl. 1116.3.2.1). Eine auf dem optimierten pWUB-Vektor
basierende EctD-Expression flihrte bereits bei einer relativ niedrigen Temperatur von 37 °C zu
einer Verschiebung des Ectoin/Hydroxyectoin-Verhaltnisses auf Seite der hydroxylierten Form
(vgl. Abbildung 44). Aus diesen Daten lasst sich schlieRen, dass das Expressionsniveau auch im
Fall von EctD als Testprotein bei Verwendung des pWUB-Vektors deutlich héher ist als bei

Verwendung des pPromEct-Vektors.

Weiterfihrend wurde untersucht, ob sich die Hydroxyectoin-Produktion in H. elongata
pWUB_ectD_Hel durch Variation der Kulturbedingungen weiter optimieren lasst. Die Anzucht
unter steigenden Salzkonzentrationen im Bereich zwischen 7 % und 20 % NaCl fihrte bei allen
getesteten Salzkonzentrationen zu einem den Ectoingehalt lbersteigenden Hydroxyectoin-
Anteil in den Zellen. Der héchste Hydroxyectoin-Anteil mit ca. 75 % des Gesamtectoin-Gehalts
wurde bei 20 % NaCl erzielt. Dies ist unter Bericksichtigung der Kultivierungstemperatur von
nur 30 °C bemerkenswert, da H. elongata WT selbst bei einer erhéhten Temperatur von 37 °C

bei 20 % NaCl lediglich ca. 40 % Hydroxyectoin produziert (Ures 2005).

Da aus vorangegangenen Arbeiten (Ures 2005, Meffert 2011) bekannt war, dass eine Erhéhung
der Kultivierungstemperatur fir die Hydroxyectoin-Produktion in H. elongata WT unabdingbar
ist, wurde der Stamm H. elongata pWUB _ectD_Hel bei 10% NaCl mit steigender
Kultivierungstemperatur angezogen. Hierbei lag die hochste Temperatur, bei der H. elongata
(sowohl WT als auch der Plasmid-tragende Stamm) kultiviert werden konnte, bei 45 °C. Der
Einfluss von Hitzestress auf die Hydroxyectoin-Produktion konnte auch im Rahmen der
vorliegenden Arbeit bestatigt werden. Wahrend der Hydroxyectoin-Anteil am Gesamtectoin-
Gehalt bei 30 °C noch bei ca. 70 % lag, stieg er auf bis zu 95 % bei einer Temperatur von 45 °C
an (vgl. Abbildung 46). Im Vergleich erreichte der Wildtyp-Stamm H. elongata bei 45 °C einen
Hydroxyectoin-Anteil von ca. 70 %. Doch auch bei einer Temperatur von 40 —42 °C, bei der
noch gutes Wachstum des Organismus moglich ist, konnte im Plasmid-tragenden Stamm
bereits ein Hydroxyectoin-Anteil von ca. 85 - 90 % erreicht werden (vgl. Abbildung 46), wahrend
der Wildtypstamm lediglich 25 - 45 % Hydroxyectoin produzierte (Ures 2005).

Bei der industriellen Hydroxyectoin-Produktion wird derzeit H. elongata WT verwendet und
unter Hitzestressbedingungen ein Ectoin/Hydroxyectoin-Verhaltnis von etwa 1:1 erzielt
(Meffert 2011). Dies zieht anschliefende chromatographische Reinigungsschritte nach sich, die

aufwandig und kostenintensiv sind, weshalb die Suche nach einem Stamm, der im besten Fall
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reines Hydroxyectoin produziert, nicht nur von akademischem Interesse ist. Die oben
beschriebenen Daten stellen mit H. elongata pWUB_ectD_Hel einen interessanten Kandidaten
vor. Da diese Daten jedoch aus Experimenten im kleinen MaRstab erhalten wurden (100 mL-
Kultur) sollte abschlieRend Uberprift werden, ob der Stamm auch fiir die Produktion im

grofleren MaRstab (Fermenter) geeignet ist.

Unter den fir die Fermentationen gewahlten Bedingungen (10 % NacCl, 40 °C) war im 100 mL-
Schittelkolben ein Hydroxyectoin-Anteil von ca. 90 % nachgewiesen worden (vgl. 1116.3.2.1).
Dieser Wert konnte im 15 L-MaRstab der ersten Fermentation nicht erreicht werden, lag hier
der Hydroxyectoin-Anteil im Zellmaterial doch lediglich bei ca. 50 % zum Zeitpunkt der Ernte
der Kultur (vgl. 1116.3.2.2). Als limitierender Faktor konnte Sauerstoff identifiziert werden, denn
durch eine optimierte Sauerstoffversorgung wahrend der zweiten Fermentation wurde der
Hydroxyectoin-Anteil auf ca. 80% erhoht (vgl.1116.3.2.2). Zudem konnte auch Uber
Verlaufsproben ein direkter Zusammenhang zwischen Sauerstoffpartialdruck im Medium und
Hydroxyectoin-Gehalt in den Zellen festgestellt werden. Die Rolle des Sauerstoffs ergibt sich aus
der Reaktionsgleichung der Ectoin-Hydroxylase. Bei diesem Enzym handelt es sich um eine a-
Ketoglutarat-abhangige Dioxygenase, die je ein Sauerstoffatom aus dem O,-Molekil auf Ectoin

und das Co-Substrat a-Ketoglutarat tbertragt (Ures 2005).

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte mit Hilfe des Expressionsvektors pWUB gezeigt
werden, dass der Umfang der Ectoin-Hydroxylierung in H. elongata in groBem Male nicht nur
von der Temperatur, sondern auch von der Menge des Enzyms Ectoin-Hydroxylase bestimmt
wird. Zudem wurde Sauerstoff als wichtiger limitierender Faktor identifiziert, so dass fir
zukiinftige Hydroxylierungsversuche im grofRen MaRstab eine Optimierung der Sauerstoffzufuhr
in die Kultur angeraten wird. Die Beobachtung, dass bereits bei niedrigen Temperaturen (30 °C
bzw. 37 °C) hohe Hydroxyectoin-Gehalte erreicht werden kdnnen, ist aber auch fir die
Grundlagenforschung interessant. Die vorliegenden Daten sprechen gegen einen effektiven
Hydroxyectoin-Abbauweg als Grund fiir niedrige Hydroxyectoin-Gehalte unter diesen
Bedingungen, da durch Erhohung der Hydroxylase-Konzentration hohe Hydroxyectoin-Gehalte
problemlos erzielt werden konnten. Zudem zeigen die Fermentationen, dass auch in der
stationdaren Phase, also unter C-Quellen-Mangel, Ectoin-Hydroxylierung stattfindet. Bislang

wurde die Ectoin-Hydroxylierung hauptsachlich der exponentiellen Wachstumsphase
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zugeschrieben, da aufgrund der a-Ketoglutarat-Abhangigkeit des Enzyms ein aktiver

Zellstoffwechsel als Voraussetzung galt (Reuter et al. 2010).

Die in der vorliegenden Arbeit beschriebene homologe EctD-Expression in H. elongata stellt
nicht den ersten Versuch der Plasmid-kodierten Hydroxyectoin-Produktion dar. Bereits 2004
wurde in Chromohalobacter salexigens (ehemals H. elongata DSM 3043) das fiir eine Ectoin-
Hydroxylase kodierende Gen thpD aus Streptomyces chrysomallus exprimiert und dadurch die
Hydroxyectoin-Produktion des Wirtsorganismus temperaturabhangig bis zu einer 100 %igen
Hydroxylierung gesteigert (Prabhu et al. 2004). Hierbei wurde jedoch nicht die
Solutzusammensetzung des Zellmaterials analysiert sondern das Medium nach einem
hypoosmotischen Schock, so dass ein direkter Vergleich mit den Daten der vorliegenden Arbeit
nicht gezogen werden kann. Prabhu exprimierte das Gen thpD unter Kontrolle des ectA-
Promotors aus C. salexigens, der Uber vier Transkriptionsstartpunkte verfligt (Calderén et al.
2004), wahrend der in der vorliegenden Arbeit verwendete modifizierte ectA-Promotor aus
H. elongata nur zwei bekannte Transkriptionsstartpunkte beinhaltet (Schwibbert et al. 2010;
vgl. Abbildung 66). Somit ist an dieser Stelle nicht eindeutig feststellbar, ob die starkere
Hydroxylierungseffizienz des von Prabhu vorgestellten Systems im Vergleich zum pWUB-System
auf den anderen Wirtsorganismus (C. salexigens), die andere Hydroxylase (thpD aus
S. chrysomallus), einen starkeren Promotor, eine variierende Kopienzahl des verwendeten
Vektors (Kombination eines pUC-Derivats mit dem aus C. salexigens stammenden Vektor pHE1)

oder auch nur auf eine differierende Messmethode zurickzufihren ist.

4.1.2 Heterologe Expression in H. elongata mit pWUB

Moderat halophile Mikroorganismen als Expressionssysteme stehen derzeit im Focus der
Forschung, da man sich von der intrazellularen Akkumulation kompatibler Solute eine
Stabilisierung und verbesserte Faltung der Expressionsprodukte erhofft (Tokunaga et al.
2010b). Insbesondere Proteine, die bei heterologer Expression in E. coli zu Aggregation und
Bildung von inclusion bodies neigen, sind somit geeignete Kandidaten fir Test-Expressionen in

moderat Halophilen.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde eine heterologe Expression eines solchen
»,Problemproteins” mit Hilfe des neuen Expressions-Vektors pWUB in H. elongata durchgefiihrt.
Das Protein EctC aus Pseudomonas syringae wurde bereits in einer vorangegangenen

Diplomarbeit (Seip 2009) untersucht. Es handelt sich um eine putative Ectoin-Synthase, die im
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Genom singuldr, also ohne die Ublicherweise begleitenden Enzyme der Ectoin-Biosynthese,
vorliegt. Die Expression in E.coli mittels pET-System flhrte zur Aggregation des
Expressionsproduktes in inclusion bodies, eine Aktivitat des derart exprimierten Enzyms konnte

nicht nachgewiesen werden (Seip 2009).

Fir die heterologe Expression in H. elongata in Hinblick auf Uberexpression und Reinigung von
Fremdproteinen wurde der Vektor pWUB durch eine Hisg-tag-Region erweitert, und das Gen fir
die oben beschriebene putative Ectoin-Synthase derart in den Vektor kloniert, dass eine
Expression unter Kontrolle der promKB1-Promotorregion als Hisg-Fusionsprotein
(EctC_Psyr_His) ermoglicht wurde (vgl.1116.4.2). Die Expression wurde in H. elongata WT
durchgeflihrt und tatsachlich konnte das Expressionsprodukt in der I6slichen Proteinfraktion in
hohen Mengen nachgewiesen werden. Eine Isolierung des Proteins vom Gesamtzellprotein
unter Ausnutzung der fusionierten Hisg-tag-Region konnte ebenfalls gezeigt werden,
wenngleich die Reinheit des Proteins durch zwei H. elongata-eigene Proteinkontaminanten
reduziert wurde. Dies weist darauf hin, dass dieser Fusions-tag nicht die geeignete Wahl fiir
Proteinisolierungen aus H. elongata ist. Offensichtlich werden hier Wirts-eigene Proteine mit
isoliert, so dass als weiterfiihrende Optimierung des Expressionssystems an dieser Stelle die
Verwendung eines spezifischeren Fusions-tags, wie beispielsweise des Strep-tags, empfohlen

wird.

Das beschriebene Enzym EctC_Psyr_His ist ein erstes Beispiel fiir eine gelungene Expression
eines in E. coli aggregierenden Proteins in H. elongata unter Nutzung des Vektors pWUB.
Zusatzlich zu den hier beschriebenen Daten wurde kiirzlich auch die Ectoin-Synthase-Aktivitat
dieses Enzyms durch Expression in der aus der vorliegenden Arbeit stammenden Mutante
H. elongata WUBO01 (AectC) nachgewiesen (Kurz et al. 2010). Um genauere Aussagen zur
Eignung von H. elongata als Expressionssystem fiir ,Problemproteine” treffen zu koénnen,
miussen in Zukunft sicherlich weitere Testexpressionen mit weiteren Proteinen durchgefiihrt
werden. Im vorliegenden Fall wurde mit einer Ectoin-Synthase ein Protein gewahlt, dass im
Biosynthese-Apparat von H. elongata bereits bekannt ist. Fiir weiterfiihrende Experimente
waren Proteine eukaryotischen Ursprungs interessant, beispielsweise humane Proteine, wie sie
bereits erfolgreich in Chromohalobacter salexigens exprimiert wurden (Nagayoshi et al. 2009;

Nagayoshi et al. 2006).
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Wie in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden konnte, ist die Ectoin-Synthase ein lohnendes
Objekt zukilinftiger Forschung und es ware sinnvoll dieses Enzym in nachfolgenden Studien
weiter zu charakterisieren. Die Strukturaufklarung wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit
begonnen und es konnte gezeigt werden, dass eine Kristallisation des Proteins durch den
flexiblen C-Terminus behindert wird. Die Gewinnung erster Kristalle einer C-terminal verkiirzten
EctC-Version sollte Anlass sein, auf diesem Gebiet weiter zu arbeiten und z. B. die Kristallisation
weniger stark verkirzter EctC-Versionen zu versuchen. Denkbar ware, dass die schlechte
Qualitat der bislang erhaltenen Kristalle auf eine zu drastische Verkirzung des C-Terminus und

eine damit einhergehende Destabilisierung des Proteins zuriickzufiihren ist.

Gleichzeitig kénnen diese C-terminal unterschiedlich stark verkiirzten EctC-Varianten aber nicht
nur der Strukturaufklarung dienen, sondern auch in Enzymassays eingesetzt werden, um eine
mogliche regulatorische Rolle des flexiblen C-Terminus aufzukldren. Erste Daten aus der
vorliegenden Arbeit deuten auf eine potentielle Rolle in der osmotischen Regulation des
Enzyms hin. Es ware interessant dies mit verschiedenen EctC-Versionen zu bestatigen und die
beteiligten Aminosaurereste zu identifizieren. Zudem sollte nicht nur die Reaktion der
verkirzten Versionen auf variable Salzkonzentrationen untersucht werden, sondern auch der
pH-Wert variiert werden, da das Vorliegen saurer Aminosauren im C-Terminus auch auf eine

pH-Abhangigkeit hindeutet.

Die erstmals gezeigte Reversibilitdt der Ectoin-Synthase macht deutlich, dass die Frage nach
dem Substratspektrum des Enzyms noch bei weitem nicht abschlieBend geklart wurde. So sollte
im Anschluss an die vorliegende Arbeit untersucht werden, ob sich weitere zyklische Substrate
fiir eine Hydrolyse-Reaktion finden lassen oder das Enzym genutzt werden kann, um neue
zyklische Solute zu generieren, wobei z. B. neuartige Schwefel-haltige Verbindungen interessant
sein konnten. In diesem Zusammenhang schlieBt sich auch die Frage an, ob die gezeigte
Reversibilitat auch natiirlich eine Rolle im bakteriellen (Sekunddarmetabolit-) Stoffwechsel spielt
oder lediglich ein Artefakt der in vitro-Assays darstellt. Aus diesem Grund ist die
Charakterisierung von Enzymen, die als Ectoin-Synthase annotiert aber singular ohne die

weiteren Enzyme des Ectoin-Biosyntheseclusters vorliegen, von groRem Interesse.
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Fir die biotechnologische Produktion des neuen kompatiblen Soluts ADPC stellt die
Reversibilitdt der Ectoin-Synthase einen Nachteil dar, da durch die Einstellung eines
Reaktionsgleichgewichtes auf Seiten der Vorstufe Glutamin eine effektive Umsetzung behindert
wird. Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit gezeigten protektiven Eigenschaften des ADPC
zeigen jedoch, dass es sich lohnt an der ADPC-Produktion und der nachfolgenden
Produktgewinnung weiterzuarbeiten. Hier sollte zundchst geklart werden, wodurch die
Stationarphasen-Abhangigkeit der ADPC-Akkumulation in H. elongata ausgel6st wird. Es bietet
sich an, in dieser Hinsicht das Transportsystem TeaABC ndher zu untersuchen, da dieses einen
potentiellen Kandidaten fir einen energieabhdngigen ADPC-Transporter darstellt. Aus einer
vorangegangenen Arbeit (Grammann 2004) liegen bereits TeaABC-Deletionsmutanten von
H. elongata vor, mit H. elongata KB1-4-1-1 (AectA, AteaABC) auch eine Transportermutante, die
aufgrund der ectA-Deletion wie auch H. elongata KB1 (AectA) zur ADPC-Synthese befihigt ist.
Untersuchungen zur ADPC-Produktion dieser Transportermutante sollten Aufschluss iber eine
mogliche Beteiligung des TeaABC-Transporters an der ADPC-Akkumulation und deren
Stationarphasen-Abhéngigkeit geben. Um die Frage zu kldaren, ob TeaABC tatsachlich als
einziges Transportsystem fiir die Aufnahme von ADPC genutzt wird, wird jedoch ein
H. elongata-Stamm benoétigt, der neben einer Deletion des Transportsystems auch das ectC-

Gen deletiert hat und somit kein ADPC mehr produziert.

Ein weiterer Ansatzpunkt, um die ADPC-Produktivitat zu verbessern, konnte in der Erhéhung
des Glutamin- oder Glutamatgehalts im Produktionsorganismus liegen. Aufgrund der
Gleichgewichtseinstellung sollte mit steigender Glutaminkonzentration auch der ADPC-Gehalt
ansteigen. Moglicherweise konnte in dieser Hinsicht ein anderer Organismus wie z. B.
Corynebacterium glutamicum, der fir die grofStechnische Aminosdureproduktion genutzt wird,
ebenfalls eine Alternative sein. Eine Optimierung der ADPC-Produktion wdare auch die
Voraussetzung fir die Produktion des hydroxylierten Derivates, das ein weiteres vollig neues
potentielles kompatibles Solut darstellt und dessen Gewinnung und Charakterisierung noch

ausstehen.

Mit der Entwicklung des Vektors pWUB zur effektiven Proteinexpression in H. elongata wurde
in der vorliegenden Arbeit die Grundlage geschaffen, diesen halophilen Organismus als
Expressionssystem zu nutzen. Solche halophilen Expressionssysteme bieten den Vorteil der

Anwesenheit kompatibler Solute, die allgemein als forderlich fiir die Produktion nativer
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Proteine und die Vermeidung von inclusion bodies angesehen werden (Tokunaga et al. 2010a,
Tokunaga et al. 2010b). Aufbauend auf der vorliegenden Arbeit sollten nachfolgend weitere
Optimierungen an dem pWUB-Vektor vorgenommen werden, wie z. B. die Verwendung eines
Strep®-tags anstelle des Hiseg-tags fiir die Proteingewinnung aus H. elongata. Ein weiteres
bislang nicht erreichtes Ziel ist die Transformation von H. elongata. Derzeit ist es noch nicht
gelungen, einem halophilen Organismus die Kompetenz zur DNA-Aufnahme zu vermitteln. Der
konjugative Transfer von Plasmid-DNA stellt jedoch einen Zeitfaktor dar, der fiir die Etablierung

eines effektiven Expressionssystems hinderlich ist.

Der dem pWUB-Vektor zugrunde liegende Promotorbereich promA der Ectoin-Biosynthese aus
H. elongata stellt ein weiteres Thema fir zukinftige Forschungen dar. Zunachst einmal sollte
abschlieRend geklart werden, ob die mit dem Vektor pWUB erreichte Verbesserung der
Expressionsrate auf Ebene der Transkription, also durch die Mutation im 038-Promotor, oder auf
Ebene der Translation, also durch die optimierte Ribosomenbindestelle, erreicht wurde. Hierzu
wiirde es sich anbieten, die im promA-Bereich liegenden Promotorelemente des 6°°- und des
07°-Typs getrennt voneinander zu betrachten, jeweils mit der urspriinglichen und der
optimierten Ribosomenbindestelle. Diese Untersuchungen sollten auch in Hinblick auf ein
besseres Verstandnis der Regulation der Ectoin-Biosynthese erfolgen. Bislang ist wenig liber die
Regulation osmotisch induzierter Promotoren bekannt, ebenso wurden Untersuchungen zu
bevorzugten RBS-Sequenzen bislang nahezu ausschlieRlich in E. coli durchgefiihrt. Die im
Rahmen der vorliegenden Arbeit gewonnenen Daten sollten deshalb in nachfolgenden

Transkriptions- und Expressionsstudien, z. B. mit gfpyy als Reportergen, vertieft werden.
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Das fir die Ectoin-Synthase codierende Gen ectC konnte erfolgreich im Genom von H. elongata
deletiert werden. Dadurch wurden zwei neue H. elongata-Stamme generiert: H. elongata
WUBO1 (AectC) und WUBOQ2 (AectA, AectC). In H. elongata WUBO1 fiihrte die ectC-Deletion zu
einem Verlust der Fahigkeit zur Ectoin-Biosynthese und einer Akkumulation der Ectoin-Vorstufe
Ny-Acetyl-L-2,4-Diaminobuttersdaure (ADABA). Die Mutante H. elongata WUBO02 zeigte einen
Verlust der Fahigkeit zur ADPC-Synthese, die fur die Mutante H. elongata KB1 (AectA) zuvor
beschrieben worden war (Witt 2005). Hierdurch wurde die Beteiligung der Ectoin-Synthase an

der ADPC-Biosynthese in H. elongata bewiesen.

Die genomische Deletionsmutante H. elongata WUBO1 (AectC) wurde als Produktionsstamm fir
die Ectoin-Vorstufe Ny-Acetyl-L-2,4-Diaminobuttersdure (ADABA) etabliert. Das im Rahmen
dieser Arbeit entwickelte Produktgewinnungsverfahren umfasst eine Zellextraktion mittels
80 %igem Ethanol sowie eine Reinigung Uiber Anionenaustausch- und lonenverzogerungs-

Chromatographie.

Als zentrales Thema der vorliegenden Arbeit wurde die Ectoin-Synthase aus H. elongata naher
charakterisiert. Hierzu wurde das Protein erfolgreich heterolog in E. coli Gberexprimiert, wozu
ein auf dem pET-Vektorsystem basierendes Expressionssystem konstruiert wurde. Fir in vitro-
Experimente konnte die Ectoin-Synthase sowohl nativ Uber hydrophobe Interaktions-
chromatographie als auch C-terminal mit einem Hisg-tag versehen (ber Ni-NTA-
Affinitatschromatographie funktionell isoliert werden. Die Verwendung eines N-terminalen
Strep-tags flihrte zu einem inaktiven Produkt, was auf eine strukturelle und/oder katalytische

Bedeutung des N-Terminus hindeutet.

Durch verschiedene Methoden wurde im Rahmen dieser Arbeit mit der Aufklarung der Struktur
des EctC-Proteins begonnen. Mittels Gelfiltration wurde das Protein als putatives Homodimer
dargestellt. In Kooperation mit der AG Rice (Sheffield, UK) konnte Giber "> N-NMR-Spektroskopie
ein flexibler C-Terminus aus ca. 10 Aminosaureresten identifiziert werden, der sich als
hinderlich flr die Proteinkristallisation herausstellte. Durch Expression unterschiedlicher C-
terminal verkirzter EctC-Varianten konnten zum einen erste Proteinkristalle erzielt werden,
zum anderen wurden auch erste Hinweise auf eine regulatorische Bedeutung des C-Terminus

fir die Enzymaktivitat gewonnen.
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Bezlglich der Enzymaktivitat konnte ein pH-Optimum im Alkalischen (pH 8,5-9,0) festgestellt
werden sowie eine optimale Salzkonzentration von etwa 0,5 M NaCl im Reaktionspuffer. Bei
Verwendung von KCl wurde eine leichte Verschiebung des Salzoptimums in den Bereich 0,7-

1,0 M festgestellt.

Durch in vitro-Untersuchungen der Ectoin-Synthase aus H. elongata konnten neue Erkenntnisse
zum Substratspektrum des Enzyms gewonnen werden. Neben dem natirlichen Substrat
Ny-Acetyl-L-2,4-diaminobuttersdaure wurde die Umsetzung von Glutamin im Rahmen einer
Kondensationsreaktion bestdtigt. Erstmalig wurde im Rahmen dieser Arbeit auch eine
Reversibilitat der EctC-katalysierten Reaktion nachgewiesen, also die enzymatische Hydrolyse
zyklischer Strukturen. Als Substrate einer solchen hydrolytischen Aktivitdit wurden ADPC,

DHMICA und Homoectoin identifiziert.

Das neuentdeckte kompatible Solut ADPC als Produkt einer EctC-katalysierten Kondensation
von Glutamin wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit hinsichtlich seiner Biosynthese als
auch seiner protektiven Eigenschaft naher charakterisiert. Hierzu wurden verschiedene
Produktionsstimme (H. elongata & E. coli) generiert und miteinander verglichen, wobei ein
klarer quantitativer Zusammenhang zwischen EctC-Expression und ADPC-Akkumulation
festgestellt werden konnte. Zudem wurde gezeigt, dass der zellassoziierte ADPC-Gehalt in
H. elongata-Stammen in der stationdren Phase deutlich ansteigt, was auf den Einfluss eines
Energie-abhangigen Prozesses hindeutet. Die Charakterisierung des im Rahmen dieser Arbeit
aus H. elongata KB1 gewonnenen ADPC lasst eine Zuordnung der Substanz in die Gruppe der
kompatiblen Solute zu. Neben Verbesserung des mikrobiellen Wachstums unter osmotischem
Stress sowie Schutz von Zellen unter Trockenstress konnte eine proteinstabilisierende Wirkung
des ADPC gezeigt werden. Durch Hydroxylierung konnte ein weiteres Derivat dieses neuen

Soluts generiert werden.

Durch Vergleich des Gesamtzellproteins verschiedener H. elongata-Stamme konnte eine
verstarkte EctC-Expression in H. elongata KB1 nachgewiesen werden, die auf Verdnderungen im
Ectoin-Promotor promA durch die Deletion des ectA-Gens zurlickzufihren und ursachlich fir
die erhohte ADPC-Produktion in diesem H. elongata-Stamm ist. Die Verwendung dieses
modifizierten Promotorbereichs in einem pBBR1-MCS-Derivat fiihrte zu einem Vektor (pWUB),
der erfolgreich fir verschiedene homologe und heterologe Proteiniberexpressionen in

H. elongata genutzt wurde.
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S6T

1931 gcaagttctt cagcttcgag catgccggca tcacgccgga tatcgtgacc aactccaagt cgctgtccgg ttacggcctg ccgttcgctc acgtcctgcea
D e e e ettt e et e e et e e e e e S >
2031 gcgccccgag ctcgacaagt ggaagcccgg tcagtacaac ggcaccttcc gcggcttcaa cctggcectttc gccactgctg ctgccgccat gcgcaagtac
ectCup F1
D e e e ettt e i e e et e e e e S >
2131 tggagcgacg acaccttcga gcgtgacgtg cagcgcaagg ctcgcatcgt cgaggaacgc ttcggcaaga tcgccgcctg gctgagcgag aacggcatcg
D e e e e et et et e e e e e e e e e S >
2231 aggcctccga gcgcggccgce gggctgatgce ggggcatcga cgtgggttcc ggcgatatcg ccgacaagat cacccaccaa gccttcgaga acgggttgat
D e e e ettt et et e e et e e e e e S >
2331 catcgaaacc agcggtcagg acggcgaagt ggtcaagtgc ctgtgcccgc tgaccattcc cgacgaagac ctggtcgagg gactcgacat cctcgagacc
D e e e e e e e e et et e e e e e e S 5 >
2431 agcaccaagc aggcctttag ctgatcgcct gaggtgcgcc atcgggcctg tccatggcat cctgtatcgg tcggccgtgce gcggccggcec agtcattgat
> e ectB......... >> -24 Sigb4 -12 Sig54 +1
2531 tcactggaga atcgaccccg gcgcagtatt ctgccgtctc gcacgaagag cccccggtca cgatcggggg ctctttcgtt gttcgcagcecg gcacgggtgce
RBS c -35 Sig70
2631 cagtagctgg acgcctcgga cgtttcatgc ctactattgc gtcatgattg attcatcgtc cagaaaccgt cagcccgtcg aggaaggggc agtcgaggaa
-10 Sig70 RBS r
2731 ggggcattgc ccaacgacct ggtcagcgaa ctgctgctcg gcatgcgtct aagcggcatc cagtatcgcc gcatacaggc ggttcctccc ttcggcatcg
> e et e e et et e et e e et e e LS >
2831 ggggcttcgg tgccagcccg gggtgggccc actttcactt catcgcgcga gggccagtat atctgcgcag tcccggcggg geccgtgcacc ggctcgaggt
D e e e et e e e e e e e e e e e [ >
2931 cggtgacgca gtgcttctgc cgcgcggcgg accgcatgag ctgctgtcgt cgccggagca atccgccagt cgtgatatcg ccagcttcac gaccgctccg
D e e e et ettt et e e et e e e e S >
3031 ctctgcaggg ccgtcagtgc ggtgcgcaac ggttccccag aagtttgcca ggagagtggg gccgtcatct
ectCdown RI
D e et et e e e e e e S >

Abbildung 70: DNA-Sequenz der ectC-Deletion in H. elongata WUBO01

ueyuy

Dargestellt ist die AectC-Region der Mutante H. elongata WUBO1 mit den verbliebenen angrenzenden Genen ectB und ectD sowie den zugehorigen Promotorregionen und
Ribosomenbindestellen (RBS). ectC wurde von Start- bis Stop-Codon deletiert (vgl. I111), der zugehdrige ¢>*-Promotor sowie die RBS (Schwibbert et al. 2010) verbleiben im Genom.
+1: Transkriptionsstartpunkt, in rot dargestellt sind die Bindestellen der verwendeten Primer.



961

5111 cgaaattaat acgactcact ataggggaat tgtgagcgga taacaattcc cctctagaaa 5111 cgaaattaat acgactcact ataggggaat tgtgagcgga taacaattcc cctctagaaa

T7-promoter T7-promoter
>>..0 ... lac-operator...... >> >>..... lac-operator...... >>
NdeI NdeI
e, R
5171 taattttgtt taactttaag aaggagatat acatatgatc gttcgcaatc tcgaagaagc 5171 taattttgtt taactttaag aaggagatat acatatgatc gttcgcaatc tcgaagaagc
pelB-sequence' pelB-sequence'
S>> i ectC.......... > >> e ectC....oo00>

5231 gcgccagacc gaccgtctgg tcaccgccga aaacggcaac tgggacagca cccgcctgtce 5231 gcgccagacc gaccgtctgg tcaccgccga aaacggcaac tgggacagca cccgcctgtce

e e e e e e e e e [ o > L 1S >
5291 gctggccgaa gatggtggca actgctcctt ccacatcacc cgcatcttcg agggtaccga 5291 gctggccgaa gatggtggca actgctcctt ccacatcacc cgcatcttcg agggtaccga
> e e e e e e e e et ettt [T > > t >

5351 gacccacatc cactataagc atcacttcga ggctgtttat tgcatcgaag gcgagggcga 5351 gacccacatc cactataagc atcacttcga ggctgtttat tgcatcgaag gcgagggcga

D e e e e e e e e e e et [ > > ectC >

5411 agtggaaacc ctggccgatg gcaagatctg gcccatcaag ccgggtgaca tctacatcct 5411 agtggaaacc ctggccgatg gcaagatctg gcccatcaag ccgggtgaca tctacatcct

D e i e e [ > > e e e e S >
5471 cgaccagcac gacgagcacc tgctgcgcgc cagcaagacc atgcacctgg cctgcgtgtt 5471 cgaccagcac gacgagcacc tgctgcgcgc cagcaagacc atgcacctgg cctgcgtgtt
D eCEC. i e > D S >

5531 cacgccgggce ctgaccggca acgaagtgca ccgcgaagac ggttcctacg cacctgccga 5531 cacgccgggce ctgaccggca acgaagtgca ccgcgaagac ggttcctacg cacctgccga

> e e e et e e e e ECEC . i e i >
Xhol Ncol BamHI
-t —t———— —t-——=
5591 cgaagccgac gaccagaagc cgctgctcga gcaccaccac caccaccact gagatccggc 5591 cgaagccgac gaccagaagc cgctgtaacc atggatatcg gaattaattc ggatccgaat
spacer His-tag stop stop
> ectC....viio.>> D ectC..........>>
HindIII XhoI
e i
5651 tcgagctccg tcgacaagct tgcggccgca ctcgagcacc accaccacca ccactgagat
His-tag
Abbildung 71: DNA-Sequenz des Vektors pET-22b_ectC_Hel_His Abbildung 72: DNA-Sequenz des Vektors pET-22b_ectC_Hel

Dargestellt sind Ausziige der DNA-Sequenzen der Vektoren pET-22b_ectC_Hel_His sowie pET-22b_ectC_Hel (vgl. 1114.1.1). Deutlich zu sehen ist, dass die pelB-Leader-Sequenz durch
Einfliigen des ectC-Gens deletiert wird. In grau dargestellt sind die Spacer-Region zwischen ectC und His-tag im Fall des Vektors pET-22b_ectC_Hel_His sowie die relevanten Stop-
Codons.

ueyuy
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101

201

301

401

501

ccatcgaatg

gaatagttcg

agcgcgccag

gccagatgat

acaaaaatct

accgaccgtc

taattcctaa

agataacgag

tggtcaccgce

tttttgttga cactctatca ttgatagagt tattttacca
tet-promotor

ggcaaaaaat ggctagctgg agccacccgc agttcgaaaa
N-Uberhang Strep-tag

> e e e e et ettt et ectC _strep

cgaaaacggc aactgggaca gcacccgcct gtcgctggcec

ctccctatca

aggcgccatg
spacer

gaagatggtg

gtgatagaga

atcgttcgca

aaagtgaaat

atctcgaaga

e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e et ST o O >

atccactata agcatcactt cgaggctgtt tattgcatcg

D e e e e e e e e e e e e e e e et ST O S >

acatctacat cctcgaccag cacgacgagc acctgctgcg

D i e e e e e e e e e et et ettt et et ettt ST o ] >

gcaccgcgaa gacggttcct acgcacctgc cgacgaagcc

Abbildung 73: DNA-Sequenz des Vektors pASK-IBA5_ectC_Hel

Dargestellt ist ein Ausschnitt der DNA-Sequenz des Vektors pASK-IBA5_ectC_Hel (vgl. 1114.1.2). In griin dargestellt ist die fiir 8 Aminosauren kodierende Strep-tag lI-Region, in grau

dargestellt sind der Amino-terminale Uberhang, die Spacerregion zwischen ectC und Strep-tag Il sowie das relevante Stop-Codon.

agccgctgtg

atatctaact

stop

ueyuy
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3200 ctatagggcg aattggagct ccaccgcggt ggcggccgct ctagatcatc cagggcatcg ccattgccgt acgggccggg ctgaccaagg cacagttcaa
Punktmutation
S, B 1T <<
> e e e e e e e e e e e PromKBl. ... e e e >
3300 ccagacggtg ggcattcatc ccaccggcgc cgaagaattc gtgaccatgc gtactccgac acgccgctga cgaccttcgg gcaatcctgt cacggcgatg
e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e a3 11 e >
3400 tcactcggac gggccaccct cgaggtggcc cgttgcgtta tgcgtatggc ccgaatgaat gtggactaaa ctgggtctgt gcgaacgtcc tgcattcgat
Punktmutation
e e e e e e e e e e e e e e e e e et e e a3 11 = e >
3500 gccttttegt acaagacctg ccgggggaca tcagccggta cgagcgccgg tggtcgatgt cgcaagaatg gggagagccg ctacatacgc agcctgggga
-35 Sig38
Punktmutation
D e e e e e e e e e e e e e e e e e e e et e e e ST} 11 2 = O >
3600 gtgggctata attttctatt atggaattca gcaagcaaga taacctggtt tttgaaatga ccataagcgg ctgttatgat gccgatcaaa ttcgctccac
-10 Sig38 -35 Sig70 -10 Sig70
D e e e e e e e e e e et e et e e ST 111 8 = >
NspI KpnI
—————— + —————+
BspLUl1lI Smal XhoI Acc65I
——t——— === +-- —t————— —t———
HincII Xmal HindIII HincII Apal
———t——— —t———— -t === - === +
Sall BamHI PstI EcoRV Clarl Sall PspOMI
—t————— - —————— + ———t-— ——t——— —t——— —t—————
3700 aggaggtcga catgtaggga tcccccgggce tgcaggaatt cgatatcaag cttatcgata ccgtcgacct cgaggggggg cccggtacce a

RBS
>.promKB1l.>>
ectB' >>...>>

Abbildung 74: DNA-Sequenz des Vektors pWUB

ueyuy

Dargestellt ist ein Ausschnitt der DNA-Sequenz des Vektors pWUB (1116.2). Die Region promKB1 beinhaltet Promotoren des ¢>*- und o7°-Typs. In griin dargestellt ist die zum ectB-Gen
gehorige Ribosomenbindestelle (RBS). Die drei rot markierten Basenaustausche im Vergleich zur promA-Region des H. elongata WT wurden bereits von Grammann (2000)
beschrieben.
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3501

3601

3701

3801

3901

4001

4101

ccttttcgta caagacctgc

tgggctataa ttttctatta
-10 Sig38

cgggggacat

cagccggtac

gagcgccggt ggtcgatgtce

aacctggttt ttgaaatgac
-35 Sig70

gcaagaatgg

ggagagccgc

tgttatgatg
-10 Sig70

tacatacgca gcctggggag
-35 Sig38

D e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e a0} 111 8 = R >

ggaggtcgac atgatcgttc
RBS
> >> promKB1

HindIII

—_—t——

cagaccgacc gtctggtcac

gccgacgacc agaagccgct gtaaccaagc ttatcgatac cgtcgacctc gagggggggc ccggtaccca gcttttgttc cctttagtga gggttaattg

stop

Abbildung 75: DNA-Sequenz des Vektors pWUB_ectC_Hel (vgl. 1116.3.1)
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00¢

3561

3661

3761

3861

3961

4061

4161

4261

4361

4461

4561

4661

gcaagaatgg

tatcgccacg

ccctggcectca

tcgagccgga

caccgagccg

gcccggcaga

aaacctggca

gcccggctca

caggcgctgce

acgccaacat

gcgcttcctg

Abbildung 76: DNA-Sequenz des Vektors pWUB_ectD_Hel (vgl.

ggagagccgce

tgttatgatg
-10 Sig70

gagacacccg

atcgccgcga

cttcctgaaa

cagggcaacg

ttctcggcgg

cgccgaggat

caccgggtat

gcgagttgat

gtcgccggat

gcccacgagce

tacatacgca

gcctggggag

-35 Sig38

aggccgacag

gccggtggtce

ggcgaggaac

agatccgctc

cgagccctat

ggcatgcccg

tcgtgccgtg

cgaccgacat

ccgcgcagcea

cggatgaggc

ccggatccgt

aagggagagg

tcgaggcgtt

gctgttcgeg

gtccatcagt

ccatgcatgc

cctgggtgaa

ggtatcgaag

acgccttttt

gtggtcgecg

tgggctataa

ttttctatta

-10 Sig38

ggaggtcgac
RBS

agcgcgccgce

aggccgatgg

gcgccacgaa

gtgcactacc

cgcgcatcaa

ggtgagtgcg

acgccggagg

cgcccaccgg

cgtctacaac

gatggctgac
stop

116.3.2)

promKB1

atggcagtgc

gtccggggca

gccgctcecteg

ctcaacgccc

tgtcgcgagt

ctacaagccc

tccatcgtgce

atcatcaccg

cgcggcgggt

cgtcgtgaca

tcgggggtag

tggaattcag

agacatcgtc

ggatccctat

gccgcgcage

tgctggcccg

cttcagccgce

ggcttcgagg

tgaccgacaa

gcagtcgctc

ggcctgctgce

accgctgcgt

actaacaagt

caagcaagat

caaccgaccg

ccgacccgac

tcgatacctt

ggatgacttc

ctggccaacg

gcaagggctt

ccacaccttc

aagacccagg

tgttcgactg

cgaaccttat

aacctggttt

ttgaaatgac

-35 Sig70

ctgccacaag

tgagcgagcc

cgagcgccag

cgcggacgag

acgaacgcct

caattggcat

aacgggccgc

aattcggcgt

caataccctg

gcggcctcca

cgaacctgca

gctggatctt

ggcttcatct

acttcgccat

gatgggtcgc

tccgattttg

tgatgctggt

gccgagecgce

cacggctcca

agcgccgecece

ueyuy



T0¢C

3200

3300

3400

3500

3600

3700

3800

3900

ctatagggcg aattggagct ccaccgcggt ggcggccgct ctagatcatc cagggcatcg ccattgccgt acgggccggg ctgaccaagg cacagttcaa
D S B (1T = <<

ccagacggtg ggcattcatc ccaccggcgc cgaagaattc gtgaccatgc gtactccgac acgccgctga cgaccttcgg gcaatcctgt cacggcgatg
e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e a0} 111 2 = R >

tcactcggac gggccaccct cgaggtggcc cgttgcgtta tgcgtatggc ccgaatgaat gtggactaaa ctgggtctgt gcgaacgtcc tgcattcgat
e e e e e e e e e e e e e e e e et et a3 11 = >

gccttttcgt acaagacctg ccgggggaca tcagccggta cgagcgccgg tggtcgatgt cgcaagaatg gggagagccg ctacatacgc agcctgggga
-35 Sig38

gtgggctata attttctatt atggaattca gcaagcaaga taacctggtt tttgaaatga ccataagcgg ctgttatgat gccgatcaaa ttcgctccac

-10 Sig38 -35 Sig70 -10 Sig70
e e e e e e e e e e e e e e e e ettt e e e o @ (1= 0 >
NspI Smal
_—————— + ___+__
HincII XmaTl
___+___ _+____
Sall BamHI PstI
—t———— St +
aggaggtcga catgtaggga tcccccgggc tgcagcacca ccaccaccac cactgagatc cggctgctaa caaagcccga aaggaagctg agttggcectgce
RBS His-tag stop
>.promKB1.>>
ectB'
<<....''mcs'....<<
HindIII
_+____

tgccaccgct gagcaataac tagcataacc ccttggggcc tctaaacggg tcttgagggg ttttttgctg aaaggaggaa ctatatccgg ataagcttat
T7-terminator
mcs'' <<....<

cgataccgtc gacctcgagg gggggcccgg tacccagctt t

Abbildung 77: DNA-Sequenz des Vektors pWUB_His

Dargestellt ist ein Ausschnitt der DNA-Sequenz des Vektors pWUB-His (vgl. 1116.4.1). Die His-tag-Region mitsamt anschlieBendem T7-Terminator wurde dem Vektor pET-22b(+)
entnommen.
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gcaagaatgg ggagagccgc tacatacgca gcctggggag tgggctataa ttttctatta tggaattcag caagcaagat aacctggttt ttgaaatgac
-35 Sig38 -10 Sig38 -35 Sig70
e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e o 11 e >
BspLU11I
_+ _____
cataagcggc tgttatgatg ccgatcaaat tcgctccaca ggaggtcgac atgtttgttc gcaacaaaac cgatgtcgag aacacccctt atttcgtcga
-10 Sig70 RBS
e e e e e e e promKBl.......... ... .. >>
> e e et e e €CtC PSYyr. ..., >
atggggcgcc ggaaccagtc accgtctgct cactgaacgt gatgctatgg gctttacgct gtgccacacc attgtccgcg cgggcacaga gtcgctcttg
D e e e e e e e e e e e et e ettt et e ST o O o >
cattaccgca atcaccttga ggcgtgctat tgcattggag gtgaaggcga agtcgaggac atgcaaggca acgtatttcc gatccggcct ggggatgtgt
D ST L o >
atgtgcttga ccagcacgat cggcactttc tgcgcggagg caaggagcag gacctgatac tggtcagcgt cttcaatccg cctttgecgtg gggacgagcg
D ST o O o e >
BamHI
_+____
XhoII PstI XhoII
4 e + -t
acataacctc aatgacggta cgggatccgc ttacctgcag caccaccacc accaccactg agatccggct gctaacaaag cccgaaagga agctgagttg
spacer His-tag stop
> et ectC Psyr............ >>
gctgctgcca ccgctgagca ataactagca taaccccttg gggcecctctaa acgggtcttg aggggttttt tgctgaaagg aggaactata tccggataag
T7\terminator
mcs'' <<
cttatcgata ccgtcgacct cgaggggggg cccggtaccc
R mes''.Liiii i, <<

Abbildung 78: DNA-Sequenz des Vektors pWUB_ectC_Psyr_His

Dargestellt ist ein Ausschnitt der DNA-Sequenz des Vektors pWUB_ectC_Psyr_His (1116.4.2). Grau dargestellt ist die Spacerregion zwischen ectC-Gen und His-tag-Region sowie das

relevante Stop-Codon.

ueyuy



Danksagung

Bei Herrn Prof. Dr. Erwin A. Galinski mdchte ich mich nicht nur fiir die Bereitstellung eines spannenden
Themas und des nétigen Arbeitsplatzes bedanken, sondern auch fir die Moglichkeit, selbststandig die
Grenzen dieses Themas auszudehnen, herumzuforschen und nebenbei auf vielen spannenden Tagungen
in der Welt herumzukommen.

Fiir die freundliche Ubernahme des Korreferats danke ich Frau apl. Prof. Dr. Christiane Dahl.

Herrn Dr. Matthias Kurz danke ich fiir die gute Zusammenarbeit bei diversen Kursbetreuungen sowie die
Moglichkeit, mit EctC aus P. syringae zu arbeiten.

Damit die Forschung gut lauft ist ein gutes Arbeitsklima unerlasslich. In dieser Hinsicht konnte ich mich
in einer halophilen Arbeitsgruppe natirlich gliicklich schatzen, denn:

»Humor ist das Salz der Erde, und wer gut durchgesalzen ist, bleibt lange frisch.” (Karel Capek)

Dieses Zitat umschreibt die letzten Jahre ganz gut, und deshalb sind hier einige Dankesworte fallig. Mit
Frau Birgit Amendt durfte ich mir nicht nur das Labor teilen, sondern auch nach Feierabend viel SpaR3
haben, z.B. mit der kleinen Hexe oder Ronja Raubertochter. Absolutes Highlight war natirlich unsere

Reise nach China, wo wir recht orientierungslos auf der Suche nach @Y ="g
getrockneten Seegurken in Pralinenschachteln durch Peking & )

NN ' B oo R*

wanderten. Und dabei hatten wir doch so eine schone
Wegbeschreibung... (siehe rechts). Fiur die ganze schone Zeit ein
ganz groRes Dankeschdn! Bei Frau Marlene Stein (seien wir mal —

ehrlich, an Hecker haben wir uns noch nicht gewdhnt) habe ich \
&

gelernt, einfach mal drauf los zu schrauben und zu reparieren, 7
wenn’s notig ist... bislang ist's gut gegangen und ich kann mit Stolz die erste Fermentation ohne
Blutverlust oder Brandverletzungen verkiinden! Danke auch fiir die vielen Griinzeug-Deals die wir
abgewickelt haben und die meine Tomatensammlung bereicherten. Frau Dipl.-Biol. Elisabeth Schwab,
die das Losungskompetenz-Team vervollstandigt, danke ich fiir eine unterhaltsame Zeit im Labor, wo die
Namensgleichheit so einige Verwirrungen hervorrief (,Elisabeth, kannst du mal gerade... NEE, NICHT
DU!).

Und was waren das fiir schone Zeiten, als morgens um 8 im grof3teils noch schlafenden IfMB Frau Dr.
rer.nat. Anne Korsten und ich den Tag lber einem schonen Becher Kaffee starteten. Fiir meine dadurch
stark erhohte Koffeintoleranz und die netten motivierenden Gesprache, sowie die mittlerweile 168 vor
dem Fernseher verbrachten Stunden (ja, genau, 7 Staffeln) mochte ich mich herzlich bedanken. Ebenso
groRRer Dank gebuhrt Frau Dipl.-Biol. Andrea Meffert, die in meinem Riicken so manchen unerreichten
Rekord aufstellte. Zudem teilt sie meine Schwache fir wirklich schlechte Fernsehunterhaltung, und
somit konnten wir nicht nur unterhaltsame Diskussionen fiihren (,,Hast du gestern gesehen...?“), sie trug
auch nicht unerheblich zu einem gemdiitlichen Abinente am Arbeitsplatz bei. Ein weiteres Danke dafiir,
dass ich auch ein wenig Hydroxylieren durfte. Bei Frau Dipl.-Biol. Sinje Vielgraf bedanke ich mich fir
viele unterhaltsame Kaffee-Pausen mit Friends-Zitaten und Tatort-Zusammenfassungen, leckere Cookies
und aktive Mithilfe bei der taglichen Schokoladen-Vernichtung. Frau Dipl.-Biol. Britta Seip baut nicht nur
so wie ich ganzjahrig Gemise im Labor an — backen kann sie auch noch! Fiir die unvergessenen
Weckmann-Aktionen gibt es hier noch mal ein Dankeschén. Auf ihre eigene Anregung hin méchte ich
mich zudem bei ihr dafir bedanken, dass sie so gerne mit einem Gel, einem verwirrenden



Restriktionsmuster oder einfach nur so bei mir vorbeischaute. Herr M. Sc. Christoph Tanne ist ein
sprudelnder Quell der Kreativitdt, der mit Wort- und Bildwitz fir gute Stimmung sorgt. Wie viele
Wissenschaftler gibt es wohl, die mit nur drei Aminosduren so groRe Begeisterung bei ihren

Ill

Mitmenschen auslésen kénnen (,Glutamat, Aspartat und Lysin?“ —, Jippieh, Kasebrétchen!“)? Fir diese
unterhaltsame Zeit am Arbeitsplatz und die Erkenntnis, dass Pinguine echt lecker sind, ein dickes
Dankeschon. Bei Frau Dipl.-Biol. Kati Sell, dem Kreatin-Girl der Gruppe, mochte ich mich ganz besonders
herzlich fir die (Unterhaltungs-) Romane bedanken, die sie mir geschrieben hat. Und flr ganz viele
Aufmunterungen zum richtigen Zeitpunkt. Vielleicht starten wir ja nochmal einen Versuch Otten zu
fiittern? Bei Herrn M. Sc. Jhonny Correa mdchte ich mich daflir bedanken, dass ich einen Knoblauch-

Baum im Garten habe und ich dieses Bild auch nicht mehr loswerde.

Bei unserem Wunscherfiller und gepriften Leiter- und Tritte-Experten Elmar Kopp mochte ich mich
herzlich dafiir bedanken, dass ich jederzeit vorbeikommen konnte wenn bei mir mal eine Schraube
locker war oder im Keller wieder Disco-Feeling herrschte — auch ohne die Berechtigung Auftrage zu
erteilen.

Weiterhin mochte ich mich bei allen aktuellen und ehemaligen AG- und IfMB-Mitgliedern herzlich
bedanken, die mich wahrend meiner Zeit im Haus begleitet haben und zu der guten Stimmung
beitrugen. Unter den Diplomanden, Bachelor-Studenten und Laborblécklern moéchte ich einige Wenige
namentlich hervorheben, die das (manchmal moglicherweise zweifelhafte) Vergnigen hatten, an
meinen Themen zu arbeiten: Danke an Sinje Vielgraf, Sandy Schulz, Ariane Matz, Bernadette Rauch,
Thomas Weissgerber, Christina Moller, Anna Hermann, Daniel Ganser, Julia Kurth und Tassilo van
Ooyen fir eine Menge Daten, die in einigen Fallen halt auch mal zeigten wie es eben nicht funktioniert.

Herrn Dr. René Fakoussa sowie dem Land NRW danke ich fiir die Bereitstellung von Geraten aus dem
Forschungsprojekt Kohle-Biotechnologie. Herrn Dr. Stefan Kehraus aus der AG Konig, pharmazeutische
Biologie, danke ich fiir die NMR-spektroskopischen Messungen. Bei Herrn Prof. Dr. David Rice (Sheffield,
UK) und seiner Arbeitsgruppe, insbesondere Frau Dr. Svetlana Sedelnikova, méchte ich mich fur die
Arbeiten zur Strukturaufklarung der Ectoin-Synthase bedanken.

Bei Frau Dipl.-Biol. Claudia Wegscheid bedanke ich mich ganz herzlich fir eine langjdhrige Freundschaft,
eine duBerst effektive Paperversorgung und vor allem fir die vielen, vielen, vielen aufmunternden,
lustigen, unterhaltsamen, motivierenden, lehrreichen und immer wieder aufbauenden, teilweise recht
langen Telefonate. In diesem Zusammenhang auch ein Dank an O, dafir, dass die Standleitung nach
Hamburg kostenfrei zur Verfligung gestellt wurde (wenn die mal Pleite gehen lag’s an uns).

Nicht zuletzt geht ein ganz dickes ,,Dankeschon” an meine Familie. Insbesondere an meine Eltern, die so
bereitwillig einfach mal alles toll finden und unterstiitzen was ich tue, auch wenn nicht immer klar ist,
warum das Kind sich (iber so einen blauen Fleck in einem Gel freut.





