
Escherichia coli und Synechocystis sp.

als heterologe Produktionssysteme

für Ectoin und Hydroxyectoin

Dissertation

zur

Erlangung des Doktorgrades (Dr. rer. nat.)

der

Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultät

der

Rheinischen Friedrich-Wilhelms-Universität Bonn

vorgelegt von

Katharina Moritz

aus

Bonn

Bonn, im Mai 2018



Angefertigt mit Genehmigung der Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultät der

Rheinischen Friedrich-Wilhelms-Universität Bonn

1.Gutachter: Prof. Dr. Erwin A. Galinski

2.Gutachter: Prof. Dr. Uwe Deppenmeier

Tag der Promotion: 3. September 2018

Erscheinungsjahr: 2019



Inhaltsverzeichnis

Abbildungsverzeichnis V

Tabellenverzeichnis VII

Abkürzungen und Trivialnamen VIII

1 Einleitung 1
1.1 Osmoadaptation in Mikroorganismen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1
1.2 Die kompatiblen Solute Ectoin und Hydroxyectoin . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 2

1.2.1 Eigenschaften und Anwendung der Ectoine . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 2
1.2.2 Biosynthese von Ectoin und Hydroxyectoin . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 3
1.2.3 Genetische Organisation der Biosynthesegene . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 4
1.2.4 Industrielle Produktion der Ectoine . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 6

1.3 Das ectABCDask-Gencluster von Acidiphilium cryptum . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 7
1.4 Escherichia coli als heterologes Produktionssystem für Ectoine . . . . . . . . . . . . . . . . . 8

1.4.1 Osmoadaptation in E. coli . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 8
1.4.2 Heterologe Produktion von Ectoin und Hydroxyectoin in E. coli . . . . . . . . . . . . 9

1.5 Das Cyanobakterium Synechocystis sp. PCC6803 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 10
1.5.1 Osmoadaptation in Synechocystis . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 10
1.5.2 Synechocystis als heterologes Produktionssystem . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 11

1.6 Zielsetzung der Arbeit . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 12

2 Material und Methoden 13
2.1 Chemikalien, Enzyme und Kits . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 13
2.2 Software . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 16
2.3 Puffer und Lösungen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 17
2.4 Bakterienstämme und Plasmide . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 19
2.5 Expressionssysteme . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 20
2.6 Nährmedien und Medienzusätze . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 21
2.7 Bestimmung der osmotischen Konzentration . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 25
2.8 Kultivierungsverfahren . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 26

2.8.1 Stammhaltung und Reinheitskontrolle . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 26
2.8.2 Anzucht von A. cryptum . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 26
2.8.3 Anzucht von E. coli . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 27

2.8.3.1 Übernachtkulturen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 27
2.8.3.2 Anzucht im Schüttelkolben . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 27
2.8.3.3 Anzucht im Fermenter . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 28
2.8.3.4 Ganzzellbiokatalyse mit ruhenden Zellen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 29

2.8.4 Anzucht von Synechocystis . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 29

I



2.8.5 Bestimmung von Wachstum und Wachstumsparametern . . . . . . . . . . . . . . . . 30
2.8.6 Zellernte . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 30

2.9 Analytik . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 32
2.9.1 Gefriertrocknung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 32
2.9.2 Solutextraktion nach Bligh & Dyer (1959) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 32
2.9.3 Solutextraktion aus Synechocystis . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 32
2.9.4 Hochleistungsflüssigkeitschromatographie (HPLC) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 33

2.9.4.1 Nachweis ungeladener und zwitterionischer Solute mittels isokratischer HPLC 33
2.9.4.2 Nachweis organischer Säuren, Zucker und Polyole mittels isokratischer HPLC 34
2.9.4.3 Nachweis N-reaktiver Solute mittels FMOC-ADAM-HPLC . . . . . . . . . 35

2.9.5 Kernspinresonanz-Spektroskopie (NMR-Spektroskopie) . . . . . . . . . . . . . . . . . 36
2.9.6 Enzymatischer Nachweis von Glucose . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 37
2.9.7 Bestimmung der Produktionsdaten . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 37

2.10 Molekularbiologische Methoden . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 38
2.10.1 Gewinnung und Quantifizierung der DNA . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 38

2.10.1.1 Isolierung der genomischen DNA . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 38
2.10.1.2 DNA-Extraktion aus Synechocystis . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 39
2.10.1.3 Isolierung der Plasmid-DNA . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 39
2.10.1.4 Quantifizierung der DNA . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 40

2.10.2 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 41
2.10.2.1 Standard-PCR . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 41
2.10.2.2 SOE-PCR (splicing by overlap extension PCR) . . . . . . . . . . . . . . . 42
2.10.2.3 Kontroll-PCR . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 43
2.10.2.4 Primer . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 43

2.10.3 Agarosegelelektrophorese . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 43
2.10.4 Reinigung der DNA aus Agarosegelen und Restriktionsansätzen . . . . . . . . . . . . 45
2.10.5 Enzymatische Modifikation der DNA . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 45

2.10.5.1 Enzymatische Hydrolyse der DNA . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 45
2.10.5.2 Dephosphorylierung der Vektor-DNA . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 46
2.10.5.3 Ligation . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 46

2.10.6 Herstellung kompetenter Zellen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 47
2.10.7 Transformation von E. coli . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 47
2.10.8 Konjugation von Synechocystis . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 48
2.10.9 Sequenzierung der DNA . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 49
2.10.10 RNA-Arbeiten . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 49

2.10.10.1 Isolierung und Reinigung der RNA . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 49
2.10.10.2 Quantifizierung der RNA . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 50
2.10.10.3 Denaturierende Agarosegelelektrophorese . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 50
2.10.10.4 cDNA-Synthese . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 51

2.11 Proteinbiochemische Methoden . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 52
2.11.1 Proteinextraktion aus E. coli . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 52
2.11.2 Proteinextraktion aus Synechocystis . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 53
2.11.3 Gesamtproteinbestimmung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 54

II



2.11.4 Proteinquantifizierung mittels BCA-Test . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 54
2.11.5 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) . . . . . . . . . . . . . . . . . . 54
2.11.6 Western Blot . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 56
2.11.7 Aktivitätsnachweis von EctC im Rohextrakt . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 57

3 Ergebnisse 59
3.1 Das ectABCDask-Gencluster von A. cryptum . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 59

3.1.1 Osmotische Anpassung von A. cryptum . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 60
3.1.1.1 Osmotische Anpassung an Natriumchlorid . . . . . . . . . . . . . . . . . . 60
3.1.1.2 Osmotische Anpassung an Aluminiumsulfat . . . . . . . . . . . . . . . . . 61
3.1.1.3 Vergleich der osmotischen Konzentration von NaCl und Al2(SO4)3 . . . . 62

3.1.2 Potenzial des A. cryptum-Genclusters für die heterologe Expression in E. coli . . . . 63
3.2 Heterologe Hydroxyectoin-Produktion in E. coli mittels des A. cryptum-Genclusters . . . . . 65

3.2.1 Akkumulation von Ectoin durch Mutation im Vektor pASK_ectABCD . . . . . . . 65
3.2.2 Hydroxyectoin-Produktion mit E. coli pASK_ectABCDask . . . . . . . . . . . . . . 67

3.2.2.1 Hydroxyectoin-Produktion mit variabler C-Quelle und Salinität . . . . . . 68
3.2.2.2 Produktionsdaten zur optimierten Hydroxyectoin-Produktion . . . . . . . 70

3.3 Heterologe Ectoin-Produktion in E. coli mittels des A. cryptum-Genclusters . . . . . . . . . . 72
3.3.1 Optimierung der Produktionsbedingungen im Schüttelkolben . . . . . . . . . . . . . 73

3.3.1.1 Nährmedium und Temperatur . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 74
3.3.1.2 Induktionszeit . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 74
3.3.1.3 C-Quelle . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 75
3.3.1.4 NaCl-Konzentration . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 76
3.3.1.5 Produktionsdaten zur optimierten Ectoin-Produktion . . . . . . . . . . . . 78

3.3.2 Produktion von Ectoin mittels Fed-Batch-Fermentation . . . . . . . . . . . . . . . . 83
3.3.3 Ectoin-Produktion mit ruhenden Zellen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 85
3.3.4 Steigerung der heterologen Expression von ectC . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 87

3.3.4.1 Expression von ectC unter Kontrolle eines separaten tet-Promotors . . . . 87
3.3.4.2 Expression von ectC mit separatem tet-Promotor und optimierter RBS . . 91

3.3.5 RNA-Analyse des ectABCDask-Genclusters von A. cryptum . . . . . . . . . . . . . . 97
3.3.5.1 RNA-Analyse des A. cryptum-Genclusters in E. coli . . . . . . . . . . . . . 97
3.3.5.2 RNA-Analyse des ectABCDask-Genclusters in A. cryptum . . . . . . . . . 99

3.3.6 Nachweis der Aktivität von EctC in E. coli . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 100
3.4 Synechocystis als heterologes Produktionssystem für Ectoine . . . . . . . . . . . . . . . . . . 104

3.4.1 Heterologe Expression von ectC in Synechocystis . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 105
3.4.2 Heterologe Expression des ectABCD-Genclusters in Synechocystis . . . . . . . . . . . 108

4 Diskussion 115
4.1 Das ectABCDask-Gencluster von A. cryptum . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 115

4.1.1 Die Aspartokinase von A. cryptum . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 115
4.1.2 Osmotische Anpassung von A. cryptum . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 117

4.1.2.1 Geringe Toleranz gegenüber Natriumchlorid . . . . . . . . . . . . . . . . . 117
4.1.2.2 Hohe Toleranz gegenüber Aluminiumsulfat . . . . . . . . . . . . . . . . . . 117
4.1.2.3 Vergleich der osmotischen Konzentration von NaCl und Al2(SO4)3 . . . . 118

III



4.1.2.4 Hydroxyectoin und Trehalose als Antwort auf osmotischen Stress . . . . . 119
4.1.3 Potenzial des A. cryptum-Genclusters für die heterologe Expression in E. coli . . . . 120

4.2 Heterologe Produktion von Ectoinen in E. coli mittels des A. cryptum-Genclusters . . . . . . 121
4.2.1 Überblick zum heterologen Produktionssystem für Ectoine in E. coli . . . . . . . . . 121
4.2.2 Charakterisierung und Optimierung des heterologen Produktionssystems . . . . . . . 123

4.2.2.1 Akkumulation von Ectoin durch Mutation im Vektor pASK_ectABCDm . 123
4.2.2.2 Die Transaminase EctB scheint in E. coli essenziell zu sein . . . . . . . . . 124
4.2.2.3 Geringer positiver Effekt der Aspartokinase . . . . . . . . . . . . . . . . . 124
4.2.2.4 Die produzierten Ectoine werden überwiegend extrazellulär akkumuliert . 125
4.2.2.5 Höchste Produktion der Ectoine bei geringer Salinität . . . . . . . . . . . . 126
4.2.2.6 Keine Produktion von Ectoinen in Komplexmedium . . . . . . . . . . . . . 127
4.2.2.7 Höchste Produktausbeute und -reinheit mit Glycerin als C-Quelle . . . . . 128
4.2.2.8 C-Bilanz (total) und Ertrag des heterologen Produktionssystems . . . . . . 130
4.2.2.9 Energiebilanz und separate C-Bilanz . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 131
4.2.2.10 N-Limitierung in MM63 durch erhöhten Bedarf an Stickstoff . . . . . . . . 134
4.2.2.11 Spezifische Produktivität des heterologen Produktionssystems . . . . . . . 135
4.2.2.12 Plasmidstabilität des Produktionssystems . . . . . . . . . . . . . . . . . . 136
4.2.2.13 Aktivität und Gleichgewichtsreaktion der Ectoinsynthase . . . . . . . . . . 137
4.2.2.14 Extrazelluläre Akkumulation der Ectoin-Vorstufe ADABA . . . . . . . . . 138
4.2.2.15 Fed-Batch-Fermentation . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 141
4.2.2.16 Ectoin-Produktion mit ruhenden Zellen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 143
4.2.2.17 Steigerung der heterologen Expression von ectC . . . . . . . . . . . . . . . 144
4.2.2.18 RNA-Analyse des ectABCDask-Genclusters von A. cryptum . . . . . . . . 147

4.2.3 Vergleich bisheriger Produktionssysteme für Ectoin und Hydroxyectoin . . . . . . . . 148
4.2.3.1 Vergleich der Ectoin-Produktion . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 149
4.2.3.2 Vergleich der Hydroxyectoin-Produktion . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 153

4.2.4 Weitere Untersuchungen und Optimierungen des Produktionssystems . . . . . . . . 155
4.3 Synechocystis als heterologes Produktionssystem für Ectoine . . . . . . . . . . . . . . . . . . 158

4.3.1 Hydroxyectoin-Produktion in Synechocystis . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 158
4.3.1.1 Überblick zum möglichen Biosyntheseweg in Synechocystis . . . . . . . . . 158
4.3.1.2 Extrazelluläre Akkumulation von Hydroxyectoin . . . . . . . . . . . . . . . 160
4.3.1.3 Effekt des Induktors IPTG . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 161
4.3.1.4 Genetische Stabilität der Expressionsvektoren . . . . . . . . . . . . . . . . 162
4.3.1.5 Nicht-funktionelle Expressionssysteme . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 163

4.3.2 Hydroxyectoin-Produktion im Vergleich zu E. coli und zum Donorstamm . . . . . . 163
4.3.3 Optimierung der heterologen Produktion in Synechocystis . . . . . . . . . . . . . . . 165

5 Zusammenfassung 169

6 Literaturverzeichnis 171

7 Anhang 187

IV



Abbildungsverzeichnis

1.1 Biosyntheseweg von Ectoin und Hydroxyectoin ausgehend von L-Aspartat . . . . . . . . . . 3
1.2 Genetische Organisation der Ectoin- bzw. Hydroxyectoin-Biosynthesegene . . . . . . . . . . 5
1.3 Schematische Darstellung der biotechnologischen Produktion von Ectoinen . . . . . . . . . 6
1.4 Die häufigsten kompatiblen Solute in Cyanobakterien . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 11

3.1 Wachstum von A. cryptum mit steigender Salinität . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 60
3.2 13C-NMR-Spektrum des A. cryptum-Zellextrakts nach Anzucht mit 3%NaCl . . . . . . . . 61
3.3 Wachstum von A. cryptum mit Aluminiumsulfat . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 62
3.4 Vergleich der osmotischen Konzentration von NaCl und Al2(SO4)3 . . . . . . . . . . . . . . 63
3.5 Vergleich der Acidität verschiedener Ectoinsynthasen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 64
3.6 Sequenzvergleich der Ectoinhydroxylase . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 66
3.7 Vergleich von E. coli pASK_ectABCD2 mit bisherigen Produktionsstämmen . . . . . . . . 67
3.8 Hydroxyectoin-Produktion mit E. coli pASK_ectABCDask im Wachstumsverlauf . . . . . . 68
3.9 Heterologe Hydroxyectoin-Produktion mit variabler C-Quelle und Salinität . . . . . . . . . 69
3.10 Hydroxyectoin-Konzentration und TBM bei variabler C-Quelle und Salinität . . . . . . . . 70
3.11 Produktionsverlauf mit E. coli pASK_ectABCDm in MM63-1 mit Glucose . . . . . . . . . . 73
3.12 Einfluss der Induktionszeit auf die Ectoin-Produktion . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 75
3.13 Ectoin-Produktion mit verschiedenen C-Quellen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 76
3.14 Ectoin-Produktion mit variabler C-Quelle und Salinität . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 77
3.15 Ectoin-Konzentration und TBM bei variabler C-Quelle und Salinität . . . . . . . . . . . . . 78
3.16 Ectoin-Produktion mit Glycerin im Wachstumsverlauf . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 79
3.17 Ectoin-Produktion mit Glucose im Wachstumsverlauf . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 80
3.18 Wachstum und heterologe Produktion mit variablem C:N-Verhältnis . . . . . . . . . . . . . 82
3.19 Heterologe Ectoin-Produktion mittels Fed-Batch-Fermentation . . . . . . . . . . . . . . . . 84
3.20 Ganzzellbiokatalyse von Aspartat und Glycerin zu Ectoin mit ruhenden Zellen . . . . . . . 85
3.21 Konstruktion des Expressionsvektors pASK_ectAB-C . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 87
3.22 Produktion mit E. coli pASK_ectAB, pASK_ectAB-C und pASK_ectABCDm . . . . . . . 88
3.23 Solutkonzentration und TBM bei variabler AHT-Menge . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 89
3.24 SDS-PAGE zu E. coli pASK_ectAB-C und pASK_ectABCDm . . . . . . . . . . . . . . . . 90
3.25 Konstruktion des Expressionsvektors pASK_ectAB-RectC . . . . . . . . . . . . . . . . . . 92
3.26 SDS-PAGE und Western Blot zu E. coli pASK_RBS-ectC-Acry . . . . . . . . . . . . . . . . 93
3.27 SDS-PAGE des löslichen Zellproteins von E. coli pASK_ectAB-RectC . . . . . . . . . . . . 94
3.28 Vergleich von E. coli pASK_ectAB-RectC und pASK_ectABCDm . . . . . . . . . . . . . . 95
3.29 Solute und TBM von E. coli pASK_ectAB-RectC und pASK_ectABCDm . . . . . . . . . . 96
3.30 Qualitätskontrolle der Gesamt-RNA von E. coli . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 97
3.31 Analyse der cDNA- und RNA-Proben von E. coli . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 98
3.32 Analyse der cDNA- und RNA-Proben von A. cryptum . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 99
3.33 Nachweis der Plasmide und rekombinanten Proteine der Produktionsstämme . . . . . . . . 101

V



3.34 Nachweis der Aktivität von EctC im Rohextrakt der Produktionsstämme . . . . . . . . . . 102
3.35 Wachstum von Synechocystis mit Ectoin als potenzieller N-Quelle . . . . . . . . . . . . . . 105
3.36 Konstruktion des Expressionsvektors pRL59EH_ectC_Acry_His . . . . . . . . . . . . . . . 106
3.37 Nachweis von EctC-His in E. coli XL1-Blue pRL59EH_ectC_Acry_His . . . . . . . . . . . 107
3.38 Nachweis der Expression von ectC in Synechocystis pRL59EH_ectC_Acry_His . . . . . . . 108
3.39 Konstruktion des Expressionsvektors pSynect2 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 109
3.40 Nachweis der Produktion von Ectoinen in E. coli XL1-Blue pSynect2 . . . . . . . . . . . . . 110
3.41 Nachweis des ectABCD-Genclusters in Synechocystis pSynect2 . . . . . . . . . . . . . . . . 111
3.42 Konstruktion von pSynect3 und Nachweis von ectC in Synechocystis . . . . . . . . . . . . . 113

4.1 Sequenzvergleich der Aspartokinase Ask . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 116
4.2 Schematische Darstellung des Produktionssystems für Ectoine in E. coli . . . . . . . . . . . 123
4.3 Energiebilanz der Ectoin- und Hydroxyectoin-Synthese in E. coli . . . . . . . . . . . . . . . 133
4.4 Ganzzellbiokatalyse von Aspartat und Glycerin zu Ectoin (He et al., 2015) . . . . . . . . . 143
4.5 Schematische Darstellung der Hydroxyectoin-Synthese in Synechocystis pSynect2 . . . . . . 159
4.6 Vergleich der codon usage von Synechocystis und P. stutzeri . . . . . . . . . . . . . . . . . . 167

7.1 Intrazellulärer Ectoin- und Hydroxyectoin-Gehalt . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 189
7.2 1H-NMR-Spektrum zur Ganzzellbiokatalyse mit E. coli pASK_ectABCDm . . . . . . . . . 190
7.3 Sequenzvergleich der Aspartokinase LysC . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 190
7.4 Sequenz des ectABCDask-Genclusters von A. cryptum DSM2389T . . . . . . . . . . . . . . 192
7.5 Sequenzausschnitt des Expressionsvektors pASK_ectAB-C . . . . . . . . . . . . . . . . . . 193
7.6 Sequenzausschnitt des Expressionsvektors pASK_ectAB-RectC . . . . . . . . . . . . . . . . 194
7.7 Sequenzausschnitt des Expressionsvektors pRL59EH_ectC_Acry_His . . . . . . . . . . . . 194
7.8 Sequenzausschnitt des Expressionsvektors pSynect2 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 195

VI



Tabellenverzeichnis

2.1 Verwendete Chemikalien, Enzyme und Kits . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 13
2.2 Verwendete Puffer und Lösungen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 17
2.3 Verwendete Plasmide . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 19
2.4 Verwendete Bakterienstämme . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 20
2.5 M269 zur Anzucht von A. cryptum . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 21
2.6 LB- und 2 xYT-Medium . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 22
2.7 MM63 zur Anzucht von E. coli . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 22
2.8 Fermentationsmedium für E. coli . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 23
2.9 BG11 zur Anzucht von Synechocystis . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 23
2.10 Vitamin- und Spurenelementlösung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 24
2.11 Antibiotika . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 24
2.12 Gradientenprofil für die FMOC-ADAM-HPLC . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 36
2.13 Reaktionsansatz und PCR-Programm mit der Pfu-DNA-Polymerase . . . . . . . . . . . . . 42
2.14 Reaktionsansatz und PCR-Programm mit der Phusion-DNA-Polymerase . . . . . . . . . . 42
2.15 Reaktionsansatz und PCR-Programm mit der Taq-DNA-Polymerase . . . . . . . . . . . . . 43
2.16 Verwendete Primer . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 44
2.17 Restriktionsansatz . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 46
2.18 Ligationsansatz mit T4-DNA-Ligase . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 46
2.19 cDNA-Synthese mittels Transcriptor Universal cDNA Master Kit . . . . . . . . . . . . . . . 51
2.20 cDNA-Synthese mittels SuperScript First-Strand Synthesis System . . . . . . . . . . . . . . 52
2.21 Zusammensetzung des Trenn- und Sammelgels für die SDS-PAGE . . . . . . . . . . . . . . 55

3.1 Produktionsdaten zu E. coli pASK_ectABCDask in MM63-0,5 mit Glycerin . . . . . . . . . 71
3.2 Produktionsdaten zu E. coli pASK_ectABCDm in MM63-0,5 mit Glycerin . . . . . . . . . 81
3.3 Heterologe Produktion von Hydroxyectoin mit Synechocystis pSynect2 . . . . . . . . . . . . 112

4.1 Vergleich der Expressionsvektoren im Hinblick auf die Translation von ectC . . . . . . . . . 146
4.2 Vergleich der Ectoin- und Hydroxyectoin-Produktion bisheriger Produktionssysteme . . . . 152

7.1 Vergleich annotierter Ectoinsynthasen in Genclustern von Vertretern der Bacteria . . . . . 187
7.2 Ectoin-Produktion in E. coli pASK_ectABCDm mit Glycerin und 0,25%NaCl . . . . . . . 189

VII



Abkürzungen und Trivialnamen

Physikalische Einheiten wurden entsprechend des Internationalen Einheitssystems (SI) abgekürzt. Die
Bezeichnungen der Plasmide sind in Tab. 2.3 erläutert.

% (w/v) prozentualer Massenanteil pro Volumenanteil
% (v/v) prozentualer Volumenanteil
≥, ≤ größer gleich, kleiner gleich
α-ADABA Nα-Acetyl-L-2,4-diaminobuttersäure
A260, A280 Absorption bei einer Wellenlänge von 260 nm bzw. 280 nm
Abb. Abbildung
ABC-Transporter Transporter mit ATP-binding cassette
ADABA Nγ-Acetyl-L-2,4-diaminobuttersäure
ADAM 1-Aminoadamantan
ADP Adenosindiphosphat
ADPC 5-Amino-3,4-dihydro-2H-pyrrol-2-carbonsäure
AHT Anhydrotetracyclin
AmpR Ampicillinresistenz
AP alkalische Phosphatase
APS Ammoniumpersulfat
Ask Aspartokinase
ask Gen der Aspartokinase
ATP Adenosintriphosphat
BCA Bicinchoninsäure
BCIP 5-Brom-4-chlor-3-indolylphosphat
BG11 Medium for Blue Green Algae
BG11-N BG11 ohne Stickstoffquelle (Natriumnitrat)
bp Basenpaar(e)
BSA bovine serum albumin
BTC 1,2,4,5-Benzoltetracarboxylat Natriumsalz
C-Bilanz Kohlenstoff-Bilanz
cDNA komplementäre DNA
CoA Coenzym A
C-Quelle Kohlenstoffquelle
DABA L-2,4-Diaminobuttersäure
DHAP Dihydroxyacetonphosphat
DMSO Dimethylsulfoxid
DNA Desoxyribonukleinsäure
DNase Desoxyribonuklease
dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphat
DSM Deutsche Sammlung von Mikroorganismen
DTT Dithiothreitol
EctA L-2,4-Diaminobuttersäure-Acetyltransferase
ectA Gen der L-2,4-Diaminobuttersäure-Acetyltransferase
EctB L-2,4-Diaminobuttersäure-Transaminase
ectB Gen der L-2,4-Diaminobuttersäure-Transaminase

VIII



EctC Ectoinsynthase
ectC Gen der Ectoinsynthase
EctC-His Fusionsprotein aus EctC und C-terminalem His-Tag
EctD Ectoinhydroxylase
ectD Gen der Ectoinhydroxylase
Ectoin (S)-2-Methyl-1,4,5,6-tetrahydropyrimidin-4-carbonsäure
EctR potenzielles Regulatorprotein
ectR Gen des potenziellen Regulatorproteins
EDTA Ethylendiamintetraessigsäure
ED-Weg Entner-Doudoroff-Weg
EMP-Weg Embden-Meyerhof-Parnas-Weg
et al. et alii (und andere)
FAD Flavinadenindinukleotid
FMOC 9-Fluorenylmethoxycarbonylchlorid
g Erdbeschleunigung
ggpS Gen der Glucosylglycerin-phosphat-Synthase
Glutamat-DH Glutamat-Dehydrogenase
GmR Gentamicinresistenz
GS/GOGAT Glutamin-Synthetase/Glutamin-Oxoglutarat-Aminotransferase
GTP Guanosintriphosphat
H2Odemin demineralisiertes Wasser
H2Oreinst Reinstwasser
His-Tag Protein-Tag bestehend aus sechs Histidinen
Homoectoin 4,5,6,7-Tetrahydro-2-methyl-1H-[1,3]-diazepin-4-carbonsäure
HPLC high performance liquid chromatography (Hochleistungsflüssigkeitschromatographie)
Hydroxyectoin (S,S)-2-Methyl-5-hydroxy-1,4,5,6-tetrahydropyrimidin-4-carbonsäure
IPTG Isopropyl-β-D-thiogalactopyranosid
kb Kilobasen
kDa Kilodalton
Km Michaelis-Konstante
KmR Kanamycinresistenz
LacI Repressor des Lactose-Operons
lac-Promotor Promotor des Lactose-Operons
LB lysogeny broth
LBG lysogeny broth mit Glucose
lnOD600 natürlicher Logarithmus der optischen Dichte bei 600 nm
LysC Aspartokinase, die außerhalb eines Ectoin- bzw. Hydroxyectoin-Biosynthese-

genclusters im Genom codiert ist
M269 Medium 269
MFS-Transporter Transporter der major facilitator superfamily
MM63 Minimalmedium 63
MOPS 3-(N-Morpholino)-propansulfonsäure
mRNA messenger RNA
rRNA ribosomale RNA
NAD Nicotinamidadenindinukleotid
NADP Nicotinamidadenindinukleotidphosphat
NBT Nitroblautetrazoliumchlorid
NCBI National Center for Biotechnology Information
NMR nuclear magnetic resonance (Kernspinresonanz)
N-Quelle Stickstoffquelle

IX



OD600, OD750 optische Dichte bei einer Wellenlänge von 600 nm bzw. 750 nm
PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese
PCC Pasteur Culture collection of Cyanobacteria
PCR polymerase chain reaction (Polymerase-Kettenreaktion)
PEG Polyethylenglycol
PEP Phosphoenolpyruvat
pH potentia hydrogenii
pI isoelektrischer Punkt
ppm parts per million
psbA1 Gen des D1 Proteins im Photosystem II
qPCR quantitative PCR
RBS Ribosomenbindestelle
RI refractive index (Brechungsindex)
RNA Ribonukleinsäure
RNase Ribonuklease
rpm revolutions per minute (Umdrehungen pro Minute)
RSB reducing sample buffer
RT reverse Transkriptase
RubisCO Ribulose-1,5-bisphosphat-Carboxylase/Oxygenase
SDS sodium dodecyl sulfate (Natriumdodecylsulfat)
SD-Sequenz Shine-Dalgarno-Sequenz
Sm/SpR Streptomycin/Spectinomycinresistenz
SOE splicing by overlap extension
Tab. Tabelle
tac-Promotor Hybrid aus trp-Promotor und lac-Promotor
TBM Trockenbiomasse
td Verdopplungszeit
TEMED N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin
tet-Promotor Promotor des Tetracyclin-Resistenzgens tetA
TetR Tetracyclin-Repressor
THF Tetrahydrofuran
Ti-Rate Translationsinitiations-Rate
Tm Schmelztemperatur
TMSP Natrium-Trimethylsilylpropionat
trc-Promotor Hybrid aus trp-Promotor und lac-Promotor
Tris Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
tRNA Transfer-RNA
trp-Promotor Promotor des Tryptophan-Operons
TSS transformation and storage solution
U Unit
UDP Uridindiphosphat
UV Ultraviolett

X



1 Einleitung

1.1 Osmoadaptation in Mikroorganismen

Viele Lebensräume, wie Meerwasser, Salzseen und Salinen, sind mit einer erhöhten Salzkonzentra-

tion verbunden oder weisen ständig wechselnde Osmolaritäten auf, z.B. in Böden durch periodisch

auftretende Überschwemmung und Austrocknung. Hypersaline Standorte zeichnen sich durch eine

hohe Ionenstärke und somit geringe Wasseraktivität aus, was für Mikroorganismen problematisch

ist, da die Verfügbarkeit von Wasser essentiell für zelluläre Prozesse ist. In Umgebungen mit

geringer Wasseraktivität und dem damit verbundenen osmotischen Druck läuft eine bakterielle

Zelle aufgrund ihrer semipermeablen Membran Gefahr, Wasser zu verlieren, wodurch Metabolismus

und Wachstum zum Erliegen kommen würden (Brown, 1976).

Halophile und halotolerante Mikroorganismen haben zwei Strategien der Osmoadaptation ent-

wickelt, um das osmotische Gleichgewicht zwischen Cytoplasma und umgebendem Milieu bei

erhöhten Salinitäten aufrechtzuerhalten. Halophile sind auf NaCl angewiesen und haben ihr Wachs-

tumsoptimum bei 3%NaCl oder weitaus höheren Salinitäten, während halotolerante Vertreter

nicht zwingend NaCl für das Wachstum benötigen, aber erhöhte Salzkonzentrationen tolerieren

können (Kushner, 1978). Bei der sogenannten salt-in-cytoplasm-Strategie werden zum Ausgleich

des osmotischen Drucks anorganische Ionen, vornehmlich K+- und Cl--Ionen, im Cytoplasma

akkumuliert. Diese Strategie erfordert eine weitreichende Anpassung der Zellmaschinerie an hohe

intrazelluläre Ionenkonzentrationen und ist bei einigen halophilen Vertretern der Bacteria und

Archaea zu finden (Galinski & Trüper, 1994).

Die zweite Strategie der Osmoadaptation, die compatible-solute-Strategie, ist weiter verbreitet

unter den Mikroorganismen und beruht auf der intrazellulären Akkumulation organischer osmotisch

aktiver Verbindungen. Diese Solute werden durch Transportsysteme aus dem umgebenden Milieu

aufgenommen oder de novo synthetisiert (Kempf & Bremer, 1998), wobei die Aufnahme energetisch

günstiger und deshalb bevorzugt ist (Oren, 1999). Die Akkumulation der Solute ist regulierbar

und erlaubt eine schnelle Anpassung an wechselnde Osmolaritäten. Zudem können die Solute in

molaren Konzentrationen im Cytoplasma vorliegen, ohne den Zellmetabolismus zu beeinträchtigen,

und werden daher als kompatible Solute bezeichnet (Brown, 1976). Die kompatiblen Solute sind

niedermolekulare, gut wasserlösliche Moleküle, von denen die meisten bei physiologischem pH-

Wert elektrisch neutral sind (Galinski, 1995). Es handelt sich überwiegend um Zucker, Polyole,

Aminosäuren oder Derivate dieser Stoffklassen. Neben der Osmoadaptation bieten kompatible

Solute auch Schutz gegenüber anderen Umwelteinflüssen, z.B. hohe oder niedrige Temperaturen

(Lentzen & Schwarz, 2006b).
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1 Einleitung

1.2 Die kompatiblen Solute Ectoin und Hydroxyectoin

Die Ectoine, Ectoin und Hydroxyectoin, sind Derivate der Aminosäure Aspartat und werden

von vielen Mikroorganismen zur Anpassung an osmotischen Stress akkumuliert. Ectoin, (S)-

2-Methyl-1,4,5,6-tetrahydropyrimidin-4-carbonsäure, wurde von Galinski et al. (1985) in dem

halophilen Schwefelpurpurbakterium Ectothiorhodospira halochloris (mittlerweile Halorhodo-

spira halochloris) entdeckt und nach diesem benannt. Hydroxyectoin, (S,S)-2-Methyl-5-hydroxy-

1,4,5,6-tetrahydropyrimidin-4-carbonsäure, wurde erstmals in dem grampositiven Bodenbakterium

Streptomyces parvulus identifiziert (Inbar & Lapidot, 1988). Die Ectoine zählen zu den am besten

untersuchten kompatiblen Soluten und sind aufgrund ihrer protektiven Eigenschaften von großem

Interesse für biotechnologische Anwendungen (Pastor et al., 2010).

1.2.1 Eigenschaften und Anwendung der Ectoine

Neben der osmoregulatorischen Funktion der Ectoine ist auch die Stabilisierung von Zellen während

der Luft- und Gefriertrocknung bekannt (Louis et al., 1994; Manzanera et al., 2002, 2004). Darüber

hinaus haben Ectoine eine stabilisierende Wirkung auf Proteine, wie die Modellenzyme Lactatde-

hydrogenase und Phosphofruktokinase, gegenüber Hitze-, Kälte-, Trocken- und Oxidationsstress

(Lippert & Galinski, 1992; Göller & Galinski, 1999; Borges et al., 2002; Andersson et al., 2000). Für

DNA konnte ein Schutz vor Schäden durch UVA-Strahlung oder ionisierende Strahlung sowie vor

dem enzymatischen Abbau durch Restriktionsendonukleasen festgestellt werden (Botta et al., 2008;

Hahn et al., 2017; Malin et al., 1999). Weiterhin haben Ectoine einen Einfluss auf Lipidmembranen,

indem sie die Interaktionen zwischen den polaren Kopfgruppen mit Wassermolekülen erhöhen und

somit die Membranfluidität steigern (Harishchandra et al., 2010).

Die Wirkungsweise der kompatiblen Solute ist noch nicht vollständig verstanden. Für die Stabi-

lisierung von Proteinen in wässriger Lösung wurde das Modell preferential exclusion aufgestellt

(Arakawa & Timasheff, 1985), das kürzlich durch experimentelle Daten von Zaccai et al. (2016)

belegt wurde. Nach diesem Modell werden kompatible Solute von der Proteinoberfläche ausge-

schlossen, was zu einer bevorzugten Hydratation der Proteine, zu einer kompakteren Konformation

und schlussendlich zu einer Stabilisierung der nativen Proteinstruktur führt. Die bisherigen Unter-

suchungen haben auch gezeigt, dass Hydroxyectoin verglichen mit Ectoin einen deutlich besseren

Schutz gegenüber hohen Temperaturen und Austrocknung bietet, was auf die Hydroxylgruppe und

damit verbunden auf die guten Glas-bildenden Eigenschaften von Hydroxyectoin zurückgeführt

werden kann (Tanne et al., 2014).

In der Molekularbiologie können Ectoine z.B. zur Verbesserung der Amplifikation und Sequen-

zierung von DNA eingesetzt werden, da sie die DNA-Polymerase bei hohen Temperaturen stabili-

sieren und den Schmelzpunkt GC-reicher DNA senken (Lapidot et al., 1999). Zudem können sie

als Stabilisatoren während der Proteinexpression und -lagerung dienen (Barth et al., 2000). Ectoin

findet schon Anwendung in einer Vielzahl von Hautpflege- und Medizinprodukten, was mit dessen
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feuchtigkeitsspendender und entzündungshemmender Wirkung sowie dem Schutz gegenüber UV-

Strahlung und Hautalterung zusammenhängt (Buenger & Driller, 2004; Graf et al., 2008; Heinrich

et al., 2007; Eichel et al., 2013). Aufgrund ihrer vielseitigen protektiven Eigenschaften haben

Ectoine Potenzial für weitere therapeutische Anwendungen, z.B. bei Nanopartikel-induzierten

Lungenentzündungen, Kolitis und neurodegenerativen Erkrankungen, wie der Alzheimer-Krankheit

(Sydlik et al., 2009; Abdel-Aziz et al., 2013; Kanapathipillai et al., 2005).

1.2.2 Biosynthese von Ectoin und Hydroxyectoin

Der Biosyntheseweg von Ectoin wurde von Peters et al. (1990) in H. halochloris und Halomonas

elongata entdeckt und geht von Aspartat aus (vgl. Abb. 1.1). Die Aminosäure wird mittels der

Aspartokinase (Ask) phosphoryliert und via Aspartat-β-semialdehyd-Dehydrogenase (Asd) zu

Aspartat-β-semialdehyd reduziert, das neben Ectoin auch als Vorstufe für die Aminosäuren der

Aspartat-Familie dient. Ectoin wird in drei enzymatischen Schritten aus Aspartat-β-semialdehyd

synthetisiert. Zunächst entsteht durch Transaminierung mit Hilfe der L-2,4-Diaminobuttersäure-

Transaminase (EctB) L-2,4-Diaminobuttersäure (DABA), die mittels der L-2,4-Diaminobuttersäure-

Acetyltransferase (EctA) in Nγ-Acetyl-L-2,4-diaminobuttersäure (ADABA) umgewandelt wird.

Im dritten Schritt katalysiert die Ectoinsynthase (EctC) die intramolekulare Kondensation von

ADABA zu Ectoin. Hydroxyectoin kann durch Hydroxylierung von Ectoin mittels der Ectoin-

hydroxylase (EctD) synthetisiert werden (Bursy et al., 2007).

Abb. 1.1: Biosyntheseweg von Ectoin und Hydroxyectoin ausgehend von Aspartat
Ask: Aspartokinase, Asd: Aspartat-β-semialdehyd-Dehydrogenase, EctB: L-2,4-Diaminobuttersäure-
Transaminase, EctA: L-2,4-Diaminobuttersäure-Acetyltransferase, EctC: Ectoinsynthase, EctD: Ectoin-
hydroxylase, α-Keto: α-Ketoglutarat, CoA: Coenzym A

Bei der reversiblen Transaminierung von Aspartat-β-semialdehyd dient Glutamat als Aminogrup-

pendonor. Außerdem konnten Ono et al. (1999) für EctB aus dem moderat halophilen H. elongata

zeigen, dass Pyridoxalphosphat sowie K+-Ionen für die Aktivität erforderlich sind. EctA benötigt
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Acetyl-CoenzymA für die Acetylierung von DABA und hat genau wie EctB die höchste Aktivität

bei einem schwach alkalischen pH-Wert (Ono et al., 1999).

EctC wurde anhand der Enzyme von H. elongata (Ono et al., 1999; Witt et al., 2011),

Acidiphilium cryptum (Moritz, 2012), Sphingopyxis alaskensis (Kobus et al., 2015; Widderich

et al., 2016b) und Nitrosopumilus maritimus (Widderich et al., 2016a) biochemisch charakterisiert.

Trotz der sehr unterschiedlichen Lebensweisen der Mikroorganismen hat EctC ein alkalisches

pH-Optimum (pH 8,5 - 9,0). Nur im Fall des Archaeons N.maritimus liegt das Optimum bei pH

7,0. Ein deutlicher Unterschied besteht in der NaCl-Abhängigkeit des Enzyms. Bei A. cryptum und

N.maritimus nimmt die Aktivität von EctC mit steigender Salinität ab, während bei den anderen

Vertretern die Aktivität durch NaCl stimuliert wird. Kürzlich wurde anhand der Strukturanalyse

des Enzyms von S. alaskensis bestätigt, dass EctC der Cupin-Superfamilie angehört. Zudem konnte

eine Metall-Abhängigkeit des Enzyms festgestellt werden, wobei sehr wahrscheinlich Eisen als

Cofaktor fungiert (Widderich et al., 2016b). Darüber hinaus konnte für EctC von H. elongata und

A. cryptum die Reversibilität anhand der Hydrolyse alternativer zyklischer Substrate, z.B. ADPC

und Homoectoin, nachgewiesen werden (Witt et al., 2011; Moritz, 2012).

EctD zählt zu den Nicht-Häm-Fe(II)- und α-Ketoglutarat-abhängigen Dioxygenasen und benötigt

α-Ketoglutarat, molekularen Sauerstoff sowie Fe2+-Ionen für die Hydroxylierung von Ectoin (Bursy

et al., 2007). Außerdem kann das Enzym von H. elongata weitere Substrate, z.B. Prolin und

Homoectoin, hydroxylieren (Vielgraf, 2008; Meffert, 2011). Daneben ergab die Charakterisierung

von EctD aus verschiedenen Mikroorganismen ähnliche biochemische Eigenschaften im Bezug

auf den pH-Wert, die Salzkonzentration (KCl, NaCl) und die Temperatur (Bursy et al., 2007;

Widderich et al., 2014, 2016a).

1.2.3 Genetische Organisation der Biosynthesegene

Bioinformatische und phylogenetische Studien zeigen, dass die Biosynthesegene für Ectoin bzw.

Hydroxyectoin fast ausschließlich in Vertretern der Bacteria zu finden sind (Lo et al., 2009;

Schwibbert et al., 2011; Widderich et al., 2014). Nur in wenigen Genomen der Archaea wurden

die Gene bislang identifiziert und lediglich im Fall von N.maritimus konnte auch die Synthese

der Ectoine nachgewiesen werden (Widderich et al., 2016a). Die Enzyme der Ectoin-Biosynthese

werden meist von einem ectABC -Gencluster codiert (vgl. Abb. 1.2). Bei manchen Bakterien

sind die Gene in anderer Reihenfolge oder getrennt voneinander im Genom vorhanden (nicht

gezeigt). Für einige Biosynthesegencluster wurde demonstriert, dass sie als Operon ausgehend von

einem osmotisch regulierten Promotor stromaufwärts von ectA transkribiert werden (Kuhlmann &

Bremer, 2002; Reshetnikov et al., 2006; Bursy et al., 2007; Kuhlmann et al., 2008; Stöveken et al.,

2011). Andererseits sind Vertreter bekannt, z.B. Chromohalobacter salexigens und H. elongata, bei

denen mehrere Promotoren innerhalb des Gencluster vorliegen und die transkriptionale Regulation

komplexer ist (Calderón et al., 2004; Schwibbert et al., 2011).
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Acidiphilium cryptum 

Abb. 1.2: Genetische Organisation der Ectoin- bzw. Hydroxyectoin-Biosynthesegene
Die am häufigsten vorkommenden Typen von Biosynthesegenclustern sind mit einem Stellvertre-
ter gezeigt. Die Gene codieren für die L-2,4-Diaminobuttersäure-Acetyltransferase (ectA), L-2,4-
Diaminobuttersäure-Transaminase (ectB), Ectoinsynthase (ectC ), Ectoinhydroxylase (ectD), Asparto-
kinase (ask_ect) und ein potenzielles Regulatorprotein (ectR), modifiziert nach Widderich et al. (2014).

Etwa zwei Drittel aller potenziellen Ectoin-Produzenten besitzen ectD zur Synthese von Hydroxy-

ectoin (Widderich et al., 2014). In den meisten Fällen befindet sich das ectD-Gen unmittelbar

stromabwärts von ectC, aber in manchen Bakterien, wie H. elongata, ist ectD separat vom ectABC -

Gencluster im Genom lokalisiert (vgl. Abb. 1.2). Bei einigen Vertretern, z.B. Pseudomonas stutzeri,

ist das Gencluster mit dem ask-Gen für eine Aspartokinase assoziiert. Ask unterscheidet sich von

Aspartokinasen, die außerhalb des Ectoin- bzw. Hydroxyectoin-Genclusters im Genom codiert sind,

und scheint eine spezielle Rolle für die Synthese der Ectoine zu spielen (Lo et al., 2009). Darüber

hinaus befindet sich in manchen Fällen, fast ausschließlich in Proteobakterien wie A. cryptum, ein

putatives Regulatorgen ectR stromaufwärts von ectA (vgl. Abb. 1.2). Bisher wurde nur EctR des

methanotrophen Methylomicrobium alcaliphilum näher charakterisiert (Mustakhimov et al., 2009).

Dabei handelt es sich um einen transkriptionalen Regulator, der die Expression des ectABCask-

Operons durch Bindung an den ectAp1-Promotor vor ectA inhibiert. Eine Besonderheit konnte bei

dem Archaeon N.maritimus festgestellt werden, das die Gene ectABCD mit dem nachfolgenden

Gen mscS cotranskribiert, welches für ein funktionelles mechanosensitives Kanalprotein codiert

(Widderich et al., 2016a). Mechanosensitive Kanäle erlauben bei einem Anstieg des Turgordrucks

einen schnellen Ausstrom der intrazellulär akkumulierten Solute, um das osmotische Gleichgewicht

aufrechtzuerhalten (Berrier et al., 1996; Levina et al., 1999).
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1.2.4 Industrielle Produktion der Ectoine

Für Ectoine besteht eine wachsende Nachfrage aufgrund ihrer protektiven Eigenschaften und

der damit verbundenen vielseitigen Anwendungsgebiete. Die chemische Synthese der Ectoine ist

zwar grundsätzlich möglich (Koichi et al., 1991), aber zu kostenintensiv für die großtechnische

Produktion mit hohem Reinheitsgrad und hoher Stereospezifität. Derzeit erfolgt die industrielle

Produktion mit Hilfe des halophilen Bakteriums H. elongata (Kunte et al., 2014). Dafür wurde

zunächst das als bacterial milking bekannte Verfahren entwickelt (Sauer & Galinski, 1998). Im

ersten Schritt werden die Ectoine mittels Fermentation von H. elongata bei einer hohen Salinität

(10 - 15%NaCl) intrazellulär angereichert, bis eine hohe Zelldichte von mehr als 40 g/L erreicht

ist. Danach werden die Zellen durch Querstromfiltration vom Medium abgetrennt und durch

Verdünnung mit Wasser einem hypoosmotischen Schock auf 2 - 3%NaCl unterzogen, was zum

schnellen Ausstrom der Ectoine über mechanosensitive Kanäle führt. Die Ectoine werden in

einem zweiten Filtrationsschritt von der Biomasse getrennt, die erneut für die Fermentation

eingesetzt werden kann. Die Produktreinigung umfasst die Entsalzung mittels Elektrodialyse, eine

chromatographische Aufreinigung, die Kristallisation und Trocknung der Ectoine (vgl. Abb. 1.3).

Abb. 1.3: Schematische Darstellung der biotechnologischen Produktion von Ectoinen
Bei der bacterial milking-Methode (blaue Pfeile) werden H. elongata-Zellen nach Fermentation bei hoher
Salinität durch Querstromfiltration konzentriert und einem osmotischen downshock ausgesetzt. Daraufhin
werden die Ectoine ins Medium freigesetzt und mittels Filtration von der Biomasse getrennt, die erneut
für die Fermentation verwendet werden kann. Die Produktreinigung umfasst Entsalzung via Elektrodia-
lyse, chromatographische Aufreinigung, Kristallisation und Trocknung. Durch leaky mutant-Stämme, die
Ectoine kontinuierlich ins Medium ausscheiden, kann das Verfahren vereinfacht werden (grüner Pfeil),
entnommen aus Kunte et al. (2014).

Zur Optimierung der Produktion wurden sogenannte leaky mutants von H. elongata erzeugt, bei

denen das Aufnahmesystem und der Abbauweg für Ectoin blockiert sind und daher die Solute

kontinuierlich ins Medium ausgeschieden werden (Grammann et al., 2002; Kunte et al., 2014). Im

Gegensatz zum bacterial milking ist hierbei die Produktion nicht vom intrazellulären Solutgehalt

abhängig, wodurch weniger NaCl benötigt wird. Zudem ist die Produktreinigung vereinfacht, da

der osmotische downshock und die zweite Filtration entfallen (vgl. Abb. 1.3).
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Für die Produktion der Ectoine mit H. elongata ist jedoch NaCl erforderlich, da die Expression

der Biosynthesegene osmotisch reguliert wird. Eine erhöhte NaCl-Konzentration ist nicht nur

für die Fermentertechnik auf Dauer von Nachteil, sondern macht auch den Gewinnungsprozess

teurer. Des Weiteren akkumuliert H. elongata Hydroxyectoin erst bei Salinitäten über 10%NaCl

und Temperaturen oberhalb von 40 °C, wobei maximal ein Anteil von 50% am Gesamtsolutge-

halt erreicht wird (Wohlfarth et al., 1990; Meffert, 2011). Dadurch ist eine chromatographische

Trennung von Hydroxyectoin und Ectoin erforderlich und der Produktionsprozess wird insge-

samt zeit- und kostenintensiver. Aus diesen Gründen ist eine Optimierung der Ectoin- und

Hydroxyectoin-Produktion von großem Interesse. In den vergangenen Jahren wurden bereits

Versuche unternommen, eine salzfreie bzw. salzreduzierte Produktion der Ectoine zu erreichen.

Dazu wurden vorwiegend die Modellorganismen Escherichia coli und Corynebacterium glutamicum

als heterologe Produktionssysteme verwendet (vgl. 1.4.2).

1.3 Das ectABCDask-Gencluster von Acidiphilium cryptum

A. cryptum ist ein acidophiles α-Proteobakterium, das erstmals von Harrison et al. 1980 aus

vermeintlichen Reinkulturen von Thiobacillus ferrooxidans isoliert wurde. Weiterhin ist A. cryptum

in sauren Böden, im Abwasser, in sauren Metall-reichen Haldenabflüssen sowie Grubenwässern (acid

mine drainage) zu finden und wächst bevorzugt bei einem pH-Wert von 2,0 bis 5,2 (Harrison et al.,

1980; Kishimoto & Tano, 1987). Obwohl A. cryptum obligat heterotroph ist, wird das Wachstum

durch hohe Konzentrationen organischen Substrats gehemmt, weshalb keine Kultivierung in den

üblichen Komplexmedien möglich ist (Harrison, 1981). A. cryptum ist fakultativ aerob und kann

anaerobe Atmung mit Fe3+ als terminalem Elektronenakzeptor betreiben (Johnson & McGinness,

1991; Küsel et al., 1999). Für den Stamm A. cryptum JF-5, der von Küsel et al. (1999) aus sauren

Sedimenten isoliert wurde, konnte auch die Reduktion von Cr6+- zu Cr3+-Ionen nachgewiesen

werden (Cummings et al., 2007). Die Cr6+-Reduktion dient jedoch nicht der Energiegewinnung,

sondern stellt sehr wahrscheinlich einen Mechanismus zur Detoxifizierung des Schwermetalls dar.

Darüber hinaus konnten Fischer et al. (2002) beim Typstamm A. cryptum DSM2389T (Harrison,

1981) eine durch Aluminiumionen induzierbare Aluminium-Resistenz feststellen. Beide Fähigkeiten

erlauben eine Anpassung an erhöhte Konzentrationen der Metall-Ionen, die aufgrund des sauren

Milieus der Habitate eine hohe Löslichkeit aufweisen.

Im vollständig sequenzierten Genom von A. cryptum JF-5 (GenBank CP000697) ist ein Biosyn-

thesegencluster für Hydroxyectoin annotiert. Neben den Genen ectABCD ist zusätzlich das ask-Gen

für eine Aspartokinase vorhanden. Außerdem befindet sich vor ectA ein potenzielles Regulatorgen

ectR, das in entgegengesetzter Richtung zum ectABCDask-Gencluster orientiert ist (vgl. Abb. 1.2).

Diese Organisation des Genclusters ist bislang nur bei einigen anderen α-Proteobakterien und

wenigen γ-Proteobakterien zu finden (Lo et al., 2009; Widderich et al., 2014). Interessant ist das

Gen Acry_3013 stromabwärts von ask, das für einen putativen MFS-Transporter (major facilitator
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superfamily) codiert. Jedoch ist nicht bekannt, welche Funktion der mutmaßliche Transporter in

A. cryptum hat und ob er mit der Aufnahme oder dem Efflux der Ectoine assoziiert ist.

In der vorangegangenen Diplomarbeit konnte die Funktionalität des ectABCDask-Genclusters

von A. cryptum DSM2389T unter Kontrolle der nativen Promotoren in E. coli nachgewiesen werden

(Moritz, 2012). Außerdem wurden EctC des Typstamms und EctD von A. cryptum JF-5 näher

charakterisiert (Moritz, 2012; Widderich et al., 2014). Beide Enzyme haben ähnliche biochemische

Eigenschaften wie EctC bzw. EctD von anderen Vertretern, mit der Ausnahme, dass die Aktivität

bei geringer Salinität bzw. ohne NaCl maximal ist und mit steigender Salinität deutlich abnimmt.

Demnach könnte das ectABCDask-Gencluster von A. cryptum DSM2389T, im Folgenden als

A. cryptum bezeichnet, für eine salzfreie Produktion der Ectoine in E. coli geeignet sein.

1.4 Escherichia coli als heterologes Produktionssystem für Ectoine

1.4.1 Osmoadaptation in E. coli

E. coli ist ein fakultativ anaerobes γ-Proteobakterium, das an seinem primären Standort (Darm)

wechselnden Osmolaritäten ausgesetzt sein kann und zur Anpassung ein osmoregulatorisches

System entwickelt hat. Allerdings wächst E. coli in Minimalmedium bei maximal 4%NaCl und

besitzt folglich eine relativ geringe Salztoleranz (Larsen et al., 1987). Als erste Antwort auf

osmotischen Stress nimmt E. coli K+-Ionen aus dem umgebenden Milieu auf und synthetisiert

Glutamat als Gegenion (Dinnbier et al., 1988). In der zweiten Phase der Osmoadaptation wird

Trehalose de novo synthetisiert und ersetzt nach kurzer Zeit die K+-Ionen und Glutamat. Die

Trehalose-Synthese wird durch die Gene otsAB vermittelt, wobei die Trehalose-6-phosphat-Synthase

(OtsA) die Kondensation von UDP-Glucose und Glucose-6-phosphat zu Trehalose-6-phosphat

katalysiert und durch K+-Ionen aktiviert wird (Giæver et al., 1988). Trehalose-6-phosphat wird

mittels der Trehalose-6-phosphat-Phosphatase (OtsB) zu Trehalose dephosphoryliert.

Darüber hinaus kann E. coli kompatible Solute, u.a. Glycinbetain, Prolin und Ectoin, aus dem

umgebenden Milieu aufnehmen und dadurch eine höhere Salztoleranz (ca. 6%NaCl) erlangen

(Dinnbier et al., 1988; Jebbar et al., 1992). Durch die Aufnahme der kompatiblen Solute wird ein

schneller K+-Ausstrom bewirkt und die Trehalose-Synthese inhibiert (Dinnbier et al., 1988). Bei

der Osmoadaptation in E. coli spielen vor allem die osmotisch regulierten Transporter ProP und

ProU eine Rolle, die ursprünglich als Aufnahmesysteme für Prolin identifiziert wurden (Menzel &

Roth, 1980; Csonka, 1982). Bei ProU handelt es sich um einen ABC-Transporter (ATP-binding

cassette) mit hoher Affinität, während ProP ein Solut/H+-Symporter mit geringer Affinität ist

und zu den MFS-Transportern gehört (May et al., 1989; Culham et al., 1993).
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1.4.2 Heterologe Produktion von Ectoin und Hydroxyectoin in E. coli

Das Bakterium E. coli wird vielseitig als heterologes Expressionssystem genutzt, weil es genetisch

sowie physiologisch gut untersucht ist, einfach zu handhaben ist und hohe Zelldichten erreichen

kann (Shiloach & Fass, 2005). Louis & Galinski (1997) haben zum ersten Mal die ectABC -Gene

von Marinococcus halophilus in E. coli exprimiert, wodurch der Stamm in Minimalmedium mit

5%NaCl wachsen konnte und bis zu 140mg Ectoin pro g Trockenbiomasse (TBM) intrazellulär

akkumulierte. Eine extrazelluläre Akkumulation von Ectoin (6 g/L) konnten Schubert et al. (2007)

erstmalig durch Expression von ectABC aus C. salexigens in E. coli erreichen. In den folgenden

Jahren wurden weitere Produktionssysteme für die Sekretion von Ectoin entwickelt, die auf

einem starken NaCl-unabhängigen Promotor basieren und teilweise mittels metabolic engineering

optimiert wurden (He et al., 2015; Ning et al., 2016; Czech et al., 2018). Neben E. coli wurde

auch das grampositive Bakterium C. glutamicum für die heterologe Ectoin-Produktion verwendet

(Becker et al., 2013; Pérez-García et al., 2017). Für alle Produktionsstämme dienten entweder

halophile Vertreter, wie H. elongata und C. salexigens, oder das halotolerante Bakterium P. stutzeri

als Donorstamm. Die heterologe Produktion erfolgte in allen Fällen bei geringer Salinität bzw.

ohne NaCl. Durch Fed-Batch-Fermentation konnten extrazelluläre Ectoin-Konzentrationen von

bis zu 25,1 g/L sowie hohe volumetrische Produktivitäten (max. 0,84 g/(L x h)) erzielt werden.

Allerdings fielen die Biomasse-bezogenen Produktivitäten verhältnismäßig gering aus.

Seip et al. (2011) haben erstmals die de novo-Synthese von Hydroxyectoin in E. coli beschrie-

ben. Dabei wurde das ectABCDask-Gencluster aus P. stutzeri verwendet und ein intrazellulärer

Solutgehalt von ca. 80mg/gTBM mit einem Hydroxyectoin-Anteil von 95% erreicht. Seitdem

wurden zwei heterologe Produktionssysteme basierend auf E. coli bzw. der Hefe Hansenula poly-

morpha entwickelt, die eine extrazelluläre Akkumulation von Hydroxyectoin bei geringer Salinität

ermöglichen (Czech et al., 2018; Eilert et al., 2013). Jedoch war die Produktivität gering und mit

dem E. coli-Stamm von Czech et al. ergab sich ein hoher Ectoin-Anteil (32%). Im Hinblick auf

die industrielle Ectoine- und Hydroxyectoin-Produktion besteht somit noch Optimierungsbedarf.

Die Produktion der Ectoine in E. coli DH5α mit dem ectABCDask-Gencluster aus A. cryptum

unter Kontrolle der nativen Promotoren fiel mit ca. 20mg/gTBM relativ niedrig aus (Moritz, 2012).

Aber durch Expression des Genclusters mit Hilfe eines für E. coli geeigneten und starken Promotors

konnte eine deutlich höhere Produktion bei geringer Salinität und eine Sekretion der Ectoine erzielt

werden (Bethlehem, 2015). Dabei zeigte sich, dass der Stamm E. coli DH5α pASK_ectABCD entge-

gen den Erwartungen kein Hydroxyectoin produzierte, während E. coli DH5α pASK_ectABCDask

fast ausschließlich Hydroxyectoin extrazellulär akkumulierte. In ersten Wachstumsversuchen mit

Glucose als Kohlenstoffquelle (C-Quelle) und 1%NaCl bzw. ohne NaCl ergab sich für E. coli DH5α

pASK_ectABCD ein Ectoin-Gehalt von rund 0,5 g/gTBM im Medium (Bethlehem, 2015). Der

Hydroxyectoin-Produzent erreichte einen extrazellulären Solutgehalt von bis zu 1,3 g/gTBM. Die

Produktionsstämme scheinen eine aussichtsreiche Alternative zu den bisherigen Produktionssys-

temen zu sein. Die Expressionsvektoren basieren auf dem Vektor pASK-IBA3 (IBA, Göttingen)
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mit dem durch Anhydrotetracyclin (AHT) induzierbaren tet-Promotor. Dieser ermöglicht nach

Zugabe geringer AHT-Mengen (0,2µg/mL) eine hohe Expression der Biosynthesegene und wird

in Abwesenheit des Induktors effektiv mittels des Repressors TetR inhibiert (Skerra, 1994).

1.5 Das Cyanobakterium Synechocystis sp. PCC 6803

Synechocystis sp. PCC6803, im Folgenden als Synechocystis bezeichnet, ist ein einzelliges Cyano-

bakterium und wurde aus einem Süßwassersee in Kalifornien isoliert (Stanier et al., 1971).

Die Energiegewinnung betreibt Synechocystis primär durch oxygene Photosynthese, die an den

intrazellulären Thylakoidmembranen stattfindet und ähnlich zur Photosynthese bei Pflanzen ist.

Bei der oxygenen Photosynthese wird Lichtenergie zu chemischer Energie in Form von ATP und

NADPH umgewandelt, wobei H2O als Elektronendonor dient und O2 gebildet wird. ATP und

NADPH werden u.a. zum Aufbau von Kohlenhydraten im Zuge der CO2-Fixierung verwendet, die

bei Synechocystis über den Calvin-Zyklus erfolgt. Darüber hinaus wurden Synechocystis-Stämme

beschrieben, die neben der Verwendung von CO2 als C-Quelle auch photoheterotroph mit Glucose

wachsen können (Rippka et al., 1979; Williams, 1988). Außerdem gehört Synechocystis zu den

nicht-diazotrophen Cyanobakterien, die kein N2 fixieren können. Weiterhin kann Synechocystis

Speicherstoffe bilden, die in der Dunkelphase und unter Stressbedingungen als Kohlenstoff- und

Energiequelle genutzt werden. Dazu gehören Glykogen, Polyhydroxybuttersäure (PHB) und

Cyanophycin, ein Polymer aus Aspartat und Arginin (Allen, 1984).

1.5.1 Osmoadaptation in Synechocystis

Cynaobakterien können prinzipiell in drei Gruppen eingeteilt werden, die sich in der Salztoleranz

und den vornehmlich akkumulierten kompatiblen Soluten unterscheiden (Reed et al., 1986).

Die Vertreter mit der niedrigsten Osmotoleranz akkumulieren Trehalose und/oder Saccharose

und tolerieren rund 4%NaCl. Cyanobakterien, die eine moderate Salztoleranz zwischen 6 und

11%NaCl haben, akkumulieren hauptsächlich Glucosylglycerin als Antwort auf osmotischen Stress.

Die am meisten halotoleranten Stämme können bei Salinitäten bis zu 16%NaCl wachsen und

synthetisieren vornehmlich Glycinbetain (vgl. Abb. 1.4). Die Synthese von Ectoin wurde bisher

nicht in Cyanobakterien nachgewiesen.

Synechocystis, der zur zweiten Gruppe zählt, toleriert bis zu 7%NaCl und akkumuliert Glu-

cosylglycerin sowie geringe Mengen an Saccharose (Reed & Stewart, 1985). Die Synthese von

Glucosylglycerin erfolgt in zwei enzymatischen Schritten und ist vergleichbar mit der Trehalose-

Synthese in E. coli (vgl. 1.4.1). Zunächst katalysiert die Glucosylglycerin-phosphat-Synthase (GgpS)

die Kondensation von ADP-Glucose und Glycerin-3-phosphat zu Glucosylglycerin-phosphat (Marin

et al., 1998). Im zweiten Schritt erfolgt mittels der Glucosylglycerin-phosphat-Phosphatase (GgpP)

die Dephosphorylierung des Intermediats zu Glucosylglycerin (Hagemann et al., 1997b). Das
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Schlüsselenzym der Glucosylglycerin-Synthese, GgpS, wird durch Salz aktiviert (Marin et al.,

1998). Bei geringer Salinität befindet sich das Enzym bereits im Cytoplasma, aber ist durch

Bindung an Nukleinsäuren inaktiviert, die in Anwesenheit von KCl und NaCl aufgehoben wird

(Novak et al., 2011). Darüber hinaus besitzt Synechocystis einen salzregulierten ABC-Transporter

(Ggt) zur Aufnahme von Glucosylglycerin, über den auch Trehalose und Saccharose mit geringer

Affinität transportiert werden (Mikkat et al., 1996, 1997).

Abb. 1.4: Die häufigsten kompatiblen Solute in Cyanobakterien
Glycinbetain wird in Cyanobakterien durch Methylierung von Glycin synthetisiert. Glucosylglycerin wird
aus ADP-Glucose und Glycerin-3-phosphat kondensiert. Die Trehalose-Synthese erfolgt meistens aus-
gehend von Glycogen und für Saccharose dienen UDP-Glucose und Fructose-6-phosphat als Vorstufen.

1.5.2 Synechocystis als heterologes Produktionssystem

Synechocystis war das erste Cyanobakterium, dessen Genom vollständig sequenziert wurde (Kaneko

et al., 1996). Bei Wachstum unter Standardbedingungen liegen ca. 12 Kopien des Genoms pro

Zelle vor (Labarre et al., 1989). Einige Synechocystis-Stämme sind aufgrund ihrer natürlichen

Kompetenz leicht transformierbar (Grigorieva & Shestakov, 1982). Außerdem wurden schon

Vektorsysteme für die genomische Integration und autonome Replikation entwickelt, die häufig auf

dem broad host range-Plasmid RSF1010 (Scholz et al., 1989) basieren. Demnach ist Synechocystis

für die genetische Manipulation und heterologe Expression geeignet. In den vergangenen Jahren

wurden bereits mehrere Versuche unternommen, Synechocystis als photoautotrophe Zellfabrik

für biotechnologisch interessante Produkte zu nutzen (Yu et al., 2013). Dazu gehörten vor allem

Biokraftstoffe, z.B. Ethanol, Isobutanol und Isopren, aber auch Lactat sowie Saccharose.

Die Isobutanol-Produktion konnte durch genomische Integration zweier Gene aus Lactococcus

lactis, kivd und adhA, unter Kontrolle des tac-Promotors erreicht werden (Varman et al., 2013).

Hierbei ergab sich nach 15-tägigem Wachstum eine extrazelluläre Konzentration von etwa 240mg/L.

Angermayr et al. (2012) haben einen Synechocystis-Stamm zur Produktion von Lactat entwickelt,

der auf der NADH-abhängigen Lactat-Dehydrogenase von Bacillus subtilis und dem von E. coli-

abstammenden trc-Promotor basiert. Durch Coexpression einer löslichen Transhydrogenase zur

Erhöhung des intrazellulären NADH-Pools wurde die Produktion optimiert und eine extrazelluläre

Lactat-Konzentration von 288mg/L nach 17 Tagen erzielt. Weiterhin wurde ein Plasmid-basierter

Produktionsstamm mit einem Codon-optimierten efe-Gen von Pseudomonas syringae zur Ethylen-

Synthese beschrieben (Guerrero et al., 2012). Ungerer et al. (2012) haben durch genetische
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Veränderungen und optimierte Wachstumsbedingungen einen Ethylen-produzierenden Stamm mit

einer Produktivität von 3,8mg/(L x h) etabliert. Gao et al. (2012) haben Synechocystis zur Ethanol-

Produktion mit der Pyruvat-Decarboxylase aus Zymomonas mobilis und dem Wirts-eigenen

rbc-Promotor verwendet. Durch weitere genetische Veränderungen wurde der metabolische Fluss

vermehrt Richtung Ethanol gelenkt und die bisher höchste Produktkonzentration von 5,5 g/L nach

26 Tagen erreicht. Allerdings ist Synechocystis wegen der geringeren Wachstumsrate, Biomasse-

Produktion und Produktivität bisher nicht konkurrenzfähig zu heterotrophen Produktionssystemen

von E. coli und der Hefe Saccharomyces cerevisiae.

1.6 Zielsetzung der Arbeit

Aufgrund der protektiven Eigenschaften der Ectoine und der vielseitigen Anwendungsgebiete

besteht eine wachsende Nachfrage der Industrie, die kompatiblen Solute zu produzieren und in

verschiedenen Produkten zu vermarkten. Dafür ist eine Optimierung des bisherigen Produktions-

verfahrens, das mit einem erhöhten NaCl-Bedarf und einer aufwendigen Trennung der Ectoine

verbunden ist, von großem Interesse. A. cryptum und dessen ectABCDask-Gencluster waren bereits

Bestandteil der vorangegangenen Diplomarbeit (Moritz, 2012). Daran anknüpfend war ein Ziel

dieser Arbeit das ectABCDask-Gencluster in Bezug auf die Anpassung an osmotischen Stress

durch NaCl bzw. Al2(SO4)3 und dessen Potenzial für eine salzfreie Produktion der Ectoine in

E. coli näher zu untersuchen.

Anschließend an diese Experimente und die Masterarbeit von Bethlehem (2015) sollte die Ectoin-

und Hydroxyectoin-Produktion in E. coli unter Verwendung des ectABCDask-Genclusters aus

A. cryptum ausführlicher charakterisiert werden. Hierbei sollte auch aufgeklärt werden, warum

E. coli DH5α pASK_ectABCD entgegen den Erwartungen kein Hydroxyectoin produziert und

welchen Einfluss die Aspartokinase Ask hat. Darüber hinaus sollte das heterologe Produktions-

system mittels physiologischer sowie genetischer Methoden optimiert und die Produktion im

größeren Maßstab untersucht werden. Ein weiteres Ziel war die relevanten Produktionsdaten, wie

die spezifische Produktivität und den Ertrag an Ectoinen, für E. coli DH5α pASK_ectABCD bzw.

pASK_ectABCDask unter den optimierten Bedingungen zu bestimmen und somit einen besseren

Vergleich mit anderen Produktionssystemen zu ermöglichen.

Das moderat halotolerante Bakterium Synechocystis dient als Modellorganismus für die Osmo-

adaptation in Cyanobakterien. Demnach ist es interessant, die Wirkung von Ectoinen gegenüber

osmotischem Stress und anderen Stressfaktoren in Synechocystis zu untersuchen. Außerdem könnte

Synechocystis als photoautotrophe Zellfabrik für Ectoine genutzt werden. Daher war ein Ziel dieser

Arbeit erstmals die heterologe Produktion von Ectoinen in Synechocystis zu etablieren. Zunächst

sollte ein Schlüsselenzym der Ectoin-Biosynthese, EctC, in Synechocystis heterolog exprimiert

werden. Daran anschließend sollten Produktionsstämme für die Synthese der Ectoine unter Ver-

wendung geeigneter Biosynthesegencluster und Vektorsysteme entwickelt werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Chemikalien, Enzyme und Kits

Tab. 2.1: Verwendete Chemikalien, Enzyme und Kits

Chemikalien Hersteller

Aceton (≥ 99,9%) Carl Roth, Karlsruhe
Acetonitril, AcN (≥ 99,9%) Merck, Darmstadt
Nγ-Acetyl-L-2,4-diaminobuttersäure, ADABA Isolat aus H. elongata WUB01,

AG Galinski
Acrylamid (30%) Carl Roth
Adenosintriphosphat Dinatriumsalz, ATP (≥ 99%) Sigma-Aldrich, Steinheim
Agar-Agar Kobe I Carl Roth
Agarose Carl Roth
Aluminiumsulfat Octadecahydrat, Al2(SO4)3 x 18H2O (≥ 98%) Sigma-Aldrich
1-Aminoadamantan Hydrochlorid, ADAM (≥ 99%) Sigma-Aldrich
p-Aminobenzoesäure (≥ 99%) Fluka, Buchs (Schweiz)
Ammoniaklösung, NH3-Lösung (25%) Merck
Ammoniumchlorid, NH4Cl (≥ 99%) Carl Roth
Ammoniumeisen(III)-citrat (∼ 18%Fe) Carl Roth
Ammoniumpersulfat, APS (≥ 98%) Bio-Rad, Hercules (USA)
Ammoniumsulfat, (NH4)2SO4 (≥ 99,5%) Carl Roth
Anhydrotetracyclin Hydrochlorid IBA, Göttingen
Aspartat Natriumsalz (≥ 99%) Sigma-Aldrich
1,2,4,5-Benzoltetracarboxylat Natriumsalz, BTC Synthese (Hort, 2014)
Biotin (≥ 99%) Sigma-Aldrich
Borsäure, H3BO3 (≥ 99%) Fluka
Bovine serum albumin, BSA Sigma-Aldrich
BSA Fraktion V Serva, Heidelberg
1-Brom-3-chlorpropan (≥ 99%) Sigma-Aldrich
Bromphenolblau Merck
Calciumchlorid Dihydrat, CaCl2 x 2H2O (≥ 99,5%) Merck
Calcium-Pantothenat (≥ 98%) Sigma-Aldrich
Carbenicillin Dinatriumsalz (≥ 88%) Carl Roth
Casaminosäuren Becton Dickinson, Franklin Lakes (USA)
Casein Merck
Caseinpepton (NZamin) Carl Roth
Chloroform (≥ 99,8%) Merck
Citronensäure Monohydrat (≥ 99,5%) Merck
Cobalt(II)-nitrat, Co(NO3)2 x 6H2O (≥ 99%) Merck
Cyanocobalamin (≥ 97%) Merck
Desoxyribonukleosidtriphosphat Mix, dNTPs (10mM) Thermo Fisher Scientific, Waltham

(USA)
Deuteriumoxid (≥ 99,9%) Merck
L-2,4-Diaminobuttersäure Dihydrochlorid, DABA (≥ 98%) Sigma-Aldrich
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Fortsetzung Tab. 2.1

Dikaliumhydrogenphosphat, K2HPO4 (≥ 99%) Carl Roth
Dimethylsulfoxid, DMSO (≥ 99,5%) Carl Roth
Dithiothreitol, DTT (≥ 99%) Carl Roth
Ectoin behawe Naturprodukte, Rietberg
Eisen(II)-sulfat Heptahydrat, FeSO4 x 7H2O (≥ 99%) Sigma-Aldrich
Essigsäure, Eisessig (100%) Merck
Ethanol (≥ 99,8%) Carl Roth
Ethylendiamintetraessigsäure Dinatriumsalz, EDTA (≥ 99%) Carl Roth
9-Fluorenylmethoxycarbonylchlorid, FMOC (97%) Sigma-Aldrich
Formaldehydlösung (37%) Carl Roth
GelRed Biotium, Fremont (USA)
GeneRuler 1 kb DNA Ladder Thermo Fisher Scientific
GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder Thermo Fisher Scientific
Gentamicinsulfat Fluka
D-Glucose Monohydrat (≥ 99%) VWR, Darmstadt
Glutamat Natriumsalz (≥ 99%) Sigma-Aldrich
Glycerin (≥ 99,5%) Carl Roth
Glycin (≥ 99%) Merck
Glycinbetain (≥ 98%) Fluka
Hefeextrakt Carl Roth
Hydroxyectoin (≥ 95%) Sigma-Aldrich
Isopropanol (≥ 99,8%) Carl Roth
Isopropyl-β-D-thiogalactopyranosid, IPTG (≥ 99%) Carl Roth
Kaliumacetat (≥ 99%) Merck
Kaliumchlorid, KCl (≥ 99,5%) Carl Roth
Kaliumdihydrogenphosphat, KH2PO4 (≥ 99%) Carl Roth
Kaliumhydroxid, KOH (≥ 85%) Carl Roth
Kanamycinsulfat Fluka
Kupfersulfat Pentahydrat, CuSO4 x 5H2O (≥ 99%) Carl Roth
Laemmli Puffer für SDS-PAGE (10 x) Serva
Magermilchpulver Uelzena, Uelzen
Magnesiumchlorid Hexahydrat, MgCl2 x 6H2O (≥ 99%) Carl Roth
Magnesiumsulfat Heptahydrat, MgSO4 x 7H2O (≥ 99,5%) Merck
Malat Dinatriumsalz (≥ 98%) Merck
Mangan(II)-chlorid Tetrahydrat, MnCl2 x 4H2O (≥ 99%) Merck
Methanol (≥ 99,9%) Carl Roth
3-(N-Morpholino)-propansulfonsäure, MOPS (≥ 99,5%) Carl Roth
N,N’-Methylenbisacrylamid, Bisacrylamid (2%) Merck
Natriumacetat Trihydrat (≥ 99,5%) Sigma-Aldrich
Natriumcarbonat, Na2CO3 (≥ 99,5%) Merck
Natriumchlorid, NaCl (≥ 99,5%) Carl Roth
Natriumdodecylsulfat, SDS (≥ 99%) Serva
Natriumhydrogencarbonat, NaHCO3 (≥ 99,5%) Fluka
Natriumhydroxid, NaOH (≥ 99%) Merck
Natriumlactat-Lösung (∼ 50%) Merck
Natriummolybdat Dihydrat, Na2MoO4 x 2H2O (≥ 98%) Merck
Natriumnitrat, NaNO3 (≥ 99,5%) Merck
Natriumthiosulfat, Na2S2O3 (≥ 98%) Sigma-Aldrich
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Fortsetzung Tab. 2.1

Natrium-Trimethylsilylpropionat, TMSP (≥ 98%) Merck
Nicotinamid (≥ 99,5%) Fluka
Nitroblautetrazoliumchlorid/5-Brom-4-chlor-3-indolyl-
phosphat, NBT/BCIP-Lösung

Roche, Mannheim

PageRuler Prestained Protein Ladder Thermo Fisher Scientific
PageRuler Unstained Low Range Protein Ladder Thermo Fisher Scientific
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1) Carl Roth
Polyethylenglycol 3350, PEG 3350 Sigma-Aldrich
Pyridoxal Hydrochlorid (≥ 99,5%) Merck
Pyruvat Natriumsalz (≥ 99%) Carl Roth
Quick Coomassie Stain Generon, Slough (England)
RiboRuler High Range RNA Ladder Thermo Fisher Scientific
Salzsäure, HCl (37%) Carl Roth
Schwefelsäure, H2SO4 (95-97%) Merck
Spectinomycin Dihydrochlorid (≥ 98%) Sigma-Aldrich
Streptomycinsulfat Sigma-Aldrich
Taurin (≥ 99%) Fluka
Tetrahydrofuran, THF (≥ 99,9%) Merck
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin, TEMED (≥ 99%) Carl Roth
Thiamin Hydrochlorid (≥ 99%) Fluka
D-Trehalose Dihydrat (≥ 99%) Carl Roth
TRI-Reagenz Sigma-Aldrich
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan, Tris (≥ 99,9%) Carl Roth
N-[Tris(hydroxymethyl)-methyl]-2-aminoethansulfonsäure,
TES (≥ 99%)

Carl Roth

Triton X-100 Fluka
Tween-20 Merck
Zinksulfat Heptahydrat, ZnSO4 x 7H2O (≥ 99%) Fluka

Enzyme Hersteller

Desoxyribonuklease I, DNase I Sigma-Aldrich
DNase I RNase-frei (1U/µL) Thermo Fisher Scientific
Lysozym Carl Roth
Pfu-DNA-Polymerase (2,5U/µL) Thermo Fisher Scientific
Phusion High-Fidelity DNA-Polymerase (2U/µL) Thermo Fisher Scientific
Restriktionsendonukleasen Thermo Fisher Scientific
Ribonuklease A, RNaseA Carl Roth
Taq-DNA-Polymerase (5U/µL) Thermo Fisher Scientific
Thermosensitive Alkaline Phosphatase, FastAP (1U/µL) Thermo Fisher Scientific
T4-DNA-Ligase (5 Weiss U/µL) Thermo Fisher Scientific

Kits Hersteller

BCA Protein Assay Kit VWR
Monarch DNA Gel Extraction Kit New England BioLabs, Ipswich (USA)
peqGOLD Gel Extraction Kit Peqlab, Erlangen
RNeasy Mini Kit Qiagen, Hilden
SuperScript First-Strand Synthesis System Invitrogen, Carlsbad (USA)
Transcriptor Universal cDNA Master Kit Roche
Zyppy Plasmid Miniprep Kit Zymo Research, Irvine (USA)
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2.2 Software

• ChemDraw, Prime Version 16.0.1.4, PerkinElmer, Waltham (USA)

• Chromas, Version 2.6.5, Technelysium, South Brisbane (Australien)

• ChromQuest, Version 5.0, Thermo Fisher Scientific, Waltham (USA)

• Clone Manager, Basic Version 9.0, Scientific & Educational Software, Denver (USA)

• MestReNova, Version 8.0.1, Mestrelab Research, Santiago de Compostela (Spanien)

• Primer Designer, Version 3.0, Scientific & Educational Software

• SnapGene, Version 4.1.9, GSL Biotech, Chicago (USA)

• BLAST (Basic Local Alignment Search Tool), Altschul et al. (1990),

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi, Stand: 16.03.18

• BPROM (prediction of bacterial promoters), Softbarry, Solovyev & Salamov (2011),

http://www.softberry.com/berry.phtml?topic=bprom&group=programs&subgroup=gfindb,

Stand: 18.09.17

• Clustal Omega, EMBL-EBI (European Bioinformatics Institute), Sievers et al. (2011),

https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/, Stand: 16.03.18

• Codon Usage Database, Nakamura et al. (2000), http://www.kazusa.or.jp/codon/,

Stand: 18.09.17

• EMBOSS Needle (European Molecular Biology Open Software Suite), EMBL-EBI, Needle-

man & Wunsch (1970), https://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss_needle/, Stand: 16.03.18

• ProtParam tool, ExPASy, Gasteiger et al. (2005), https://web.expasy.org/protparam/,

Stand: 18.09.17

• GCUA (Graphical Codon Usage Analyser), Fuhrmann et al. (2004), http://gcua.schoedl.de/,

Stand: 18.09.17

• KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes), http://www.genome.jp/kegg/,

Stand: 16.03.18

• MultAlin, Corpet (1988), http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/, Stand: 16.03.18

• NCBI (National Center for Biotechnology Information), https://www.ncbi.nlm.nih.gov/,

Stand: 16.03.18

• NNPP (Neural Network Promoter Prediction), Reese (2001),

http://www.fruitfly.org/seq_tools/promoter.html, Stand: 18.09.17

• Primer3web, Untergasser et al. (2012), Version 4.1.0, http://primer3.ut.ee/, Stand: 28.03.17

• PromBase, Rangannan & Bansal (2011), http://nucleix.mbu.iisc.ernet.in/prombase/,

Stand: 18.09.17

• RBS Calculator, Version 2.0, Salis et al. (2009), Espah Borujeni et al. (2014),

https://salislab.net/software/, Stand: 14.03.18

• Translate tool, ExPASy, https://web.expasy.org/translate/, Stand: 16.03.18
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2.3 Puffer und Lösungen

Wenn nicht anders erwähnt, wurden die Puffer und Lösungen (vgl. Tab. 2.2) in H2Odemin angesetzt
und bei Raumtemperatur gelagert.

Tab. 2.2: Verwendete Puffer und Lösungen

Ganzzellbiokatalyse
ReaktionspufferG 100mM K2HPO4/KH2PO4 pH7, 100mM Aspartat, 100mM Glycerin

Solutextraktion
Bligh&Dyer-Lösung Methanol/Chloroform/H2Oreinst (10:5:4 v/v)
isokratische HPLC
Laufmittel (NH2) 80% (v/v) Acetonitril in H2Oreinst

Laufmittel (Aminex) 0,02N H2SO4 in H2Oreinst

FMOC-ADAM-HPLC
Boratpuffer 0,5M Borsäure in H2Oreinst, pH 7,7 (mit 1NNaOH eingestellt)
FMOC-Reagenz 1mM FMOC in Aceton
ADAM-Reagenz 40mM ADAM in Boratpuffer, 1:1 mit Aceton verdünnt
Natriumacetat-Puffer 50mM Natriumacetat in H2Oreinst, pH 4,2
Laufmittel A 80% (v/v) Natriumacetat-Puffer, 20% (v/v) Acetonitril, 0,5% (v/v) THF
Laufmittel B 20% (v/v) Natriumacetat-Puffer, 80% (v/v) Acetonitril
1H-NMR
Lösungsmittel Deuteriumoxid mit 10mM BTC, 4 °C

Isolierung der genomischen DNA
TES-Puffer 5mM Tris-HCl, 5mM EDTA, 5mM NaCl, pH 8,0
SDS-Lösung 20% (w/v) SDS
Natriumacetat-Lösung 3M Natriumacetat, pH 4,8
DNA-Extraktion aus Synechocystis
TE-Puffer 10mM Tris-HCl, 1mM EDTA, pH7,5
Plasmid-Isolierung ohne Säulenreinigung
Puffer 1 50mM Tris-HCl, 10mM EDTA, 10% (w/v) RNaseA, pH8,0, 4 °C
Puffer 2 200mM NaOH, 1% (w/v) SDS, pH12,5
Puffer 3 3M Kaliumacetat, pH 5,5, 4 °C
PCR
dNTP-Lösung 2mMdNTPs in H2Oreinst, -20 °C
Glycinbetain-Lösung 5MGlycinbetain in H2Oreinst, -20 °C
Agarosegelelektrophorese
1 xTAE-Puffer 40mM Tris-HCl, 10mM EDTA, 0,6% (v/v) Eisessig, pH 8,0
6 xLadepuffer 10mM Tris-HCl, 60mM EDTA, 0,03% (w/v) Bromphenolblau, 60% (v/v)

Glycerin, pH 7,6, 4 °C
Ligation
ATP-Stammlösung 10mMATP in H2Oreinst, -20 °C
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Fortsetzung Tab. 2.2

Herstellung kompetenter Zellen
CaCl2-MgSO4-Lösung 70mM CaCl2, 20mM MgSO4, in H2Oreinst, getrennt autoklaviert
TSS 10% (w/v) PEG3350, 5% (v/v) DMSO, 50mM MgSO4 in LB-Medium, pH 6,5,

sterilfiltiert
Denaturierende Agarosegelelektrophorese
10 xMOPS-Puffer 0,4M MOPS, 0,1M Natriumacetat, 0,01M EDTA in H2Oreinst, pH 7,0

Proteinextraktion aus E. coli
Resuspensionspuffer 20mM Tris-HCl, 0,5M NaCl, pH 8,0
Lysozym-Stammlösung 10% (w/v) Lysozym in H2Oreinst, -20 °C
SDS-Lösung 10% (w/v) SDS
DNaseI-Stammlösung 1% (w/v) DNaseI in H2Oreinst, -20 °C
MgCl2-Lösung 50mM MgCl2
Proteinextraktion aus Synechocystis
Lysepuffer 25mM Tris-HCl, 50 mM KCl, 5mM MgCl2, 0,5mM EDTA, pH7,4
SDS-PAGE
Trenngelpuffer 1,5M Tris-HCl, pH 8,8
Sammelgelpuffer 0,5M Tris-HCl, pH 6,8
Acrylamid-Mix 32,7mL Acrylamid (30%), 10mL Bisacrylamid (2%), H2Odemin ad 50mL, 4 °C
APS-Lösung 10% (w/v) APS, 4 °C
1x Laufpuffer 10 xLaemmli Puffer (Serva), 1:10 in H2Odemin

Ladepuffer (4 xRSB) 4,5mL Sammelgelpuffer, 5mL Glycerin, 5% (w/v) SDS, 3,86% (w/v) DTT,
Spatelspitze Bromphenolblau, H2Oreinst ad 10mL, -20 °C

Western Blot
Towbin-Puffer 25mM Tris, 192mM Glycin, 20% (v/v) Methanol, ca. pH 8,3 (nicht titrieren)
TBS-Puffer 10mM Tris-HCl, 150mM NaCl, pH 7,5
Blockierungslösung 1% (w/v) Casein, 3% (w/v) BSA Fraktion V in TBS-Puffer, pH 7,5
TBSTT-Puffer 20mM Tris-HCl, 0,5M NaCl, pH7,5, 0,05% (v/v) Tween-20, 0,2% (v/v)

TritonX-100
AP-Puffer 100mM Tris-HCl, 100mM NaCl, 1mM MgCl2, pH 9,4
Aktivitätstest
ReaktionspufferA 50mM Tris-HCl, 0,5% (w/v) NaCl in H2Oreinst, pH 8
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2.4 Bakterienstämme und Plasmide

Die im Zuge dieser Arbeit verwendeten Bakterienstämme und Plasmide sind in Tabelle 2.3 und

2.4 aufgelistet.

Tab. 2.3: Verwendete Plasmide

Plasmid Eigenschaften Referenz

pASK-IBA3 tet-Promotor, Tet-Repressor, Strep-Tag, AmpR IBA (Göttingen)

pASK_ectABCD
(pASK_ectABCDm)1

pASK-IBA3 mit ectABCD aus A. cryptum, Mutation
T353C in ectD, AmpR

Bethlehem
(2015)

pASK_ectABCDask pASK-IBA3 mit ectABCDask aus A. cryptum, AmpR "

pASK_ectABCD2 pASK-IBA3 mit ectABCD aus A. cryptum, AmpR diese Arbeit

pASK_ectACD pASK_ectABCDm, 120 bp in ectB deletiert, AmpR "

pASK_ectAB pASK-IBA3 mit ectAB aus A. cryptum, AmpR "

pASK_ectAB-C pASK_ectAB mit ectC aus A. cryptum inkl. separatem
tet-Promotor, AmpR

"

pET-22b_ectC_Acr_His pET-22b(+) mit ectC aus A. cryptum inkl. C-termi-
nalem His-Tag, AmpR

Moritz et al.
(2015)

pASK_RBS-ectC-Acry pASK-IBA3 mit ectC aus A. cryptum inkl. C-termi-
nalem His-Tag und RBS aus pET-22b(+), AmpR

diese Arbeit

pASK_ectAB-RectC pASK_ectAB mit ectC aus A. cryptum inkl. separatem
tet-Promotor und RBS aus pET-22b(+), AmpR

"

pRL59EH-Ω RSF1010-Derivat, tac-Promotor, Lac-Repressor, AmpR,
Ω-Kassette mit Sm/SpR

Black & Wolk
(1994)

pRL59EH_ectC_Acry_His pRL59EH-Ω mit ectC aus A. cryptum inkl. C-termi-
nalem His-Tag, AmpR, Sm/SpR

diese Arbeit

pSynect1 pRL59EH-Ω mit ectABCD aus A. cryptum, AmpR,
Sm/SpR

"

pSB01 pUC18 mit ectABCDask aus P. stutzeri, AmpR Seip et al. (2011)

pRL59EH_ectD’_pstu pRL59EH-Ω mit terminalem Bereich von ectD aus
P. stutzeri, AmpR, Sm/SpR

diese Arbeit

pSynect2 pRL59EH-Ω mit ectABCD aus P. stutzeri, AmpR,
Sm/SpR

"

pVZ322 RSF1010-Derivat, KmR, GmR Zinchenko et al.
(1999)

pSynect3 pVZ322 mit ectABC aus A. cryptum inkl. psbA1 -
Promotor aus Synechocystis, KmR, GmR

diese Arbeit

1 Das Plasmid wurde in dieser Arbeit aufgrund der Mutation als pASK_ectABCDm bezeichnet
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Tab. 2.4: Verwendete Bakterienstämme

Stamm Genotyp Referenz

Acidiphilium cryptum DSM2389T Wildtyp Harrison (1981)

Synechocystis sp. PCC6803 Wildtyp Grigorieva & Shestakov (1982)

Synechocystis sp. PCC6803 ∆GK2 ∆ggpS, KmR Marin et al. (1998)

Synechocystis sp. PCC6803 ∆GS2 ∆ggpS, Sm/SpR Marin et al. (1998)

Escherichia coli DH5α F-, recA1, endA1, gyrA96, thi-1,
relA1, hsdR17(rk

- mk
+), supE44, λ-,

∆lacU169, Φ80lacZ∆M15

Hanahan (1983)

Escherichia coli XL1-Blue recA1, endA1, gyrA96, thi-1, relA1,
hsdR17, supE44, lac, [F’ proAB
lacIqZ∆M15 Tn10 (TetR)]

Stratagene (San Diego, USA)

Escherichia coli S17-1 RP4-2 (Tc::Mu)(Km::Tn7), recA,
pro, thi, hsdR, SmR

Simon et al. (1983)

Escherichia coli BL21 (DE3) F-, dcm, ompT, hsdS(rB
- mB

-), gal,
λ (DE3)

Studier & Moffatt (1986)

2.5 Expressionssysteme

In dieser Arbeit wurden drei induzierbare Expressionssysteme verwendet, die auf dem Prinzip des

Tetracyclin-Operons (tet-Operon) bzw. des Lactose-Operons (lac-Operon) basieren.

pASK-IBA3 Für die heterologe Produktion von Ectoinen in E. coli DH5α wurden die von

Bethlehem (2015) hergestellten Expressionsvektoren pASK_ectABCDm und pASK_ectABCDask

sowie neu konstruierte Vektoren auf Basis von pASK-IBA3 verwendet. Die Gene stehen unter

Kontrolle des tet-Promotors, der nach Induktion durch geringe AHT-Mengen (0,2µg/mL) eine

hohe Expression ermöglicht und in Abwesenheit des Induktors effektiv mittels des Repressors

TetR inhibiert wird (Skerra, 1994). TetR ist auch auf dem pASK-Vektor codiert und wird

konstitutiv exprimiert. AHT bindet etwa 35-mal stärker an den Repressor als der natürliche

Induktor Tetracyclin und hat eine geringere antibiotische Wirkung (Degenkolb et al., 1991;

Rasmussen et al., 1991).

pRL59EH-Ω Vektoren auf Basis von pRL59EH-Ω wurden zur heterologen Expression in

Synechocystis und E. coli XL1-Blue verwendet. Die Gene stehen unter Kontrolle des tac-Promotors,

der ein Hybrid aus dem trp- und lac-Promotor darstellt (de Boer et al., 1983) und in beiden

Stämmen funktionell ist (Ferino & Chauvat, 1989). Die Expression wird mittels des Repressors

LacI, der ebenfalls auf dem Vektor codiert ist, inhibiert, wobei trotzdem eine Basalexpression

erfolgt. Durch Zugabe des künstlichen Induktors Isopropyl-β-D-thiogalactopyranosid (IPTG) kann

die Repression aufgehoben und die Expression induziert werden.

pET-System E. coli BL21 (DE3) pET-22b_ectC_Acr_His diente als Positivkontrolle für die

Detektion von EctC mittels Western Blot und den Nachweis der EctC-Aktivität im Rohex-

trakt. Das Gen ectC steht unter Kontrolle des starken T7-Promotors, der ursprünglich aus dem
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Bakteriophagen T7 stammt. E. coli BL21 (DE3) enthält im Genom das Gen für die hochselektive

T7-RNA-Polymerase, deren Transkription durch den lacUV5-Promotor, eine mutierte Version des

lac-Promotors, kontrolliert wird. Nach Induktion durch IPTG kann die Transkription von ectC

mittels der exprimierten T7-RNA-Polymerase erfolgen (Studier & Moffatt, 1986).

2.6 Nährmedien und Medienzusätze

Wenn nicht anders vermerkt, wurden die Nährmedien und Medienzusätze mit H2Odemin angesetzt.

Flüssigmedien wurden bis zur Verwendung bei Raumtemperatur und Agarplatten bei 4 °C gelagert.

Nährmedium für A. cryptum
Medium 269 (M269, modifiziert nach Harrison, 1981) enthielt 0,1 - 0,7% (w/v) Glycerin oder

Glucose Monohydrat als C-Quelle. Dafür wurden 50 x konzentrierte Stammlösungen angesetzt und

separat autoklaviert. Die Hefeextrakt-Stammlösung (3% w/v) wurde ebenfalls separat autoklaviert

und anschließend wurden alle Komponenten vereinigt (vgl. Tab. 2.5). Für 2%ige Agarplatten

wurden Lösung 1 in 485mL H2O (2 x konzentriert) und 4% (w/v) Agar in 500mL getrennt

autoklaviert. Danach wurden die Lösungen vereinigt und mit 10mL Hefeextrakt-Stammlösung

sowie 20mL 5%ige Glycerin-Stammlösung versetzt. Für die Anzucht mit 10, 50, 100 bzw. 300mM

Al2(SO4)3 wurde jeweils eine 2 x konzentrierte Al2(SO4)3-Lösung in H2O mit 0,25 g K2HPO4 pro

L (pH3) angesetzt und sterilfiltriert. Anschließend wurde die 2 x konzentrierte Al2(SO4)3-Lösung

mit 2 x konzentriertem M269 (außer K2HPO4 1 x konzentriert) im Verhältnis 1:1 gemischt.

Tab. 2.5: M269 zur Anzucht von A. cryptum (L-1)

1. (NH4)2SO4 2,0 g
KCl 0,1 g
K2HPO4 0,5 g
MgSO4 x 7H2O 0,5 g

pH3 (H2SO4)
NaCl 0 - 6% (w/v)
H2O ad 970mL

2. Hefeextrakt 0,3 g
10mL Stammlösung

3. C-Quelle variabel
20mL Stammlösung

Nährmedien für E. coli
LB-Medium (lysogeny broth, modifiziert nach Bertani, 1951) wurde für molekularbiologische und

proteinbiochemische Methoden sowie die Stammhaltung von E. coli verwendet (vgl. Tab. 2.6). Für

Agarplatten wurde das Medium mit 2% (w/v) Agar autoklaviert und falls erforderlich danach
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mit Antibiotika versetzt. Zur Herstellung von LBG-Medium wurde LB-Medium mit 2 g Glucose

Monohydrat pro L angesetzt. Das 2 xYT-Medium (Sambrook et al., 1989) wurde zur Herstellung

kompetenter Zellen nach der CaCl2-Methode und für die Transformation verwendet (vgl. Tab 2.6).

Tab. 2.6: LB- und 2 xYT-Medium für E. coli (L-1)

LB 2 xYT
Caseinpepton 10 g 16 g
Hefeextrakt 5 g 10 g
NaCl 5 g 5 g

pH 7,2 7,2

Das Minimalmedium 63 (MM63, Larsen et al., 1987, modifiziert nach Miller, 1972) wurde

mit 0 - 1% (w/v) NaCl angesetzt (vgl. Tab. 2.7). Im Folgenden ist die NaCl-Konzentration der

Medienbezeichnung als Zahl angehängt, z.B. MM63-0,5 steht für MM63 mit 0,5% (w/v) NaCl.

Für MgSO4 und FeSO4 wurden Stammlösungen mit einer Konzentration von 250mg/mL bzw.

1,1mg/mL verwendet. Als C-Quelle enthielt MM63 hauptsächlich 50mM Glycerin oder 25mM

Glucose. Dazu wurden 20 x konzentrierte Stammlösungen angesetzt und separat von den restlichen

Medienbestandteilen autoklaviert. Alternativ dienten Lactat, Pyruvat, Acetat, Malat, Aspartat

und Glutamat einzeln bzw. in Kombination mit Glycerin oder Glucose als C-Quelle (vgl. 3.3.1.3).

Tab. 2.7: MM63 zur Anzucht von E. coli (L-1)

1. KH2PO4 13,61 g
KOH 4,21 g
(NH4)2SO4 1,98 g
MgSO4 x 7H2O 0,25 g

1mL Stammlösung

FeSO4 x 7H2O 0,0011 g
1mL Stammlösung

pH7,1 (KOH)
NaCl 0 - 1% (w/v)
H2O ad 950mL

2. C-Quelle variabel
50mL Stammlösung

Zur Herstellung des ungepufferten Fermentationsmediums (vgl. Tab. 2.8) wurden die Lösungen 1 - 3

separat autoklaviert und anschließend vereinigt. Die FeSO4-Stammlösung (5mg/mL) wurde steril-

filtriert und zu den anderen Komponenten gegeben. Im Fermentationsverlauf wurde autoklavierte

5M Glycerin-Stammlösung nach Bedarf zugegeben.
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Tab. 2.8: Fermentationsmedium für E. coli (L-1)

1. NH4Cl 3,82 g
MgSO4 x 7H2O 0,80 g

pH7,5 (KOH)
NaCl 5,00 g
H2O ad. 900mL

2. KH2PO4 1,54 g
H2O ad. 50mL

3. Glycerin 4,65 g
H2O ad. 50mL

4. FeSO4 x 7H2O 0,01 g
2mL Stammlösung

Nährmedium für Synechocystis
Für die Anzucht von Synechocystis wurde das BG11-Medium (Medium for Blue Green Algae)

modifiziert nach Rippka et al. (1979) verwendet (vgl. Tab. 2.9). Für die Medienkomponenten 1 - 7

wurden 200 x konzentrierte Stammlösungen angesetzt und separat autoklaviert. Stammlösung 7

wurde dunkel gelagert. Zur Herstellung von 1L BG11 wurden 5mL jeder Stammlösung und 1mL

Spurenelementlösung (vgl. Tab. 2.10) zu 964mL H2O gegeben. Bei Bedarf wurden 0,1 - 2% (w/v)

NaCl hinzugefügt. Anschließend wurde das Medium autoklaviert und hatte nach dem Abkühlen

einen pH-Wert von 7,5 - 8,0. Für BG11-N wurde BG11-Medium ohne NaNO3 angesetzt.

Tab. 2.9: BG11 zur Anzucht von Synechocystis

BG11-Flüssigmedium L-1 BG11-Agarplatten
1. NaNO3 1,5 g 2 x BG11
2. K2HPO4 (wasserfrei) 31,3mg Stammlösung 1 - 7 je 5mL
3. MgSO4 x 7H2O 75mg Spurenelementlösung 1mL
4. CaCl2 x 2H2O 36mg Na2S2O3 3 g
5. EDTA 1,1mg 1M TES (pH8) 10mL
6. Na2CO3 40mg H2O ad 500mL
7. Citronensäure 6mg 2 x Agar

Ammoniumeisen(III)-citrat 6mg Agar 15 g
8. Spurenelementlösung 1mL H2O ad 500mL

Vor dem Animpfen wurde NaHCO3 in einer Endkonzentration von 5mM zum BG11-Medium

gegeben. Dafür wurde eine 1M Stammlösung sterilfiltriert und in Aliquots á 2mL bei -20 °C

gelagert. Für Agarplatten (1,5% w/v) wurden 2 x BG11 und 2 x Agar getrennt autoklaviert und

anschließend 1:1 gemischt (vgl. Tab. 2.9). Danach wurden NaHCO3 (5mM Endkonzentration) und

falls erforderlich Antibiotika zugegeben. Die Agarplatten wurden dick gegossen (ca. 40mL/Platte),

um ein zu schnelles Austrocknen während der Stammlagerung zu vermeiden.
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Medienzusätze
Wenn nicht anders angegeben, wurden die Medienzusätze sterilfiltriert und bei -20 °C gelagert.

Vitaminlösung Für die Kultivierung der Thiamin-auxotrophen Stämme E. coli DH5α und XL1-

Blue in MM63 wurde pro L Medium 1mL Vitaminlösung (VA-Lösung nach Imhoff & Trüper,

1977) zugegeben. Die VA-Lösung (vgl. Tab. 2.10) wurde bei 4 °C im Dunkeln aufbewahrt.

Spurenelementlösung Für die Herstellung von BG11 wurde pro L Medium 1mL Spurenele-

mentlösung (Rippka et al., 1979) zugegeben (vgl. Tab. 2.10), die bei 4 °C gelagert wurde.

Tab. 2.10: Vitamin- und Spurenelementlösung

VA-Lösung L-1 Spurenelementlösung L-1

Biotin 100mg H3BO3 2,86 g
Nicotinamid 350mg MnCl2 x 4H2O 1,81 g
Thiamin Hydrochlorid 300mg ZnSO4 x 7H2O 222mg
p-Aminobenzoesäure 200mg Na2MoO4 x 2H2O 390mg
Pyridoxal Hydrochlorid 100mg CuSO4 x 5H2O 79mg
Calcium-Pantothenat 100mg Co(NO3)2 x 6H2O 49mg
Cyanocobalamin 50mg

Antibiotika Für die Kultivierung der Synechocystis-Mutanten ∆GK2 und ∆GS2 sowie der

Plasmid-tragenden E. coli- und Synechocystis-Stämme wurden die jeweiligen Antibiotika vor

dem Animpfen zum Medium gegeben (vgl. Tab. 2.11). Dafür wurden 1000 x konzentrierte

Stammlösungen in H2Oreinst angesetzt und in Aliquots á 2mL bei -20 °C gelagert.

Tab. 2.11: Antibiotika

Stamm Vektor Antibiotikum Endkonzentration im
Medium [µg/mL]

E. coli pASK-Vektoren Carbenicillin 100
E. coli pRL59EH-Vektoren Carbenicillin 100

+ Spectinomycin 10
+ Streptomycin 1

E. coli pVZ322-Vektoren Kanamycin 25
+ Gentamicin 7,5

Synechocystis pRL59EH-Vektoren Spectinomycin 35
+ Streptomycin 1

Synechocystis pVZ322-Vektoren Kanamycin 25
+ Gentamicin 5

Synechocystis ∆GK2 - Kanamycin 50
Synechocystis ∆GK2 pSynect2 Kanamycin 25

+ Spectinomycin 10
Synechocystis ∆GS2 - Spectinomycin 20
Synechocystis ∆GS2 pSynect3 Kanamycin 25

+ Spectinomycin 10
+ Gentamicin 5
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Induktor Im Fall von E. coli-Stämmen mit pASK-Vektoren erfolgte die Induktion der heterologen

Expression durch Zugabe von AHT (0,2 - 0,6µg/mL Endkonzentration). Dafür wurde eine AHT-

Stammlösung mit einer Konzentration von 2mg/mL in reinem Ethanol angesetzt und bei -20 °C

dunkel gelagert. Bei E. coli- und Synechocystis-Stämmen mit pRL59EH-Vektoren sowie bei E. coli

BL21 (DE3) pET-22b_ectC_Acr_His erfolgte die Induktion durch Zugabe von IPTG (0,5mM

Endkonzentration), wofür eine 100mM Stammlösung in H2Oreinst verwendet wurde.

Kompatible Solute Für das Wachstum von E. coli in MM63 mit 2mM Glycinbetain wurde eine

200mM Stammlösung in H2Oreinst angesetzt. Für die Anzucht von Synechocystis in BG11-N mit

9mM Ectoin als potentieller N-Quelle wurde eine 0,9M Stammlösung in H2Oreinst verwendet.

2.7 Bestimmung der osmotischen Konzentration

Die osmotische Konzentration von M269 mit NaCl und Al2(SO4)3 wurde mittels Dampfdruckos-

mometer (Knauer Nr. 11.00, Berlin) und Gefrierpunktosmometer (Osmomat 030, Gonotec, Berlin)

ermittelt. Beim Dampfdruckosmometer befinden sich zwei hochempfindliche Temperatursensoren

(Thermistoren) in einer mit Lösungsmitteldampf gesättigten Messzelle. Auf einen Thermistor

wird das reine Lösungsmittel und auf den anderen die zu untersuchende Lösung getropft. Da

der Dampfdruck der Lösung mit gelösten Stoffen niedriger ist als der des reinen Lösungsmittels,

kondensiert Lösungsmitteldampf auf den Thermistor mit dem Lösungstropfen. Die frei werdende

Kondensationswärme bewirkt eine messbare Temperaturänderung, die proportional zur Stoffmenge

der Lösung ist.Bei der Messung der osmotischen Konzentration mittels Gefrierpunktosmometer

wird ausgenutzt, dass eine Lösung mit gelösten Stoffen bei einer geringeren Temperatur gefriert

als das reine Lösungsmittel und die Gefrierpunktserniedrigung proportional zur Stoffmenge ist.

Die zu untersuchende Lösung wird in einem Kunststoffgefäß mit einem Thermistor zur Tem-

peraturmessung unter den Gefrierpunkt abgekühlt. Bei einer definierten Temperatur wird das

Gefrieren der Lösung durch Eintauchen einer Nadel mit Eiskristallen initiiert. Durch die frei

werdende Kristallisationswärme steigt die Temperatur der Lösung an, wobei die maximal erreichte

Temperatur dem Gefrierpunkt der Lösung entspricht.

Mit beiden Methoden wurde die Osmolalität (Osmol/kg) von M269 mit 0,1% Glycerin und

20 - 900mM NaCl bzw. Al2(SO4)3 gemessen. Die Osmolalität des Mediums ohne Zusatz von NaCl

und Al2(SO4)3 wurde von den Messwerten abgezogen. Die Bestimmung mittels Dampfdruckosmo-

meter erfolgte bei 37 °C, ansonsten wurden die Messungen mit beiden Osmometern gemäß der

Herstellerangaben durchgeführt.
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2.8 Kultivierungsverfahren

2.8.1 Stammhaltung und Reinheitskontrolle

E. coli und A. cryptum Die Langzeitlagerung der Bakterien erfolgte in Kryokulturen bei -70 °C.

Zur Rekultivierung wurden E. coli-Stämme auf LB-Agarplatten, falls erforderlich mit Antibio-

tika (vgl. Tab. 2.11), und A. cryptum auf M269-Agarplatten ausgestrichen sowie bei 37 °C im

Brutschrank (B 6420, Heraeus Instruments, Hanau) inkubiert. Im Fall von A. cryptum erfolgte

die Inkubation 3 - 5 Tage und bei E. coli über Nacht. Stammkulturen wurden bis zu sechs Wo-

chen bei 4 °C gelagert und danach auf frische Agarplatten überimpft, außer Plasmid-tragende

E. coli-Stämme, die maximal zwei Wochen bei 4 °C gelagert und für erneute Experimente aus der

Kryokultur rekultiviert wurden.

Synechocystis Die langfristige Lagerung von Synechocystis erfolgte auf Agarplatten und in

Standkulturen basierend auf BG11-Medium (ggf. mit Antibiotika, Tab. 2.11). Agarplatten wurden

5 - 7 Tage bei 30 °C mit einer konstanten Beleuchtungsstärke von 15 - 25µmol Photonenm-2 s-1

im Lichtbrutschrank (RUMED 1201, Rubarth Apparate, Laatzen, mit Philips Glühlampen Stan-

dard 40Watt) inkubiert. Dabei waren die Agarplatten mit Leucopore-Band (Duchefa, Haarlem,

Niederlande) gegen zu schnelles Austrocknen des Agars versehen. Für die Standkulturen wurden

50mL BG11-Medium in 100mL-Weithalskolben auf eine optische Dichte bei 750 nm (OD750)

von 0,15 - 0,2 mit Zellmaterial aus einer Flüssigkultur oder von der Agarplatte angeimpft. Die

Kulturen wurden im Thermoschüttler (Innova 4230, NewBrunswick, Edison, USA, mit Philips

Leuchtstoffröhre TL 13Watt/840) bei 30 °C, 130 - 150 rpm und einer Beleuchtungsstärke von

20 - 50µmol Photonenm-2 s-1 bis zu einer OD750 von ca. 1 angezogen.

Anschließend wurden die Agarplatten und Standkulturen auf der Laborbank bei 5 - 20µmol Pho-

tonenm-2 s-1 im Tag-Nacht-Rhythmus gelagert. Synechocystis Wildtyp wurde nach 6 - 8 Wochen

überimpft, während für Kulturen mit Antibiotika nach spätestens vier Wochen frische Standkultu-

ren hergestellt wurden. Kryokulturen in BG11 mit 8% (v/v) DMSO wurden mittels flüssigem

Stickstoff eingefroren und bei -70 °C gelagert.

Reinheitskontrolle Zur Überprüfung auf Kontamination einzelner Kulturen wurden diese mikro-

skopiert und im Fall von Synechocystis zusätzlich 100µL auf BG11-Agarplatten mit 0,2% (w/v)

Glucose sowie 0,02% (w/v) Casaminosäuren ausgestrichen und im Dunkeln bei 30 °C inkubiert.

2.8.2 Anzucht von A. cryptum

Für Wachstumsversuche wurden Flüssigkulturen von A. cryptum in sogenannten OD-Kolben

angezogen, wobei es sich um modifizierte Weithals-Erlenmeyerkolben handelt. Durch das seitlich

an den Kolben angebrachte Glasrohr konnte die OD der Kultur bei 600 nm (OD600) ohne vorherige

Probennahme photometrisch bestimmt werden (vgl. 2.8.5). Außerdem besitzt der OD-Kolben eine

mit einem Schraubdeckel verschließbare Öffnung, über die während des Wachstums Probennahmen
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und Supplementierungen erfolgen konnten. Für eine ausreichende O2-Versorgung enthielt der OD-

Kolben Schikanen und wurde mit einer Silikon-Schaumstoffkappe (Merck, Darmstadt) verschlossen.

A. cryptum wurde in M269 (pH3) mit 0,1 - 0,7% Glycerin oder Glucose als C-Quelle bei 37 °C

und 180 rpm im Thermoschüttler (AI 70, Infors AG, Bottmingen, Schweiz) kultiviert. Wenn

nicht anders angegeben, erfolgte die Anzucht in M269 mit 0,1% Glycerin. Für die Vorkulturen

wurden 20 - 50mL Medium in 100mL-Erlenmeyerkolben mit Zellmaterial von der Agarplatte

beimpft und über Nacht bzw. für mehrere Tage inkubiert. Für die Wachstumsversuche wurden

Hauptkulturen in 250mL-OD-Kolben inkl. 100 - 150mL M269 mit der entsprechenden Vorkultur

auf einen OD600-Wert von 0,05 - 0,1 angeimpft und bis zur stationären Phase kultiviert. Dabei

enthielt das Medium 1 - 6%NaCl, 10 - 300mM Al2(SO4)3 oder keinen Zusatz. Bei Wachstum mit

50mM Al2(SO4)3 wurde eine Vorkultur inkl. 10mM Al2(SO4)3 verwendet und für Hauptkulturen

mit 100 bzw. 300mM Al2(SO4)3 erfolgte eine Vorkultivierung mit 50mM Al2(SO4)3, um eine

lange lag-Phase zu vermeiden. Für die 13C-NMR-Spektroskopie wurden insgesamt 4L M269 mit

3%NaCl bzw. 300mM Al2(SO4)3 á 0,5 L-Kulturen in 1 L-OD-Kolben kultiviert.

2.8.3 Anzucht von E. coli

Für die Kultivierung der Thiamin-auxotrophen Stämme E. coli DH5α und XL1-Blue in Minimal-

medium wurde 1mL Vitaminlösung pro L Medium zugegeben. Plasmid-tragende Stämme wurden

mit den entsprechenden Antibiotika kultiviert (vgl. 2.11). Wenn nicht anders angegeben, erfolgte

die Anzucht von E. coli bei 37 °C und 180 rpm im Thermoschüttler.

2.8.3.1 Übernachtkulturen

Für die Plasmid-Isolierung aus frisch transformierten E. coli-Stämmen wurden Kulturröhrchen mit

3 - 5mL LB- oder LBG-Medium befüllt, mit einer gut vereinzelten Kolonie von der Selektionsplatte

beimpft und über Nacht inkubiert. Übernachtkulturen für andere molekularbiologische Methoden

wurden in 100mL-Erlenmeyerkolben mit 20 - 50mL Komplexmedium und Zellmaterial von der

Agarplatte angezogen.

2.8.3.2 Anzucht im Schüttelkolben

Die Vorkulturen der E. coli-Stämme wurden in 100mL-Erlenmeyerkolben mit 30 - 50mL des

jeweiligen Mediums und Zellmaterial von der Agarplatte für 15 - 24 h inkubiert. Anschließend

wurden die Vorkulturen in der Regel bei geringer Umdrehungszahl abzentrifugiert und nach

Entfernen des Kulturüberstands in frischem Medium vorsichtig resuspendiert (vgl. 2.8.6).

Für die Wachstumsversuche mit E. coli im Schüttelkolben wurden OD-Kolben verwendet

(vgl. 2.8.2). Falls nicht anders erwähnt, wurden für die Hauptkulturen 100mL MM63 in 250mL-

OD-Kolben mit resuspendierten Zellen der jeweiligen Vorkultur auf eine OD600 von etwa 0,1
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angeimpft und bis zur stationären Phase kultiviert. Dabei dienten vornehmlich 50mM Glycerin

oder 25mM Glucose als C-Quelle. Alternativ wurden Lactat, Pyruvat, Acetat, Malat, Aspartat

und Glutamat einzeln bzw. in Kombination mit Glycerin oder Glucose als C-Quelle für die Ectoin-

Produktion getestet. Für manche Wachstumsversuche wurde MM63 mit 100mM Glycerin oder mit

150mM Glycerin sowie der doppelten Stickstoffmenge verwendet. Darüber hinaus enthielt MM63

0 - 1%NaCl. Wenn nicht anders vermerkt, wurden die Hauptkulturen von E. coli DH5α-Stämmen

mit pASK-Vektoren zur Induktion der heterologen Expression bei einer OD600 von 0,3 - 0,35

mit AHT versetzt (0,2µg/mL Endkonzentration). Bei einigen Wachstumsversuchen erfolgte die

Induktion mit einer AHT-Konzentration von 0,4 oder 0,6µg/mL.

Im Fall von E. coli XL1-Blue mit pRL59EH-Derivaten und E. coli BL21 (DE3)

pET-22b_ectC_Acr_His wurde die heterologe Expression bei einer OD600 von ca. 0,4 mit IPTG

induziert (0,5mM Endkonzentration). Außerdem wurde XL1-Blue in MM63 mit Glucose kultiviert

und die Hauptkulturen wurden mit der jeweiligen Vorkultur, ohne vorherige Zentrifugation, auf

eine OD600 von 0,08 - 0,1 angeimpft.

Wenn erforderlich, wurden im Wachstumsverlauf 1 - 10mL Kultur aus den Hauptkulturen steril

entnommen und für die HPLC-Analyse (Medienüberstand und ggf. Zellpellet) bzw. Proteinanalyse

(Zellpellet) abzentrifugiert (vgl. 2.8.6). Für die Produktion im Wachstumsverlauf in MM63-1 mit

Glucose wurden 400mL-Kulturen von E. coli DH5α pASK_ectABCDm und pASK_ectABCDask

in 1 L-OD-Kolben kultiviert.

2.8.3.3 Anzucht im Fermenter

Für die Ectoin-Produktion mit E. coli pASK_ectABCDm im größeren Maßstab unter kontrollierten

Wachstumsbedingungen wurde ein 1 L-Fermenter mit Temperatursteuerung und Rührvorrichtung

(DASGIP, Jülich) verwendet. Der Fermenter wurde inkl. der pH-Sonde (Mettler Toledo, Gießen)

und befüllt mit H2Odemin nach Herstellerangaben autoklaviert. In Anlehnung an MM63 wurde ein

ungepuffertes Fermentationsmedium mit 0,5%NaCl und einer Anfangskonzentration von 50mM

Glycerin verwendet (vgl. 2.8). Die Vorkultur wurde in einem 100mL-Erlenmeyerkolben mit 50mL

Fermentationsmedium inkl. Tris/HCl zur Pufferung (12 g/L) und Zellmaterial von der Agarplatte

für 15 - 24 h angezogen. Für die Fermentation wurden 700mL Medium mit der Vorkultur auf eine

OD600 von ca. 0,2 angeimpft und der pH-Wert manuell mit 2M KOH auf 7,1 eingestellt. Die Kultur

wurde mit einer Heizmanschette auf 37 °C temperiert und mit 300 - 350 rpm mittels Magnetrührer

durchmischt. Die sterile Luftzufuhr erfolgte über einen Kompressor (DK50 Plus, Ekom, Ahrensburg)

und anschließenden Sterilfilter. Der pH-Wert wurde während der Fermentation mittels pH-Sonde

kontrolliert und automatisch über Regelkreis-regulierte Peristaltikpumpen mit 1MHCl bzw.

2,7MNH3-Lösung auf 6,9 - 7,1 eingestellt. Auftretende Schaumbildung wurde durch sterile Zugabe

von Antischaum (Dehysan Z 2111, Cognis Deutschland, Düsseldorf) reduziert. Für die OD600-

Messung und die HPLC-Analyse der Medienüberstände wurden im Wachstumsverlauf 2mL-Proben
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über das im Fermenter integrierte Probennahmerohr entnommen. Die Induktion der heterologen

Expression erfolgte bei einer OD600 von ca. 0,35 mit AHT (0,2µg/mL Endkonzentration). Im

Verlauf der Fermentation wurden mehrmals 3 - 5mL 5M Glycerin-Stammlösung manuell zugegeben.

Weiterhin erfolgte im späteren Wachstumsverlauf eine erneute Zugabe von Carbenicillin und AHT.

2.8.3.4 Ganzzellbiokatalyse mit ruhenden Zellen

Die Ganzzellbiokatalyse von Ectoin aus Aspartat und Glycerin mit ruhenden Zellen von E. coli

pASK_ectABCDm wurde in Anlehnung an die Arbeiten von He et al. (2015) durchgeführt. Vor-

kultur und Hauptkultur wurden in MM63-1 mit Glucose, wie zuvor beschrieben, angezogen

(vgl. 2.8.3.2). Allerdings erfolgte die Induktion mit AHT bei einer OD600 von etwa 0,6 und die

Hauptkultur wurde anschließend für 7 h bei 30 °C und 180 rpm inkubiert. Danach wurden die

Zellen unter sterilen Bedingungen abzentrifugiert (vgl. 2.8.6) und in ReaktionspufferG (100mM

Kaliumphosphat-Puffer pH7, 100mM Aspartat, 100mM Glycerin) resuspendiert. Der Reaktions-

ansatz, 50mL im 250mL-Erlenmeyerkolben, wurde auf eine OD600 von ca. 5 eingestellt. Die

Ganzzellbiokatalyse erfolgte 40 h bei 30 °C und 180 rpm. Für die HPLC-Analyse wurden in regel-

mäßigen Zeitabständen 1mL-Proben steril entnommen und abzentrifugiert (vgl. 2.8.6).

2.8.4 Anzucht von Synechocystis

Die ∆ggpS-Mutanten und Plasmid-tragenden Synechocystis-Stämme wurden mit den jeweili-

gen Antibiotika angezogen (vgl. Tab. 2.11). Für die Kultivierung wurden 100mL- oder 250mL-

Weithalskolben mit Wattestopfen bzw. Silikon-Schaumstoffkappen und 50 bzw. maximal 150mL

BG11-Medium verwendet. Synechocystis wurde photoautotroph mit einer konstanten Beleuch-

tungsstärke von 20 - 50 µmol Photonenm-2 s-1 bei 30 °C und 130 - 150 rpm im Thermoschüttler

angezogen. Die Vorkulturen der verschiedenen Synechocystis-Stämme wurden aus den entsprechen-

den Standkulturen (vgl. 2.8.1) auf einen OD750-Wert von bis zu 0,2 angeimpft. Wenn erforderlich,

wurden die Vorkulturen für die weitere Verwendung unter sterilen Bedingungen abzentrifugiert

(vgl. 2.8.6). Die Hauptkulturen wurden aus einer exponentiell oder spät exponentiell wachsenden

Vorkultur (OD750 0,7 - 1,0) auf eine Start-OD750 von 0,15 - 0,2 angeimpft und bis zur Zellernte

(OD750 >1) oder dem erneuten Überimpfen mehrere Tage kultiviert. Für einige Wachstumsversuche

enthielt das BG11-Medium 20 - 340mMNaCl (0,1 - 2%). Die Hauptkulturen der Synechocystis-

Stämme mit pRL59EH-Ω-Vektoren wurden beim Animpfen mit IPTG (0,5mM Endkonzentration)

supplementiert oder ohne Induktor angezogen.

Darüber hinaus wurde das Wachstum von Synechocystis Wildtyp und ∆ggpS-Mutanten auf

BG11-Agarplatten mit 2%NaCl untersucht. Dazu wurden die Agarplatten mit 100µL Kultur

oder Zellmaterial von der Agarplatte beimpft, mit luftdurchlässigem Leucopore-Band verschlossen

und 5 - 10Tage bei 30 °C und einer Beleuchtungsstärke von 15 - 25µmol Photonenm-2 s-1 im

Lichtbrutschrank inkubiert. Selektionsplatten wurden nach der Konjugation von Synechocystis
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(vgl. 2.10.8) unter den gleichen Bedingungen über Nacht inkubiert.

Für die Wachstumsversuche von Synechocystis in BG11 ohne Natriumnitrat (BG11-N) mit

Ectoin als potenzieller N-Quelle erfolgte die Anzucht zunächst in BG11 unter den zuvor genann-

ten Bedingungen. Bei Erreichen einer OD750 von 0,6 - 0,8 wurden die Kulturen unter sterilen

Bedingungen abzentrifugiert (vgl. 2.8.6) und das Zellpellet mit BG11-N gewaschen. Nach erneuter

Zentrifugation wurden die Zellen in BG11-N mit 0 - 100mMNaCl resuspendiert und die Kul-

turen auf eine OD750 von ca. 0,4 eingestellt. Das Wachstum erfolgte entweder ohne N-Quelle

(Negativkontrolle) oder mit 9mM Ectoin als potenzieller N-Quelle (BG11-N+E), was der gleichen

Stickstoffmenge wie bei BG11 in Form von Natriumnitrat entspricht (0,25 gN/L). Als positive

Wachstumskontrolle wurde Synechocystis unter den gleichen Bedingungen in BG11 kultiviert. Die

Kulturen wurden 5 - 10Tage, wie zuvor beschrieben, inkubiert und beobachtet, ob Wachstum

stattfindet.

2.8.5 Bestimmung von Wachstum und Wachstumsparametern

Zur Beobachtung des Wachstums von E. coli und A. cryptum wurde in regelmäßigen Zeitabständen

die OD600 im OD-Kolben oder in 1mL-Kunststoffküvetten gegen das jeweilige Medium als Leerwert

mit einem Photometer (Novaspec II, Pharmacia, Uppsala, Schweden) bestimmt. Falls nicht anders

vermerkt, erfolgte die Messung im OD-Kolben unverdünnt über das seitliche Glasrohr. Die lineare

Beziehung zwischen OD600 und Zelldichte der Kultur war bis zu einem Wert von etwa 0,4 gegeben.

Die Methode der Direktmessung wurde als ausreichend angesehen, um den Wachstumsverlauf

aufzuzeichnen und das Wachstum der Kulturen zu vergleichen. Im Fall von Synechocystis wurde

die OD750 stets in 1mL-Küvetten gegen BG11-Medium photometrisch bestimmt.

Bei der Messung in der Küvette wurden die Kulturen ab einem OD-Wert von ca. 0,4 mit dem

entsprechenden Medium verdünnt. Zur Darstellung des Wachstumsverlaufs wurde der natürliche

Logarithmus der OD-Werte gegen die Zeit aufgetragen. Die Wachstumsrate µ wurde anhand der

höchsten Steigung in der exponentiellen Wachstumsphase ermittelt. Bei vorheriger Messung im

OD-Kolben wurden nur OD-Wert bis 0,4 zur Berechnung der Wachstumsrate miteinbezogen. Die

Verdopplungszeit td ergab sich aus ln(2)/µ. Bei Wachstumsversuchen wurde der pH-Wert der

Kulturüberstände nach der Zellernte bestimmt. Dazu wurden pH-Indikatorstäbchen (Merck) oder

ein pH-Meter (Knick, Berlin) gemäß der Herstellerangaben verwendet.

2.8.6 Zellernte

Wenn nicht anders erwähnt, erfolgte die Zentrifugation bei Raumtemperatur.

Ernte für anschließende Wachstumsversuche Vorkulturen von E. coli und die Hauptkultur für

die Ganzzellbiokatalyse wurden unter sterilen Bedingungen in 50mL-Falcon-Röhrchen 12min bei

4.500 x g zentrifugiert (Heraeus Megafuge 1.0 mit Rotor BS4402, Thermo Scientific). Der Medien-

überstand wurde verworfen, das Zellpellet vorsichtig in 1 - 2mL frischem Medium resuspendiert und

30



2 Material und Methoden

zum Animpfen der Hauptkulturen verwendet (vgl. 2.8.3.2). Für die Ganzzellbiokatalyse wurden die

Zellen in ReaktionspufferG überführt (vgl. 2.8.3.4). Die Zentrifugation von Synechocystis-Kulturen

für anschließende Wachstumsversuche erfolgte standardmäßig in sterilen 50mL-Falcon-Röhrchen

bei 4.000 x g für 10min (Heraeus Megafuge). Der Überstand wurde verworfen und das Zellpellet

für die weitere Verwendung in frischem BG11-Medium oder BG11-N vorsichtig resuspendiert

(vgl. 2.8.4).

Ernte für die HPLC-Analyse Wenn nicht anders angegeben, wurden Hauptkulturen für die

HPLC-Analyse in der stationären Phase geerntet. Die Ernte großer Kulturvolumina (100 - 500mL)

erfolgte durch 20-minütige Zentrifugation bei 8.500 rpm (ca. 11.000 x g) und 20 °C in einer Beckman-

Zentrifuge (J2-HS mit Rotor JA-14, Beckman Coulter, Brea, USA). Vom Medienüberstand

wurde 1mL für die HPLC-Analyse abgenommen und bei -20 °C gelagert. Das feuchte Zellpellet

wurde auf einem Glas-Mikrofaserfilter (VWR) ausgestrichen, um überschüssiges Medium aus

den Zellzwischenräumen zu entfernen. Anschließend wurde das Zellmaterial vom Filter in ein

Reaktionsgefäß geeigneter Größe überführt und für die Gefriertrocknung bei -20 °C eingefroren.

Im Fall von Synechocystis erfolgte die Zentrifugation von bis zu 40mL Kultur in Falcon-

Röhrchen für 15min bei 6.000 x g (Heraeus Megafuge) und bei größeren Kulturvolumina in

Zentrifugenbechern für 20min bei 8.500 rpm (ca. 11.000 x g) und 20 °C (Beckman-Zentrifuge). Der

Überstand wurde bis auf 1mL Probe für die HPLC-Analyse verworfen. Das Zellpellet wurde

in 1 - 2mL BG11 resuspendiert und in einem 2mL-Reaktionsgefäß erneut zentrifugiert, um den

Verlust an Zellmaterial zu minimieren. Die Zentrifugation erfolgte 5min bei 10.000 x g in der

Tischzentrifuge (Eppendorf 5418, Hamburg). Danach wurde der Überstand quantitativ entfernt

und das Zellpellet bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert.

Proben aus dem Wachstumsverlauf von E. coli (1 - 2mL) wurden im 2mL-Reaktionsgefäß

abzentrifugiert (Tischzentrifuge, 10.000 x g, 2min) und 1mL Überstand für die HPLC-Analyse bei

-20 °C aufbewahrt.

Ernte für die Protein-, DNA- und RNA-Analyse Kleine Probenvolumina (≤ 10mL) wurden

in einem 2mL-Reaktionsgefäß, ggf. in mehreren Schritten, bei 10.000 x g und 1 - 5min in der

Tischzentrifuge geerntet. Der Überstand wurde quantitativ entfernt und das Zellpellet entweder

direkt weiter behandelt oder bei -20 °C gelagert. Für die Protein- und DNA-Extraktion aus

größeren Synechocystis-Kulturproben (20 - 40mL) erfolgte die Zellernte im Falcon-Röhrchen wie

zuvor für die HPLC-Analyse beschrieben. E. coli- und A. cryptum-Kulturen für die RNA-Analyse

wurden in sterilen 50mL-Falcon-Röhrchen 15min bei 6.000 x g und 4 °C zentrifugiert (Avanti J-20

XP mit Rotor JA-10, Beckman Coulter).
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2.9 Analytik

2.9.1 Gefriertrocknung

Für die Gewinnung der Trockenbiomasse (TBM) und für die Solutextraktion wurde das Zellmaterial

gefriergetrocknet, wobei den gefrorenen Zellen durch Sublimation schonend das Wasser entzogen

wurde. Falls erforderlich, wurden auch Medienüberstände und andere Proben gefriergetrocknet.

Die Gefriertrocknung der gefrorenen Zellpellets bzw. Proben erfolgte 12 - 24 h in der Anlage Alpha

I-6 der Firma Christ (Osterode) bei einem Hochvakuum von 0,05Millibar und 20 - 30 °C.

2.9.2 Solutextraktion nach Bligh & Dyer (1959)

Zur Bestimmung des intrazellulären Solutgehalts mittels HPLC (vgl. 2.9.4) wurden die wasser-

löslichen Solute nach einem Verfahren von Bligh & Dyer (1959, modifiziert nach Galinski, 1986)

aus dem gefriergetrockneten Zellmaterial extrahiert. Diese Methode ermöglicht die Trennung

von hydrophoben und hydrophilen Zellbestandteilen in einem Zwei-Phasen-System bestehend

aus Chloroform und einem Wasser-Methanol-Gemisch. Proteine und andere makromolekulare

Zellbestandteile werden an der Grenzschicht zwischen Chloroform und wässriger Phase ausgefällt.

Zunächst wurden 500µL Bligh&Dyer-Lösung zu 30mg des gefriergetrockneten und gemörserten

Zellmaterials gegeben und 15min bei Raumtemperatur auf einem Rotationsschüttler (IKA-Vibrax-

VXR, Typ VX2E, Janke&Kunkel, Staufen) inkubiert. Nach Zugabe von 130µL Chloroform und

130µL H2Oreinst wurde der Ansatz weitere 15min geschüttelt. Zur Phasentrennung wurde der

Ansatz zentrifugiert (Tischzentrifuge, 10.000 rpm, ca. 8600 x g, 5min) und die obere wässrige Phase

in ein neues 1,5mL-Reaktionsgefäß überführt, das bis zur HPLC-Analyse bei -20 °C gelagert

wurde. Für kleinere Mengen an Zellmaterial (10 - 20mg) wurden die Volumina der verwendeten

Reagenzien halbiert. Für die 13C-NMR-Spektroskopie (vgl. 2.9.5) wurden in mehreren Ansätzen

60mg gefriergetrocknetes Zellmaterial und die doppelten Mengen eingesetzt.

2.9.3 Solutextraktion aus Synechocystis

Für Synechocystis wurde neben der Solutextraktion nach Bligh & Dyer (1959) zum Vergleich

eine weitere Extraktionsmethode (modifiziert nach Mikkat et al., 1997) verwendet. Mit beiden

Methoden ergaben sich annähernd gleiche Ergebnisse bei der anschließenden HPLC-Analyse

der Zellextrakte. Das gefriergetrocknete oder feuchte Zellpellet wurde zur Extraktion der Solute

in 0,5mL 80%igem (v/v) Ethanol für 3 h bei 65 °C inkubiert und zwischendurch gemischt.

Anschließend wurde der Ansatz 10min in der Tischzentrifuge bei 14.500 x g zentrifugiert. Der

Überstand wurde in ein neues Reaktionsgefäß überführt, das Pellet in 0,5mL Ethanol (80%)

resuspendiert und erneut zentrifugiert. Beide Überstände wurden vereinigt und gefriergetrocknet

(vgl. 2.9.1). Der gefriergetrocknete Ansatz wurde in 1mL H2Oreinst aufgenommen und mit 0,5mL
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Chloroform gemischt, um Proteine und andere makromolekulare Zellbestandteile abzutrennen.

Nach Zentrifugation (14.500 x g, 15min) wurde die obere wässrige Phase abgenommen und erneut

mit 0,5mL Chloroform gewaschen sowie zentrifugiert. Anschließend wurde die wässrige Phase ggf.

in einem Vakuumkonzentrator (SpeedVac Savant ISS110, Thermo Scientific) eingeengt und bis

zur HPLC-Analyse bei -20 °C gelagert.

2.9.4 Hochleistungsflüssigkeitschromatographie (HPLC)

Die Hochleistungsflüssigkeitschromatographie (high performance liquid chromatography, HPLC) ist

ein Verfahren zur Trennung, Identifizierung und Quantifizierung von gelösten, niedermolekularen

Substanzen. Dazu wird die zu untersuchende Stoffprobe in einem geeigneten Laufmittel (mobile

Phase) unter hohem Druck über eine dicht gepackte Trennsäule (stationäre Phase) gepumpt. Bei

der iskoratischen HPLC bleibt die Zusammensetzung der mobilen Phase konstant, während bei der

HPLC mit einem Gradientenprofil das Lösungsmittelgemisch im Verlauf der Elution verändert wird.

Die in der Probe enthaltenen Substanzen interagieren aufgrund ihrer chemischen Eigenschaften

(z.B. Größe, Polarität) verschieden stark mit der stationären Phase, wodurch sie unterschiedlich

schnell von der Säule eluieren. Die Elution wird über nachgeschaltete Detektoren verfolgt, wobei

sich für jede Verbindung eine charakteristische Retentionszeit ergibt. Die Identifizierung und

Quantifizierung der aufgetrennten Substanzen erfolgt durch Vergleich der Signale mit denen von

Standardverbindungen bekannter Konzentration.

Die Zellextrakte und Medienüberstände wurden zum Nachweis ungeladener und zwitterionischer

Solute mittels isokratischer HPLC untersucht (vgl. 2.9.4.1). Im Fall von E. coli und Synechocystis

wurden die Medienüberstände und ggf. Zellextrakte zur Identifizierung von Aminosäuren und

anderen N-reaktiven Soluten zusätzlich via FMOC-ADAM-HPLC mit Gradientenprofil analysiert

(vgl. 2.9.4.3). Die Quantifizierung von ADABA und Ectoin in den Proben des EctC-Aktivitätstests

(vgl. 2.11.7) erfolgte ebenfalls mit beiden HPLC-Methoden. Falls erforderlich, wurden die Me-

dienüberstände der Produktionsstämme mittels einer weiteren isokratischen HPLC-Methode

speziell für organische Säuren und Zucker untersucht (vgl. 2.9.4.2). Steuerung und Auswertung der

HPLC-Messungen erfolgte mit der Software ChromQuest 5.0.

2.9.4.1 Nachweis ungeladener und zwitterionischer Solute mittels isokratischer HPLC

Zum Nachweis wasserlöslicher Substanzen, die bei physiologischem pH-Wert keine Nettoladung

besitzen, wurde eine isokratische HPLC mit Brechungsindex (RI)- und UV-Detektion verwendet

(Galinski, 1986). Mit dieser Methode wurden vornehmlich Ectoin, Hydroxyectoin und Trehalose

quantifiziert. Als stationäre Phase diente eine Reversed-Phase-Kieselgelmatrix, deren Hydroxyl-

gruppen über hydrophobe Abstandshalter (Propylketten) mit polaren endständigen Aminogruppen

verknüpft waren. Als mobile Phase wurde 80%iges (v/v) Acetonitril mit einem physiologischen

pH-Wert verwendet.
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Aufbau der HPLC-Anlage

• Entgaser (SpectraSystem SCM1000, Thermo Scientific)

• Pumpe (SpectraSystem P100, Thermo Separation Products)

• Probenaufgabeventil (Rheodyne Injector Nr. 7125, Probenschleife 20µL, Rheodyne LLC)

• Vorsäule (LiChrospher 100 NH2, 5µm, LiChroCART 4-4, Merck)

• Trennsäule (LiChrospher 100 NH2, 5µm, LiChroCART 125-4, Merck)

• UV-Detektor (SpectraSystem UV1000, 210 nm, Thermo Separation Products)

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

Probenvorbereitung Zellextrakte wurden 1:4 - 1:10 und Medienüberstände 1:5 - 1:20 mit 80%igem

Acetonitril verdünnt. Die Proben des Aktivitätstests von EctC waren bereits 1:1 mit Acetonitril

(100%) verdünnt und wurden zusätzlich 1:20 mit 80%igem Acetonitril verdünnt. Die verdünnten

Proben wurden vor der Messung 5min in der Tischzentrifuge bei ca. 10.000 x g zentrifugiert.

HPLC-Messung Die Trennung der Substanzen erfolgte mit einer Flussrate von 1mL/min bei

Raumtemperatur. Die Konzentration der Probenbestandteile wurde durch Messung entsprechender

Standardverbindungen (1 - 2,5mM) ermittelt.

2.9.4.2 Nachweis organischer Säuren, Zucker und Polyole mittels isokratischer HPLC

Für den Nachweis von Glucose, Glycerin und der organischen Säuren Acetat, Pyruvat, Lactat sowie

Malat mittels isokratischer HPLC wurde die Trennsäule Aminex HPX-87H (Bio-Rad) verwendet.

Das Säulenmaterial ist speziell für die Trennung von organischen Säuren sowie Kohlenhydraten

geeignet und besteht aus einer polymerbasierten Matrix mit einem Vernetzungsgrad von 8%,

an die Protonen gebunden sind. Als mobile Phase diente 0,02N H2SO4 und die Elution der

Substanzen wurde mit einem RI- sowie einem UV-Detektor verfolgt.

Aufbau der HPLC-Anlage

• Entgaser (SpectraSystem SCM1000, Thermo Scientific)

• Pumpe (SpectraSystem P1000, Thermo Scientific)

• Probenaufgabeventil (Rheodyne Injector Nr. 7125, Probenschleife 20µL, Rheodyne LLC)

• Trennsäule (Aminex HPX-87H, 300 x 7,8mm, 9µm, Bio-Rad)

• UV-Detektor (Accela PDA Detector Thermo Scientific)

• RI-Detektor (refractoMonitor IV, Milton Roy)

Probenvorbereitung Die Medienüberstände wurden je nach Wachstumsphase 1:4 - 1:20 mit 0,02N

H2SO4 verdünnt und vor der Messung abzentrifugiert (ca. 10.000 x g 5min).

HPLC-Messung Die Messung wurde mit einer Flussrate von 0,6mL/min bei Raumtemperatur

durchgeführt. Zur Quantifizierung der Probenbestandteile wurden entsprechende Standardverbin-

dungen mit einer Konzentration von 5 - 10mM gemessen.
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2.9.4.3 Nachweis N-reaktiver Solute mittels FMOC-ADAM-HPLC mit Gradientenprofil

Die FMOC-ADAM-HPLC mit Gradientenprofil ermöglicht eine Analyse von N-reaktiven Verbin-

dungen, wie primären und sekundären Aminen, und stellt somit eine geeignete Methode zum

Nachweis von Aminosäuren dar (Einarsson et al., 1983; Betnér & Földi, 1988; Kunte et al., 1993).

In dieser Arbeit wurde die Methode hauptsächlich zur Detektion von Aspartat, Glutamat und

der Aminosäurederivate ADABA sowie DABA verwendet. Die zu untersuchenden N-reaktiven

Verbindungen werden durch Reaktion mit 9-Fluorenylmethoxycarbonylchlorid (FMOC) deriva-

tisiert und können mit Hilfe eines Fluoreszenzdetektors nachgewiesen werden (Einarsson et al.,

1983). Überschüssiges FMOC und dessen hydrolytisches Nebenprodukt werden durch Reaktion mit

1-Aminoadamantan (ADAM) minimiert, um Signalüberlagerungen mit den FMOC-derivatisierten

Verbindungen zu unterbinden (Betnér & Földi, 1988). Als stationäre Phase wurde eine Reversed-

Phase-Kieselgelmatrix verwendet. Als mobile Phase diente Laufmittel A bestehend aus 80% (v/v)

Natriumacetat-Puffer, 20% (v/v) Acetonitril und 0,5% (v/v) THF, das im Verlauf der Messung

mit Laufmittel B (20% Natriumacetat-Puffer, 80% Acetonitril) gemischt wurde.

Aufbau der HPLC-Anlage

• Entgaser (SpectraSystem SCM1000, Thermo Scientific)

• Pumpe (SpectraSystem P2000, Thermo Separation Products)

• Probenaufgabe (Autosampler SpectraSystems AS3000, Probenschleife 100µL, Probenhalter

4 °C, Säulenofen 45 °C, Thermo Separation Products)

• Vorsäule (LiChrospher 100 RP-8, 5µm, LiChroCART 4-4, Merck)

• Trennsäule (Superspher 60 RP-8, 4µm, LiChroCART 125-4, Merck)

• Fluoreszenzdetektor (SpectraSystem FL3000, 254 nm (ex.), 316 nm (em.), Thermo Separation

Products)

Probenvorbereitung Zellextrakte wurden 1:20 und Medienüberstände 1:20 - 1:50 mit H2Oreinst

verdünnt. Proben aus dem EctC-Aktivitätstest (vgl. 2.11.7), die schon 1:1 mit Acetonitril (100%)

verdünnt waren, wurden zusätzlich 1:200 - 1:1000 mit H2Oreinst verdünnt. Die verdünnten Proben

wurden zentrifugiert (ca. 10.000 x g, 5min) und die Vorsäulenderivatisierung mit FMOC durchge-

führt. Zunächst wurden 40µL der Probe mit 40µL Boratpuffer versetzt, in dem 25µM Taurin als

interner Standard zur Kontrolle der Derivatisierung und Probenauftragung enthalten war. Nach

Zugabe von 80µL FMOC-Reagenz wurde der Reaktionsansatz 45 s auf dem Rotationsschüttler in-

kubiert. Danach wurden 100µL ADAM-Reagenz zugegeben und der Ansatz erneut 45 s geschüttelt.

Durch Zugabe von 140µL Laufmittel A wurde der Ansatz vervollständigt und nochmals gemischt.

Die derivatisierten Proben wurden bis zur Messung im Autosampler bei 4 °C aufbewahrt.

HPLC-Messung Die Trennung der Substanzen erfolgte mit einer Flussrate von 1,25mL/min,

einer Säulentemperatur von 45 °C und einem Laufmittelgradienten (vgl. Tab. 2.12). Zur Quan-

tifizierung der Probenbestandteile wurden Standardverbindungen mit einer Konzentration von

25µM derivatisiert und gemessen.
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Tab. 2.12: Gradientenprofil für die FMOC-ADAM-HPLC

Zeitpunkt [min] 0 15 30 40 42 47 49 51
Laufmittel A [%] 100 91 70 40 0 0 100 100
Laufmittel B [%] 0 9 30 60 100 100 0 0

2.9.5 Kernspinresonanz-Spektroskopie (NMR-Spektroskopie)

Die Kernspinresonanz-Spektroskopie (NMR-Spektroskopie, nuclear magnetic resonance) ist eine

Methode mit atomarer Auflösung, die zur Strukturaufklärung von Molekülen, zum Nachweis

von Inhaltsstoffen einer Probe und deren Quantifizierung verwendet werden kann. Die Methode

beruht auf der Tatsache, dass Atomkerne mit einer ungeraden Protonen- und/oder Neutronenzahl,

u.a. die Isotope 1H und 13C, einen Eigendrehimpuls (Kernspin) besitzen. Der Kernspin ist mit

einem magnetischen Moment verbunden, das im Fall des 1H- und 13C-Kerns in einem starken

extern angelegten Magnetfeld zwei Zustände einnehmen kann. Dabei hat der parallel zum äußeren

Magnetfeld gerichtete Spinzustand ein niedrigeres Energieniveau als der antiparallele Zustand und

die Energiedifferenz zwischen beiden Orientierungen ist proportional zur Stärke des angelegten

Magnetfelds. Durch Einstrahlung elektromagnetischer Wellen einer Frequenz, deren Energie der

Differenz zwischen den beiden Spinzuständen entspricht, können Übergänge vom niedrigeren

zum höheren Energiezustand induziert werden und es kommt zur Resonanz. Anschließend stellt

sich durch Relaxation wieder ein Energiegleichgewicht ein, wobei die Atomkerne Energie einer

bestimmten Frequenz (Resonanzfrequenz) abgeben, die gemessen werden kann.

Für Atomkerne der gleichen Art ergeben sich abhängig von ihrer chemischen Umgebung

geringfügig unterschiedliche Resonanzfrequenzen. Ursache dafür ist ein lokales Magnetfeld am

jeweiligen Atomkern, das in seiner Stärke vom äußeren Magnetfeld abweichen kann, z.B. durch

den Einfluss der elektronischen Umgebung des Kerns oder die magnetische Wechselwirkung

benachbarter Atomkerne. Die Resonanzfrequenzen werden nicht als absolute Werte, sondern als

chemische Verschiebung bezogen auf eine Standardsubstanz in ppm (parts per million) angegeben.

Anhand der chemischen Verschiebungen und der entsprechenden Signale in einem NMR-Spektrum

sind Rückschlüsse auf die chemische Struktur eines Moleküls möglich.

Die Zellextrakte von A. cryptum nach Anzucht mit 3%NaCl bzw. 300mMAl2(SO4)3 wurden

mittels 13C-NMR-Spektroskopie analysiert. Weiterhin wurde eine 1H-NMR-Analyse im Zuge der

Ganzzellbiokatalyse mit E. coli DH5α pASK_ectABCDm durchgeführt.

Probenvorbereitung für die 13C-NMR-Spektroskopie Aus dem gefriergetrockneten Zellmaterial

von A. cryptum (ca. 1 g) wurden die Solute in mehreren Ansätzen extrahiert (vgl. 2.9.2). Die

Zellextrakte wurden vereinigt und unter dem Abzug getrocknet. Der getrocknete Ansatz wurde

in 1mL Deuteriumoxid aufgenommen und mit 5mg Natrium-Trimethylsilylpropionat (TMSP)

als internem Standard gemischt. Weiterhin wurden 10µL Acetonitril und 10µL Methanol als

Kontrollsignale für die NMR-Messung zugegeben.
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Probenvorbereitung für die 1H-NMR-Spektroskopie Die letzten drei Überstandsproben der

Ganzzellbiokatalyse (25 - 40 h) hatten entsprechend der HPLC-Analyse eine ähnliche Zusam-

mensetzung und wurden vereinigt, um eine möglichst hohe Konzentration der Solute für die

NMR-Messung zu erhalten. Die Probe wurde gefriergetrocknet und danach in 0,5mL Deuteriu-

moxid mit dem Natriumsalz der 1,2,4,5-Benzoltetracarbonsäure (BTC) als internem Standard in

einer Endkonzentration von 10mM resuspendiert.

NMR-Messung Die Messungen wurden im Institut für Pharmazeutische Mikrobiologie der Uni-

versität Bonn mit dem NMR-Spektrometer Avance 300DPX (Bruker, Billerica, USA) durchgeführt.

Die Messfrequenz betrug 75,46MHz für den 13C-Kanal und 300MHz für den 1H-Kanal. Die Eichung

der Messwerte erfolgte durch den internen Standard TMSP (13C-NMR) bzw. BTC (1H-NMR).

Für die Datenanalyse wurde das Programm MestReNova 8.0.1 verwendet und die Zuordnung der

Signale erfolgte durch Vergleich mit den NMR-Spektren von Standardverbindungen.

2.9.6 Enzymatischer Nachweis von Glucose

Der Glucosegehalt der Zellextrakte von A. cryptum wurde mit einem enzymatischen UV-Test (Ro-

che) nach Herstellerangaben bestimmt. Glucose wird mittels der Hexokinase in Gegenwart von ATP

zu Glucose-6-phosphat phosphoryliert, das anschließend via Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase zu

D-Gluconat-6-phosphat oxidiert wird, wobei NADPH entsteht. Die Menge des gebildeten NADPH

ist äquimolar zur Konzentration an Glucose im Ansatz, die durch photometrische Messung der

Absorption von NADPH bei 340 nm ermittelt werden kann.

2.9.7 Bestimmung der Produktionsdaten

Intrazellulärer und extrazellulärer Solutgehalt Zur Bestimmung des intrazellulären Solutgehalts

(µmol/gTBM) wurde die mittels HPLC-Analyse erhaltene Solutkonzentration des Zellextrakts mit

dem Volumen der wässrigen Phase nach der Solutextraktion multipliziert und durch die eingesetzte

Menge an TBM dividiert. Dementsprechend wurde für die Berechnung des extrazellulären Solut-

gehalts (mmol/gTBM) die Solutkonzentration des Medienüberstands auf die nach der Zellernte

erhaltene TBM und das entsprechende Kulturvolumen bezogen.

Ertrag Der Ertrag Y(X+E)/S bzw. Y(X+H)/S (g/g) ergab sich aus der Summe der gebildeten TBM

(X) und der extrazellulären Ectoin- bzw. Hydroxyectoin-Konzentration (E, H) dividiert durch die

Menge an verbrauchter C-Quelle (S). Zusätzlich wurde der Ertrag YE/S bzw. YH/S (g/g) bestimmt,

der nur der Menge an produzierten Soluten pro g C-Quelle entspricht.

Spezifische Produktivität Für die Bestimmung der spezifischen Produktivität (mg/(gTBMxh))

von E. coli DH5α pASK_ectABCDm und pASK_ectABCDask wurde die Ectoin- bzw.

Hydroxyectoin-Produktion im Wachstumsverlauf betrachtet und die extrazelluläre Solutkon-

zentration zu verschiedenen Zeitpunkten mittels HPLC gemessen. Die TBM wurde entweder direkt

durch Ernte eines bestimmten Kulturvolumens und anschließende Gefriertrocknung bestimmt
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oder anhand der OD600 (gemessen in der Küvette) und der Korrelation TBM (g/L) = 0,439 xOD

(Bolten et al., 2007) ermittelt. Die spezifische Produktivität wurde jeweils aus der Differenz der

Ectoin- bzw. Hydroxyectoin-Konzentration zweier benachbarter Datenpunkte dividiert durch

die mittlere TBM und Zeitdifferenz bestimmt. Aus dem Verlauf der Produktivitäts-Werte konn-

te die maximale spezifische Produktivität entnommen werden, die der höchsten Zunahme der

extrazellulären Solutkonzentration pro g TBM und Stunde entspricht.

Kohlenstoff-Bilanz Die Kohlenstoff-Bilanz (C-Bilanz) wurde unter der Annahme eines C-Gehalts

von 48% in der TBM von E. coli berechnet (Folsom & Carlson, 2015). Die C-Bilanz (total) von

E. coli DH5α pASK_ectABCDm und pASK_ectABCDask ergab sich aus der Summe des C-

Gehalts in der gebildeten TBM und den extrazellulär akkumulierten Ectoinen dividiert durch den

C-Gehalt der eingesetzten Menge an Glycerin. Die separate C-Bilanz für die Produktion der TBM

bzw. der Ectoine wurde mit Hilfe des Kontrollstamms E. coli DH5α pASK-IBA3 bestimmt, der

unter den gleichen Wachstumsbedingungen angezogen wurde und 1 gTBM aus 2,66 g Glycerin

gebildet hatte. Dementsprechend konnte für die Produktionsstämme ermittelt werden, wie viel

C-Quelle in den Aufbau der TBM geflossen war und welche Menge an C-Quelle für die Ectoin-

bzw. Hydroxyectoin-Produktion zur Verfügung stand.

Stickstoff-Bilanz Die Stickstoff-Bilanz (N-Bilanz) der Produktionsstämme wurde aus dem N-

Gehalt in der TBM und den extrazellulären Ectoinen bezogen auf die Menge an eingesetzter

N-Quelle berechnet. Dabei wurde ein C:N-Verhältnis von 48 zu 12% in der TBM von E. coli

angenommen (Folsom & Carlson, 2015).

2.10 Molekularbiologische Methoden

2.10.1 Gewinnung und Quantifizierung der DNA

2.10.1.1 Isolierung der genomischen DNA

Die Isolierung der genomischen DNA aus A. cryptum erfolgte anlehnend an die Methode von

Marmur (1961). Zunächst wurden 8mL Kultur nacheinander in einem 2mL-Reaktionsgefäß

abzentrifugiert (10.000 x g, 3min), der Überstand verworfen und das Zellpellet mit 1mL TES-Puffer

(5mM Tris-HCl, 5mM EDTA, 5mM NaCl, pH 8) gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation wurde

das Pellet in 0,8mL TES-Puffer resuspendiert. Zur Lyse der Zellen wurden 20µL SDS-Lösung (20%,

w/v) hinzugegeben und der Ansatz nach mehrmaligem Invertieren 30min bei Raumtemperatur

inkubiert. Zur DNA-Extraktion wurde das Zelllysat mit 0,3mL Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol-

Lösung (25:24:1) versetzt und das Reaktionsgefäß kräftig geschüttelt. Die Phasentrennung in eine

wässrige Phase, eine Lösungsmittelphase und eine Interphase mit präzipitierten Proteinen und

anderen Zellbestandteilen wurde durch Zentrifugation (14.500 x g, 10min) erreicht. Die DNA-

haltige wässrige Phase wurde in ein neues Reaktionsgefäß überführt und die Extraktion mehrmals
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wiederholt, bis keine Interphase mehr sichtbar war. Die DNA-Fällung erfolgte durch Zugabe von

1/10 Volumen 3M Natriumacetat-Lösung und 1 Volumen eiskaltem Isopropanol. Der Ansatz

wurde mind. 30min bei -20 °C inkubiert und anschließend zentrifugiert (14.500 x g, 5min). Im

folgenden Waschschritt wurde das DNA-Pellet mit 0,5mL eiskaltem Ethanol (70%, v/v) versetzt

und erneut zentrifugiert (14.500 x g, 5min). Der Überstand wurde quantitativ entfernt und das

DNA-Pellet 10min bei 60 °C getrocknet. Anschließend wurde die DNA in 50µL sterilem H2Oreinst

resuspendiert und bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert.

2.10.1.2 DNA-Extraktion aus Synechocystis

Für die DNA-Extraktion aus Synechocystis wurden mind. 10mL Kultur mit einer OD750 ≥ 1

abzentrifugiert (vgl. 2.8.6). Das Zellpellet wurde mit 1mL TE-Puffer (10mM Tris-HCl, 1mM

EDTA, pH7,5) gewaschen und 5min in der Tischzentrifuge bei 8000 x g zentrifugiert. Nach

Entfernen des Überstands wurden die Zellen in 300µL TE-Puffer resuspendiert und in ein 1,5mL-

Reaktionsgefäß mit ca. 150mg Silica Beads (0,1mm, BioSpec) überführt. Nach Zugabe von 350µL

Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol-Lösung (25:24:1) wurde das Reaktionsgefäß mit Parafilm dicht

verschlossen und drei- bis fünfmal 20 s geschüttelt (ca. 4500 rpm, Silamat S6, Ivoclar Vivadent).

Der Ansatz wurde nach jedem Durchgang 3min auf Eis inkubiert. Im Anschluss an die Extraktion

erfolgte die Phasentrennung durch 5-minütige Zentrifugation bei 16.000 x g und 4 °C (Biofuge fresco,

Heraeus Instruments). Die obere wässrige Phase wurde in ein neues Reaktionsgefäß überführt. Falls

erforderlich, wurde erneut Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol-Lösung zugegeben, die Probe kräftig

geschüttelt und zentrifugiert. Zur DNA-Fällung wurde die wässrige Phase mit 1mL eiskaltem

Ethanol (100%) versetzt, das Reaktionsgefäß mehrmals invertiert und für mind. 30min bei -20 °C

inkubiert. Nach 30-minütiger Zentrifugation (16.000 x g, 4 °C) wurde das DNA-Pellet mit 1mL

70%igem (v/v) Ethanol gewaschen und erneut zentrifugiert (16.000 x g, Raumtemperatur, 2min).

Der Überstand wurde quantitativ entfernt und das DNA-Pellet vollständig bei 60 °C getrocknet.

Schließlich wurde die DNA in 30 - 50µL TE-Puffer oder H2Oreinst resuspendiert und bis zur

weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert.

2.10.1.3 Isolierung der Plasmid-DNA

Plasmid-Isolierung ohne Säulenreinigung Die Plasmid-Isolierung aus frisch transformierten

E. coli-Stämmen für eine anschließende Restriktionsanalyse erfolgte durch alkalische Lyse ohne

Reinigung über eine Säule. Von einer in Komplexmedium gewachsenen Übernachtkultur wurden

1,5 - 3mL in einem 1,5mL-Reaktionsgefäß zentrifugiert (10.000 x g, 1min) und der Überstand

quantitativ entfernt. Das Zellpellet wurde in 200µL Puffer 1 (50mM Tris-HCl, 10mM EDTA,

100mg/mL RNase A, pH 8) resuspendiert. Durch Zugabe von 200µL Puffer 2 (200mM NaOH, 1%

SDS, pH 12,5) und Invertieren des Reaktionsgefäßes erfolgte die alkalische Lyse. Nach max. 2min

wurde der Ansatz zur Neutralisation mit Puffer 3 (3M Kaliumacetat, pH 5,5) versetzt und erneut

39



2 Material und Methoden

durch mehrmaliges Invertieren gemischt. Mittels Zentrifugation für 3min bei 14.500 x g wurden die

präzipitierten Zellbestandteile von der Plasmid-DNA getrennt. Der Überstand wurde mit 500µL

Chloroform gemischt und erneut zentrifugiert (14.500 x g, 3min). Zur Fällung der Plasmid-DNA

wurde die obere wässrige Phase in ein Reaktionsgefäß mit 500µL eiskaltem Isopropanol überführt

und dieses mehrmals invertiert. Nach der anschließenden Zentrifugation (14.500 x g, 3min) wurde

der Überstand verworfen und das DNA-Pellet mit 500µL eiskaltem Ethanol (70%, v/v) gewaschen.

Der Ansatz wurde erneut zentrifugiert (14.500 x g, 1min), der Überstand quantitativ entfernt

und das DNA-Pellet vollständig bei 60 °C getrocknet. Danach wurde die Plasmid-DNA in 50µL

sterilem H2Oreinst resuspendiert und bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C aufbewahrt.

Plasmid-Isolierung mit Säulenreinigung Plasmid-DNA, die für die Klonierung oder Sequen-

zierung verwendet werden sollte, wurde mit dem Zyppy Plasmid Miniprep Kit (Zymo Research)

aus Flüssigkultur extrahiert. Die Extraktion erfolgte auch mittels alkalischer Lyse, aber die

Plasmid-DNA wurde anschließend über eine Säule gereinigt. Pro Ansatz wurden max. 3mL Kultur

in einem 1,5mL-Reaktionsgefäß abzentrifugiert (10.000 x g, 1min), der Überstand verworfen und

das Zellpellet in 600µL H2Oreinst resuspendiert. Die Extraktion und Reinigung der Plasmid-DNA

wurde nach Angaben des Herstellers durchgeführt. Für die Elution der Plasmid-DNA wurde der

Elutions-Puffer oder H2Oreinst auf 50 °C vorgewärmt, 30 - 50µL auf die Säulenmatrix gegeben

und diese 2min bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurde die Plasmid-DNA durch

Zentrifugation von der Säule eluiert und bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert.

2.10.1.4 Quantifizierung der DNA

Die DNA-Konzentration wurde entweder photometrisch (BioSpectrometer, Eppendorf) oder

anhand der Fluoreszenzintensität im Agarosegel ermittelt. Die Messung mittels BioSpectrometer

erfolgte nach Angaben des Herstellers. Dabei wurde die DNA-Probe ggf. mit H2Oreinst verdünnt,

ein Volumen von 4µL eingesetzt und die Absorption bei 260 nm (A260) gegen H2Oreinst als

Leerwert gemessen. Die DNA-Konzentration ergab sich anhand der Korrelation, dass eine Lösung

mit 50µg/mL doppelsträngiger DNA bei einer Schichtdicke der Küvette von 1 cm einen A260-Wert

von 1 hat. Durch das Verhältnis der Absorption bei 260 nm zu der Absorption bei 280 nm

konnte eine Verunreinigung der DNA-Probe mit Proteinen festgestellt werden, die aufgrund

der aromatischen Aminosäuren ein Absorptionsmaximum bei 280 nm aufweisen. Ein hoher

Reinheitsgrad der DNA-Probe wurde bei einem Verhältnis von etwa 1,8 angenommen.

Für die Ligation (vgl. 2.10.5.3) wurde häufig die Konzentration der DNA-Probe in einem

Agarosegel (vgl. 2.10.3) mit Hilfe eines geeigneten DNA-Größenstandards abgeschätzt. Dazu

wurde die Fluoreszenzintensität der zu quantifizierenden DNA-Bande mit der Intensität einer

ähnlich großen Markerbande bekannter Konzentration verglichen. Hierbei konnte auch überprüft

werden, ob die enzymatische Hydrolyse der Plasmid-DNA unvollständig war und zusätzliche

Hydrolyseprodukte in der DNA-Probe enthalten waren. Für die Ligation wurde die molare
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Konzentration der DNA-Probe nach folgender Formel ermittelt, wobei für ein Basenpaar eine

durchschnittliche molare Masse von 660 g/mol angenommen wurde:

Molarität der DNA [mol/µL] = Konzentration der DNA g/µL
660 g/mol xAnzahl der Basenpaare des DNA-Fragments

2.10.2 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) ist eine Methode zur selektiven

Amplifikation von DNA in vitro (Mullis et al., 1986). Für die PCR werden zwei gegenläufige

Oligonukleotide (Primer) benötigt, die den zu amplifizierenden DNA-Bereich flankieren. Die PCR

ist eine zyklische Reaktionsfolge aus Denaturierung, Anlagerung der Primer (Annealing) und

Elongation, durch deren mehrfache Wiederholung das gewünschte DNA-Fragment in kurzer Zeit

exponentiell vermehrt werden kann. Bei der Denaturierung wird die doppelsträngige DNA durch

hohe Temperaturen (>90 °C) in ihre Einzelstränge getrennt, weshalb eine thermostabile DNA-

Polymerase erforderlich ist. Die Anlagerung der Primer an die komplementären DNA-Bereiche

erfolgt nach Absenken der Temperatur entsprechend der Länge und Nukleotidsequenz der Primer.

Bei der Elongation wird mittels der DNA-Polymerase der DNA-Doppelstrang ausgehend von

den freien 3’-Enden der Primer und komplementär zum vorhandenen Einzelstrang gebildet. In

dieser Arbeit wurden verschiedene DNA-Polymerasen verwendet, wobei die Zusammensetzung

des Reaktionsansatzes und das PCR-Programm entsprechend der Herstellerangaben gewählt

wurden. Die Komponenten des PCR-Ansatzes wurden in einem 200µL-Reaktionsgefäß auf Eis

zusammenpipettiert und die PCR erfolgte in einem Thermocycler (MyCycler, Bio-Rad).

2.10.2.1 Standard-PCR

Zur Amplifikation von DNA für die Klonierung der Expressionsvektoren wurde entweder die

Pfu-DNA-Polymerase oder bei größeren DNA-Fragmenten (>2 kb) die Pfu-ähnliche Phusion

High-Fidelity DNA-Polymerase verwendet (Thermo Fisher Scientific). Beide Enzyme besitzen

eine 3’→5’-Exonukleaseaktivität, wodurch die Fehlerrate bei der PCR verringert ist. Die PCR

erfolgte entsprechend der Angaben in Tab. 2.13 bzw. 2.14. Für die Pfu-DNA-Polymerase wurde

die Annealing-Temperatur um 5 °C geringer als die niedrigere Schmelztemperatur (Tm) des

Primerpaares gewählt. Die Elongationszeit wurde mit 2min/kb entsprechend der Länge des zu

amplifizierenden DNA-Fragments festgelegt. Bei der PCR mit der Phusion-DNA-Polymerase

wurde eine um 3 °C höhere Annealing-Temperatur verglichen mit dem niedrigeren Tm-Wert

der Primer und eine Elongationszeit von 15 - 30 s/kb verwendet. Bei einem Tm-Wert ≥ 69 °C

wurde der Annealing-Schritt weggelassen und der PCR-Zyklus mit der Phusion-DNA-Polymerase

bestand nur aus Denaturierung und Elongation.
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Tab. 2.13: Reaktionsansatz und PCR-Programm mit der Pfu-DNA-Polymerase

Komponenten Volumen Programmschritt Temperatur Zeit
[µL] [°C]

10 x Pfu-Puffer + MgSO4 5 1. Initiale Denaturierung 95 2min
2mM dNTPs 5 2. Zyklus (30 x)
10µM 5’-Primer 2,5 - 5 Denaturierung 95 30 s
10µM 3’-Primer 2,5 - 5 Annealing Tm - 5 30 s
10 - 500 ng/µL DNA 1 Elongation 72 2min/kb
5M Glycinbetain 0 - 10 3. Finale Elongation 72 10min
2,5U/µL Pfu-Polymerase 0,5 4. Kühlung 4 ∞
H2Oreinst ad 50

Tab. 2.14: Reaktionsansatz und PCR-Programm mit der Phusion-DNA-Polymerase

Komponenten Volumen Programmschritt Temperatur Zeit
[µL] [°C]

5 x HF-Puffer 10 1. Initiale Denaturierung 98 30 s
2mM dNTPs 5 2. Zyklus (30 x)
10µM 5’-Primer 2,5 Denaturierung 98 10 s
10µM 3’-Primer 2,5 Annealing Tm + 3 20 s
10 - 500 ng/µL DNA 1 Elongation 72 15 - 30 s/kb
5M Glycinbetain 0 - 10 3. Finale Elongation 72 10min
2U/µL Phusion-Polymerase 0,5 4. Kühlung 4 ∞
H2Oreinst ad 50µL

2.10.2.2 SOE-PCR (splicing by overlap extension PCR)

Mittels der SOE-PCR (splicing by overlap extension PCR) können zwei oder mehrere DNA-

Moleküle ohne enzymatische Hydrolyse und anschließende Ligation miteinander verknüpft werden

(Horton et al., 1989). In dieser Arbeit wurde die SOE-PCR für die Fusion verschiedener Promotoren

mit ectC bzw. ectABC von A. cryptum verwendet. Zunächst wurden die zwei zu fusionierenden

DNA-Fragmente separat in einer Standard-PCR vervielfältigt (vgl. 2.10.2.1) und über ein präparati-

ves Agarosegel aufgereinigt (vgl. 2.10.4). Dabei waren der 3’-Primer zur Amplifikation des vorderen

Promotor-Fragments und der 5’-Primer für das hintere DNA-Fragment komplementär zueinander

(SOE-Primer). Bei der anschließenden SOE-PCR wurden die beiden gebildeten PCR-Produkte in

äquimolaren Mengen als Template eingesetzt und konnten über die komplementäre DNA-Sequenz

hybridisieren. Außerdem kamen bei der SOE-PCR die Primer zum Einsatz, die das gewünschte

Fusionsprodukt flankierten und die für die Klonierung benötigten Restriktionsschnittstellen ent-

hielten. Je nach Größe des Fusionsprodukts wurde die SOE-PCR wie zuvor beschrieben mit der

Pfu- oder Phusion-DNA-Polymerase durchgeführt (vgl. 2.10.2.1).
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2.10.2.3 Kontroll-PCR

Zur Kontrolle der konjugierten Synechocystis-Stämme und für die Test-PCR mit RNA- und cDNA-

Proben wurde die Taq-DNA-Polymerase (Thermo Fisher Scientific) verwendet. Diese Polymerase

besitzt keine 3’→5’-Exonukleaseaktivität. Der Reaktionsansatz und das PCR-Programm wurden

gemäß der Angaben des Herstellers gewählt (vgl. Tab. 2.15). Die Annealing-Temperatur war

5 °C geringer als der niedrigere Tm-Wert des Primerpaares und die Elongationszeit betrug 1min/kb.

Tab. 2.15: Reaktionsansatz und PCR-Programm mit der Taq-DNA-Polymerase

Komponenten Volumen Programmschritt Temperatur Zeit
[µL] [°C]

10 x Taq-Puffer + (NH4)2SO4 2,5 1. Initiale Denaturierung 95 2min
2mM dNTPs 2,5 2. Zyklus (25 - 35 x)
10µM 5’-Primer 1,25 - 2,5 Denaturierung 95 30 s
10µM 3’-Primer 1,25 - 2,5 Annealing Tm - 5 30 s
10 - 500 ng/µL DNA 0,5 - 2 Elongation 72 1min/kb
5M Glycinbetain 0 - 5 3. Finale Elongation 72 5 - 10min
5U/µL Taq-Polymerase 0,5 4. Kühlung 4 ∞
H2Oreinst ad 25

2.10.2.4 Primer

Die für die Klonierung, Test-PCR und Sequenzierung verwendeten Primer sind in Tab. 2.16

aufgeführt. Die Primer wurden mittels der Software Primer Designer 3.0 bzw. Primer3web

4.1.0 entworfen oder anhand der DNA-Sequenz manuell abgeleitet und von Eurofins Genomics

(Ebersberg) bezogen. Die lyophilisierten Primer wurden in H2Oreinst resuspendiert und bei -20 °C

gelagert.

2.10.3 Agarosegelelektrophorese

Die Agarosegelelektrophorese ist eine Methode zur Auftrennung von Nukleinsäuren entsprechend

ihrer Größe in einem elektrischen Feld, wobei die Moleküle aufgrund der negativen Ladung des

Zucker-Phosphat-Rückgrats zur Anode wandern. In dieser Arbeit wurde die Agarosegelelektropho-

rese zur Größenbestimmung, Aufreinigung und Konzentrationsbestimmung der DNA verwendet.

Für DNA-Moleküle ≤500 bp wurde eine Agarose-Konzentration von 1% (w/v) gewählt und an-

sonsten ein 1,5%iges Agarosegel verwendet. Die Agarose wurde durch Erhitzen in 1 xTAE-Puffer

gelöst und in die Gelkammer mit Kamm gegossen (Biometra Horizon 58, Analytik Jena) Nach

Polymerisierung des Agarosegels wurde dieses vollständig mit 1 xTAE-Puffer überschichtet und

der Gelkamm entfernt. Die zu analysierenden DNA-Proben wurden vor dem Auftragen auf das Gel

mit 6 x Ladepuffer versetzt. Zur Größenbestimmung wurde zusätzlich ein DNA-Größenstandard
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Tab. 2.16: Verwendete Primer
Die Nukleotidsequenzen, Schmelztemperaturen (Tm in °C) und Restriktionsschnittstellen (RS) der Primer sind
aufgeführt. Die Erkennungssequenzen der Restriktionsenzyme sind unterstrichen. f: 5’-Primer, r: 3’-Primer

Bezeichnung Nukleotidsequenz (5’→3’) RS Tm Referenz

Primer für die Klonierung und ggf. Test-PCR sowie Sequenzierung
f_acry_Xba att tct aga cgg tgg cgc tgc gtc XbaI 66,1 Bethlehem (2015)
r_ectD_acry_Hind att aag ctt tcg gag cca tgc tca tgc HindIII 65,0 "
r_ectAB_Nco att cca tgg cag agt ccg gat gat cat g NcoI 66,6 diese Arbeit
f_pASK_Ptet gac tca aga cga tag tta ccg ga 60,6 "
r_Ptet_SOE gga tga tca tgt ttc gat ttt tgt cga ac 62,4 "
f_ectC_SOE_E gtt cga caa aaa tcg aaa cat gat cat cc 62,4 "
r_ectC_Hind att aag ctt gga tag aga tcg tcc at HindIII 58,1 "
f_Ptet_Nco att cca tgg tgg cca gat gat taa ttc ct NcoI 63,9 "
T7PromotorPrimer (f) taa tac gac tca cta tag g 50,2 AG Galinski
His_rev_Hind att aag ctt gcg gtg gca gca gcc aac t HindIII 68,0 Witt (unveröffentlicht)
r_RBS-ectC_Hind att aag ctt tca ggc cgc ctc gcc ga HindIII 68,0 diese Arbeit
f_ectC_Acry_eco att gaa ttc cat atg atc atc cgg act ct EcoRI 62,4 "
rev_pet_kpnI att ggt acc gcc aac tca gct tcc ttt cg KpnI 68,1 Dörfler (2014)
f_acry_kpn att ggt acc cgg tgg cgc tgc KpnI 65,7 diese Arbeit
rev_acry_bam cac tcg gat cca tgc tca tgc c BamHI 64,0 Moritz (2012)
f_pstu_bam agg aac gcc tgg atc cgg tcg t BamHI 65,8 diese Arbeit
r_pstu_sal att gtc gac cat cgc ctc aga gat a SalI 63,0 "
f_pstu_kpn att ggt acc tgt gcg gat atg cct a KpnI 63,0 "
r_pstu_bam aga cga ccg gat cca ggc gtt c BamHI 65,8 "
f_PpsbA1_Pst att ctg cag cac aac cag gca gta ttt tg PstI 65,3 "
r_psbA1_SOE acc gcg ctg ccg cag gtt taa gct tgg at 70,9 "
f_ectC_SOE_S atc caa gct taa acc tgc ggc agc gcg gt 70,9 "
r_ectABC_Xba att tct aga gcg acg gat aga gat cgt c XbaI 65,1 "

Primer für die Test-PCR und ggf. Sequenzierung
f_ectA_R atc ttc gtc tgg cag gtc g 58,8 diese Arbeit
r_ectA_R gtc ctt tcg tgc tgg ttc g 58,8 "
ectC_Acr_for gtg cat atg atc atc cgg act ctg aag gag NdeI 68,1 Amendt (unveröffentlicht)
ectC_Acr_rev att ctc gag ggc cgc ctc gcc gac c XhoI 72,8 "
r_ectB_R2 ctt gac gat ctc gcc atc tg 59,4 diese Arbeit
r_ectC_R ctc gat ggt gcc ctc tcc 60,5 "

Primer für die Sequenzierung
Acry2 (f) cta ctg cac cgc gat cc 57,6 Moritz (2012)
Acry3 (f) cca ttt ctg gag cga tga 53,7 "
Acry4 (f) ctg agc gac gag cag ac 57,6 "
seq1_pMKB2 (r) gga gag atg gaa ctc ctt gt 57,3 diese Arbeit
rev_acry_ask tgt tgc tct agg cgg tgg gc 63,4 "
r_ectB_R aag tcg agt cca tga gcg at 57,3 "
f_ectB_seq act acc gca tgc agt tca cc 59,4 "
PstC_neu_for ggt atc cca tat gat cgt cag aac cct NdeI 65,0 Seip (2009)
pASK_for gag tta ttt tac cac tcc ct 53,2 IBA
pASK_rev cgt tta ccg cta ctg cg 55,2 "
pASK-IBAfw ttt acc act ccc tat cag tg 55,2 Sequiserve
pASK-IBArv tag cgg taa acg gca gac 56,0 "
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(GeneRuler 1 kb oder 100 bp Plus DNA Ladder, Thermo Fisher Scientific) aufgetragen.

Die Elektrophorese erfolgte bei einer Spannung von 70 - 90Volt (Power Supply E122, Consort,

Turnhout, Belgien). Zur Dokumentation der DNA-Auftrennung wurde das Agarosegel 5 - 20min

mit dem fluoreszierenden Farbstoff GelRed (Biotium) gefärbt und kurz in H2Odemin gewaschen.

Anschließend konnten die DNA-Banden im UV-Durchlicht betrachtet und fotografiert werden (Gel

Imager, Intas, Göttingen). Falls erforderlich, wurde die DNA aus dem Agarosegel ausgeschnitten

und für die weitere Verwendung gereinigt (vgl. 2.10.4).

2.10.4 Reinigung der DNA aus Agarosegelen und Restriktionsansätzen

PCR-Produkte und ggf. hydrolysierte DNA wurden nach der Agarosegelelektrophorese (vgl. 2.10.3)

aus dem Gel ausgeschnitten und mittels des peqGOLD Gel Extraction Kits (Peqlab) oder des

Monarch DNA Gel Extraction Kits (New England BioLabs) gemäß den Herstellerangaben ex-

trahiert. Dazu wurde das Gelstück in einem geeigneten Puffer bei 50 - 60 °C vollständig gelöst

und die DNA anschließend in mehreren Waschschritten über eine Silikamembran gereinigt. Die

Elution der DNA von der Säule erfolgte durch Zugabe von 20 - 50µL vorgewärmten Elutions-Puffer

oder H2Oreinst, Inkubation bei Raumtemperatur für 1min und anschließende Zentrifugation. Für

die Ligation (vgl. 2.10.5.3) wurde die DNA aus Restriktionsansätzen meist direkt mit einem der

beiden Extraktions-Kits gereinigt. Hierfür wurde der Restriktionsansatz mit dem 2 - bis 4 -fachen

Volumen des Puffers gemischt und die DNA über die Säule gereinigt.

2.10.5 Enzymatische Modifikation der DNA

2.10.5.1 Enzymatische Hydrolyse der DNA

Zur Vorbereitung der Ligation von Vektor- und Insert-DNA und zur Restriktionsanalyse

konstruierter Vektoren wurde die DNA mittels Restriktionsendonukleasen (Thermo Fisher

Scientific) hydrolysiert. Die verwendeten Restriktionsendonukleasen Typ II hydrolysieren DNA

an spezifischen Erkennungssequenzen, die meist sechs Basenpaare umfassen und palindromisch

sind. Für die Ligation erfolgte der Restriktionsverdau in einem 30 - 40µL-Ansatz für 3 h.

Restriktionsanalysen der konstruierten Plasmide wurden in einem Gesamtvolumen von 10

oder 15µL für ca. 1,5 h durchgeführt (vgl. Tab. 2.17). Dabei wurden für die eingesetzten

Restriktionsenzyme die vom Hersteller angegebenen Mengen, Temperaturen und Puffer gewählt.

Die Reaktion wurde durch Hitzeinaktivierung nach Herstellerangaben oder im Fall von PstI durch

Reinigung der DNA aus dem Restriktionsansatz (vgl. 2.10.4) abgestoppt.
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Tab. 2.17: Restriktionsansatz

für Ligation für Restriktionsanalyse
Komponenten [µL] [µL]
DNA 15 2
10 x Puffer 3 - 4 1 - 1,5
10U/µL Restriktionsenzym(e) 1 - 2 0,5 - 1
H2Oreinst ad 30 - 40 ad 10 - 15

2.10.5.2 Dephosphorylierung der Vektor-DNA

Die Vektor-DNA wurde mittels einer alkalischen Phosphatase (FastAP, Thermo Fisher Scientific)

dephosphoryliert, um eine Religation der linearisierten Vektor-DNA während der Ligation zu

verhindern. Im Anschluss an die enzymatische Hydrolyse der Vektor-DNA wurde der Ansatz mit

1U FastAP versetzt und 30min bei 37 °C inkubiert. Die Inaktivierung des Enzyms wurde durch

5-minütige Inkubation bei 75 °C erreicht. Danach erfolgte die Reinigung der Vektor-DNA aus dem

Restriktionsansatz (vgl. 2.10.4).

Nach Hydrolyse des Vektors pASK_ectABCDm mit dem Restriktionsenzym Bsu15I wurde keine

Dephosphorylierung durchgeführt, da der linearisierte Vektor wieder religieren sollte.

2.10.5.3 Ligation

Die Ligation der hydrolysierten Vektor- und Insert-DNA erfolgte mittels der T4-DNA-Ligase

(Thermo Fisher Scientific), die Phosphodiesterbindungen zwischen dem 3’-Hydroxylende und

dem 5’-Phosphatende der DNA bildet. Die Ligation wurde in einem Gesamtvolumen von 20 oder

30µL gemäß den Herstellerangaben angesetzt (vgl. Tab. 2.18). Vektor- und Insert-DNA wurden

abhängig von ihrer Größe zueinander in einem molaren Verhältnis von 1:2 bis 1:6 eingesetzt. Für die

Religation des mit Bsu15I hydrolysierten Vektors pASK_ectABCDm wurden 20µg Vektor-DNA

verwendet. Die Reaktionsansätze wurden entweder 11 h bei 16 °C im Thermocycler oder 1 - 2 h bei

Raumtemperatur inkubiert. Anschließend erfolgte die Inaktivierung der Ligase bei 65 °C für 10min

und der Ligationsansatz wurde direkt für die Transformation von E. coli verwendet (vgl. 2.10.7)

oder bei -20 °C gelagert.

Tab. 2.18: Ligationsansatz mit T4-DNA-Ligase

Komponenten Menge

Vektor-DNA 10 - 100 ng
Insert-DNA 2:1 - 6:1 zur Vektor-DNA
10 x Ligase-Puffer 2 - 3µL
10mM ATP 2 - 3µL
5U/µL T4-DNA-Ligase 0,5-1µL
H2Oreinst ad 20 - 30µL
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2.10.6 Herstellung kompetenter Zellen

Für die Transformation wurden kompetente Zellen der E. coli-Stämme DH5α, XL1-Blue und S17-1

mittels zwei verschiedener Methoden hergestellt. Die Prozedur erfolgte unter sterilen Bedingungen

auf Eis und die verwendeten Lösungen waren auf 4 °C vorgekühlt.

CaCl2-Methode nach Dagert & Ehrlich (1979) Zunächst wurden 70mL 2 xYT-Medium im OD-

Kolben mit einer Übernachtkultur von E. coli (vgl. 2.8.3.1) 1%ig angeimpft und bis zu einer OD600

von 0,3 - 0,4 bei 37 °C und 180 rpm inkubiert. Die Zellernte erfolgte in sterilen Zentrifugenbechern

bei 5.000 x g und 4 °C für 6min. Nach Entfernen des Überstands wurden die Zellen in 10,5mL

CaCl2-MgSO4-Lösung resuspendiert und 30min auf Eis inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation

(5.000 x g, 4 °C, 10min) wurde das Zellpellet in 3,5mL CaCl2-MgSO4-Lösung aufgenommen. Nach

30-minütiger Inkubation auf Eis wurde der Ansatz mit 875µL Glycerin versetzt und gründlich

gemischt. Anschließend wurde die Zellsuspension in 1,5mL-Reaktionsgefäßen á 200µL aliquotiert

und bis zur Transformation (vgl 2.10.7) bei -70 °C gelagert.

TSS-Methode nach Chung et al. (1989) Die Methode erlaubt eine Transformation der Zellen

mit DNA direkt nach Zugabe von TSS (transformation and storage solution), ohne dass ein

Hitzeschock erforderlich ist. Zur Herstellung der kompetenten Zellen wurden 50mL LB-Medium

mit einer Übernachtkultur von E. coli 1%ig angeimpft und bis zu einer OD600 von 0,3 - 0,4 bei

37 °C und 180 rpm angezogen. Anschließend wurde die Kultur in einem sterilen Falcon-Röhrchen

abzentrifugiert (1000 x g, 4 °C, 10min) und der Überstand vollständig entfernt. Das Zellpellet

wurde in 5mL TSS (10% w/v) PEG3350, 5% (v/v) DMSO, 50mM MgSO4 in LB, pH6,5)

resuspendiert, der Ansatz in 1,5mL-Reaktionsgefäßen á 200µL aliquotiert und bis zur Verwendung

bei -70 °C aufbewahrt.

2.10.7 Transformation von E. coli

Bei der Transformation handelt es sich um die Aufnahme freier DNA, z.B. Plasmid-DNA, durch

Bakterienzellen. Dieser Vorgang ist bei E. coli unter natürlichen Bedingungen ineffizient. Daher

wurde die Kompetenz zur DNA-Aufnahme durch chemische Behandlung der Zellen mit CaCl2
oder Polyethylenglycol (PEG) gesteigert (vgl. 2.10.6). Die bei -70 °C gelagerten kompetenten

E. coli-Zellen (200µL) wurden auf Eis aufgetaut und nach Zugabe des gesamten Ligationsansatzes

oder 3 - 5µL Plasmid-DNA 20min auf Eis inkubiert. Danach erfolgten ein Hitzeschock der Zellen

bei 42 °C für 90 s und eine 2-minütige Inkubation auf Eis. Zur Regeneration der Zellen wurde der

Transformationsansatz mit 600µL 2 xYT-Medium gemischt und bei 37 °C und 180 rpm 1 - 1,5 h

inkubiert. Anschließend wurden 100µL des unverdünnten sowie des zehnfach mit 2 xYT-Medium

verdünnten Transformationsansatzes auf LB-Agarplatten mit den erforderlichen Antibiotika aus-

plattiert. Die restliche Zellsuspension wurde abzentrifugiert (10.000 x g, 1min) und der Überstand

verworfen. Die Zellen wurden im verbleibenden Medium resuspendiert und ebenfalls auf Selektiv-

nährmedium ausplattiert. Die Agarplatten wurden über Nacht bei 37 °C inkubiert. Im Anschluss
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wurde die Plasmid-DNA aus den transformierten Stämmen isoliert (vgl. 2.10.1.3) und mittels

Restriktionsanalyse sowie Sequenzierung überprüft (vgl. 2.10.5.1 und 2.10.9).

2.10.8 Konjugation von Synechocystis

Bei der Konjugation handelt es sich um die DNA-Übertragung von einer Donor- auf eine

Rezipientenzelle über direkten Zellkontakt. In dieser Arbeit wurden die Expressionsvektoren

mittels Konjugation in Synechocystis Wildtyp bzw. in die ∆ggpS-Mutanten (∆GK2, ∆GS2) einge-

bracht (modifiziert nach Kunte & Galinski, 1995). Dabei diente E. coli S17-1 als Donorstamm,

der die für den konjugativen Transfer erforderlichen tra-Gene besitzt (Simon et al., 1983). Die zu

konjugierenden Synechocystis-Stämme wurden 3 - 5 Tage vor der Konjugation in BG11-Medium,

im Fall der ∆ggpS-Mutanten mit dem jeweiligen Antibiotikum, angezogen (vgl. 2.8.4).

Für die Hauptkultur von E. coli S17-1 mit dem zu übertragenden Plasmid wurden 30mL LB-

Medium inkl. der jeweiligen Antibiotika 2%ig mit einer Übernachtkultur angeimpft und bis zu

einer OD600 von 0,5 bei 37 °C und 180 rpm inkubiert. Anschließend wurden 400µL E. coli-Kultur

in einem 1,5mL-Reaktionsgefäß abzentrifugiert (6.000 x g, 2min), der Überstand verworfen und

das Zellpellet mit 400µL LB-Medium ohne Antibiotikum gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation

wurden die Zellen in 400µL LB-Medium (ohne Antibiotikum) resuspendiert und 600µL Kultur des

zu konjugierenden Synechocystis-Stamms (OD750 0,6 - 0,8) zugegeben. Im Fall der ∆ggpS-Mutanten

wurde die Kultur, wie zuvor für E. coli beschrieben, zunächst abzentrifugiert und mit BG11 ohne

Antibiotikum gewaschen. Die Suspension aus Donor- und Rezipientenstamm wurde zentrifugiert

(6.000 x g, 5min). Währenddessen wurden 400µL LB-Medium auf einer BG11-Agarplatte (ohne

Antibiotikum) verteilt und nach einigen Minuten Einwirkzeit wurde ein Nitrocellulosefilter (0,45

µm) aufgelegt. Nach der Zentrifugation wurde der Überstand verworfen und das Zellpellet im

verbleibenden Medium resuspendiert. Schließlich wurde die Zellsuspension mittig auf den Filter

aufgetragen und die Agarplatte über Nacht bei 30 °C im Licht inkubiert (vgl. 2.8.4).

Der Filter wurde in ein 2mL-Reaktionsgefäß überführt, 800µL BG11 wurden zugegeben und

die Zellen durch Auf- und Abpipettieren vom Filter gelöst. Danach wurden 100µL der unver-

dünnten sowie der zehnfach mit BG11 verdünnten Zellsuspension auf BG11-Agarplatten mit

den erforderlichen Antibiotika ausplattiert. Die restliche Zellsuspension wurde abzentrifugiert

(6.000 x g, 1min) und der Überstand verworfen. Die Zellen wurden im verbleibenden Medium

resuspendiert und ebenfalls auf einer Selektionsplatte ausplattiert. Die Agarplatten wurden meh-

rere Tage bei 30 °C im Licht inkubiert, bis vereinzelte grüne Kolonien sichtbar waren und auf

frische Selektionsplatten überimpft werden konnten. Anschließend wurde die Gesamt-DNA aus

den konjugierten Synechocystis-Stämmen extrahiert (vgl. 2.10.1.2) und mittels PCR überprüft, ob

der Expressionsvektor vorhanden war (vgl. 2.10.2.3).
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2.10.9 Sequenzierung der DNA

Sequenzierungen wurden von der Firma Sequiserve (Vaterstetten) oder Eurofins Genomics (Ebers-

berg) durchgeführt. Die für die Sequenzierung verwendeten Primer sind in Tab. 2.16 aufgeführt,

wobei die Standard-Primer pASK-IBAfw und pASK-IBArv von der Firma Sequiserve bereitgestellt

wurden. Die Auswertung der Sequenzierung erfolgte mit dem Programm Chromas 2.6.5 und für

den Sequenzvergleich wurde das Online-Tool MultAlin (Corpet, 1988) oder EMBOSS Needle

(Needleman & Wunsch, 1970) verwendet.

2.10.10 RNA-Arbeiten

Zur Inaktivierung von RNasen wurden H2Oreinst und die benötigten Verbrauchsmaterialien vor

der Verwendung doppelt autoklaviert, sofern diese nicht vom Hersteller steril geliefert wurden.

Außerdem wurden die RNA-Arbeiten mit Handschuhen an der Sterilbank oder falls erforderlich

unter dem Abzug durchgeführt und die Arbeitsflächen zuvor mit RNase Away (Carl Roth) gereinigt.

2.10.10.1 Isolierung und Reinigung der RNA

Anzucht Für die RNA-Analyse wurden die E. coli-Stämme in 100mL MM63-0,5 mit Glycerin

kultiviert (vgl. 2.8.3.2) und die heterologe Expression bei einer OD600 von etwa 0,3 mit AHT

(0,4µg/L) induziert. Die Anzucht von A. cryptum erfolgte in 50mL M269 mit 0,5% Glycerin und

3%NaCl (vgl. 2.8.2). In der spät exponentiellen Phase, bei einem OD600-Wert von ca. 1, wurden

die Zellen in 50mL-Falcon-Röhrchen geerntet (6.000 x g, 4 °C, 15min).

RNA-Extraktion Die Isolierung der Gesamt-RNA aus den Zellen erfolgte mit TRI-Reagenz

(Sigma-Aldrich) und basierte auf einem einzelnen Extraktionsschritt mit einer sauren Mischung

aus Guanidiniumtiocyanat für die Protein-Denaturierung, Phenol sowie Chloroform oder 1-Brom-3-

chlorpropan (Chomczynski & Sacchi, 1987). Nach der Ernte wurde das Zellpellet auf Eis in 1 - 2mL

TRI-Reagenz resuspendiert und entweder bis zur weiteren Durchführung bei -70 °C gelagert oder

direkt in 2mL-Reaktionsgefäßen á 1mL aliquotiert und 15min bei Raumtemperatur inkubiert.

Nach Zugabe von 100µL 1-Brom-3-chlorpropan zu jedem Ansatz wurde dieser gemischt und

weitere 15min bei Raumtemperatur inkubiert. Durch die anschließende Zentrifugation (12.000 x g,

4 °C, 10min) ergab sich eine Phasentrennung in eine wässrige RNA-haltige Phase, eine Interphase

mit DNA sowie eine rötliche organische Phase mit Proteinen. Die obere wässrige Phase wurde in

ein neues Reaktionsgefäß überführt, wobei die wässrigen Phasen gleicher Ansätze vereinigt wurden.

Zur Fällung der RNA wurde 1 Volumen Isopropanol zugegeben, der Ansatz 10 s durch Vortexen

gemischt (Labinco L46, Breda, Niederlande) und 10min bei -20 °C inkubiert. Anschließend wurde

der Ansatz zentrifugiert (12.000 x g, 4 °C, 10min) und der Überstand verworfen. Das RNA-Pellet

wurde mit 1mL 75%igem (v/v) Ethanol gewaschen und erneut zentrifugiert (8.000 x g, 4 °C, 5min).

Danach wurde der Überstand quantitativ entfernt und das Pellet 10 - 15min bei Raumtemperatur

getrocknet.
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DNase-Verdau Um DNA-Kontaminationen zu entfernen, wurde das getrocknete RNA-Pellet in

90µL H2Oreinst resuspendiert und mit 10µL 10 x DNase-Puffer sowie 2µL DNase I (RNase-frei,

Thermo Fisher Scientific) versetzt. Nach 2-stündiger DNA-Hydrolyse bei 37 °C wurden erneut

2µL DNase I zugegeben und der Ansatz für eine weitere Stunde inkubiert.

Reinigung Im Anschluss an die DNA-Hydrolyse wurde die RNA mit dem RNeasy Mini Kit

(Qiagen) nach Herstellerangaben aus dem Reaktionsansatz aufgereinigt. Zur Elution der RNA

von der Säule wurde diese zweimal mit 20 - 50µL H2Oreinst beladen und zentrifugiert. Danach

wurde die Konzentration sowie Reinheit der RNA-Probe ermittelt (vgl. 2.10.10.2), ein Teil des

Ansatzes bis zur weiteren Verwendung auf Eis gehalten und die restliche RNA in Aliquots bei

-70 °C aufbewahrt.

Kontroll-PCR Zur Überprüfung auf DNA-Kontamination wurden 100 - 200µg gereinigte Gesamt-

RNA als Template in eine PCR mit spezifischen Primern für kleine DNA-Bereiche der Expressi-

onsvektoren bzw. genomischen DNA eingesetzt (vgl. 2.10.2.3). Dabei diente ein PCR-Ansatz mit

Vektor-DNA oder genomischer DNA als Positivkontrolle. Nach der PCR wurde der Reaktionsansatz

mittels Agarosegelelektrophorese aufgetrennt (vgl. 2.10.3). Falls in der Probe mit Gesamt-RNA

ein PCR-Produkt sichtbar war, wurde die ursprüngliche RNA-Probe erneut mit DNase I verdaut

und anschließend wieder gereinigt.

2.10.10.2 Quantifizierung der RNA

Die Quantifizierung der RNA erfolgte durch photometrische Messung der Absorption bei 260 nm,

wie zuvor beschrieben (vgl. 2.10.1.4). Die RNA-Konzentration ergab sich anhand der Korrelation,

dass ein A260-Wert von 1 bei einer Schichtdicke der Küvette von 1 cm einer RNA-Konzentration

von 40µg/mL entspricht. Bei der Messung wurde auch die Reinheit der RNA-Probe überprüft,

wobei ein hoher Reinheitsgrad bei einem A260/A280-Verhältnis von ca. 2 angenommen wurde.

2.10.10.3 Denaturierende Agarosegelelektrophorese

Zur Qualitätskontrolle wurde die präparierte Gesamt-RNA mittels denaturierender Agarosegel-

elektrophorese analysiert. Einzelsträngige RNA kann Sekundär- und Tertiärstrukturen ausbilden,

die das Laufverhalten im Agarosegel beeinflussen und die Auftrennung entsprechend der Grö-

ße verfälschen können. Daher wurden ein Agarosegel mit Formaldehyd und ein Ladepuffer mit

Formamid zur Denaturierung der RNA-Moleküle verwendet. Für ein 1%iges Agarosegel wurden

0,3 g Agarose in 21,6mL H2Oreinst durch Erhitzen gelöst und die Lösung auf etwa 60 °C abgekühlt.

Anschließend wurden 3mL 10 xMOPS-Puffer und 5,4mL 37% Formaldehyd zugegeben und das

Gel in die Gelkammer mit Kamm gegossen. Die zu analysierenden RNA-Proben (1,5 - 2,5µg) und

der RNA-Größenstandard (RibuRuler High Range RNA Ladder, Thermo Fisher Scientific) wurden

mit 2 xLadepuffer des Herstellers versetzt und 10min bei 70 °C denaturiert. Danach wurden

die Proben auf das Gel geladen und die Elektrophorese mit 1 x MOPS-Puffer als Laufpuffer bei
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80 - 90 Volt durchgeführt. Zur Visualisierung der RNA wurde das Agarosegel mit GelRed gefärbt

(vgl. 2.10.3).

2.10.10.4 cDNA-Synthese

Mittels der reversen Transkriptase (RT), einer RNA-abhängigen DNA-Polymerase, kann

ausgehend von einem RNA-Molekül der komplementäre DNA-Strang (cDNA) synthetisiert werden.

Durch eine anschließende PCR mit der cDNA als Template und spezifischen Primern für das Gen

von Interesse ist der Nachweis der entsprechenden mRNA möglich. Außerdem kann die cDNA in

eine quantitative PCR (qPCR) eingesetzt werden, um die relative mRNA-Menge eines bestimmten

Gens im Vergleich zu einem Referenzgen zu bestimmen. Hierbei ist es auch möglich, die reverse

Transkription und quantitative PCR in einem Schritt mit der RNA als Template durchzuführen

(RT-qPCR). In dieser Arbeit wurde die aus E. coli und A. cryptum isolierte RNA in cDNA

umgeschrieben, um in einer anschließenden PCR mit spezifischen Primern für das ectABCDask-

Gencluster von A. cryptum die Länge der mRNA-Transkripte zu untersuchen. Für die RNA-Proben

der E. coli-Stämme wurde das Transcriptor Universal cDNA Master Kit (Roche) verwendet und

im Fall der präparierten RNA von A. cryptum erfolgte die cDNA-Synthese zusätzlich mit dem

SuperScript First-Strand Synthesis System (Invitrogen). Die cDNA-Synthese wurde mit random

Hexamer-Primern im Thermocycler gemäß den Herstellerangaben durchgeführt (vgl. Tab. 2.19

bzw. 2.20). Neben dem Reaktionsansatz mit der zu untersuchenden RNA-Probe und der reversen

Transkriptase (+RT), wurde auch ein Ansatz ohne Enzym (-RT) zur Kontrolle der RNA-Probe

auf DNA-Kontamination verwendet. Weiterhin wurde mit einem Kontrollansatz ohne RNA (-K)

überprüft, ob die RT und anderen Reaktionskomponenten frei von Verunreinigungen sind. Als

Positivkontrolle für die reverse Transkription diente die vom Hersteller mitgelieferte Kontroll-RNA.

Tab. 2.19: cDNA-Synthese mittels Transcriptor Universal cDNA Master Kit
Für jede RNA-Probe wurde ein Ansatz mit bzw. ohne reverse Transkriptase (+/-RT) verwendet und
zusätzlich wurde eine Kontrollreaktion ohne RNA (-K) angesetzt.

Reaktionsansatz Volumen [µL] Temperaturprofil [°C] [min]
+RT -RT -K

RNA (ca. 1µg) 2 - 7 2 - 7 - 1. Primer Annealing 25 5
5 xReaktionspuffer 4 4 4 2. Reverse Transkription 55 30
20 xRT 1 - 1 3. Inaktivierung 85 5
H2Oreinst ad 20 20 20 4. Kühlung 4 ∞

Im Anschluss an die reverse Transkription wurde mittels Kontroll-PCR und Agarosegelelektropho-

rese (vgl. 2.10.2.3 und 2.10.3) überprüft, ob die cDNA-Synthese erfolgreich war und die Proben

frei von DNA-Verunreinigungen waren. Dazu wurden spezifische Primer zur Amplifikation kurzer

DNA-Bereiche des ectABCDask-Genclusters von A. cryptum verwendet. Neben den verschiedenen

cDNA-Syntheseansätzen wurde Plasmid- oder genomische DNA als Template eingesetzt und diente
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als Positivkontrolle für die PCR. Schließlich wurde durch PCR mit der cDNA als Template und

spezifischen Primern für ectAB bzw. ectABC untersucht, ob die entsprechenden Kotranskripte

gebildet wurden.

Tab. 2.20: cDNA-Synthese mittels SuperScript First-Strand Synthesis System
Für jede RNA-Probe wurde ein Ansatz mit bzw. ohne reverse Transkriptase (+/-RT) verwendet und
zusätzlich wurde eine Kontrollreaktion ohne RNA (-K) angesetzt.

Reaktionsansatz Volumen [µL]

1. Ansatz A +RT -RT -K
0,5µg RNA 1,5 1,5 -
10mM dNTPs 1 1 1
50 ng/µL Primer 1 1 1
H2Oreinst ad 10 10 10

2. Inkubation 5min bei 65 °C und 1min auf Eis

3. Ansatz B
10 xRT-Puffer 2
25mM MgCl2 4
0,1M DTT 2
40U/µL RNaseOUT 1

4. Ansatz B zu Ansatz A geben, mischen und 2min bei 25 °C inkubieren

5. Zugabe von 1µL RT zu Ansatz +RT und -K bzw. 1µL H2Oreinst zu Ansatz -RT

Temperaturprofil [°C] [min]

1. Primer Annealing 25 10
2. Reverse Transkription 42 50
3. Inaktivierung 70 15
4. Kühlung 4 ∞

2.11 Proteinbiochemische Methoden

2.11.1 Proteinextraktion aus E. coli

Anzucht und Probennahme Für die Analyse der heterologen Expression des ectABCDask-

Genclusters auf Proteinebene wurden die verschiedenen E. coli DH5α-Stämme in MM63-0,5 mit

Glycerin angezogen und die Expression durch AHT induziert (vgl. 2.8.3.2). E. coli XL1-Blue

pRL59EH_ectC_Acry_His und BL21 (DE3) pET-22b_ectC_Acr_His (Positivkontrolle) wurden

zum Nachweis der ectC -Expression in LB-Medium kultiviert und die Induktion erfolgte mit IPTG

(vgl. 2.8.3.2). Kurz vor Zugabe des Induktors und in verschiedenen Zeitabständen nach Induktion

wurden 5 - 10mL Kultur steril entnommen und abzentrifugiert (vgl. 2.8.6).

Gewinnung des löslichen Zellproteins Das lösliche Zellprotein wurde nach einer Methode von

Brünig (2005) aus den Zellpellets gewonnen. Zunächst wurden die Zellen auf Eis aufgetaut und in
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200µL Resuspensionspuffer (20mM Tris-HCl, 0,5M NaCl, pH 8) aufgenommen. Für die Zelllyse

wurden 2µL Lysozym-Stammlösung zugegeben und der Ansatz unter mehrmaligem Vortexen

30min auf Eis inkubiert. Anschließend wurde die Probe mit 10µL SDS-Lösung (10% w/v) versetzt

und erneut 30min auf Eis inkubiert. Nach Zugabe von 2µL DNaseI-Stammlösung und 1µL 50mM

MgCl2 wurde die im Ansatz enthaltene DNA 1 - 2 h auf Eis hydrolysiert. Im Anschluss wurde die

Probe mind. 30min bei -20 °C eingefroren, danach 45min im eisgekühlten Ultraschallbad (Sonorex

TK52, Bandelin, Berlin) inkubiert und zwischendurch kräftig geschüttelt. Durch 30-minütige

Zentrifugation bei 16.000 x g und 4 °C wurden unlösliche Proteine und Zelltrümmer abgetrennt.

Der Überstand mit dem löslichen Zellprotein wurde in ein neues 1,5mL-Reaktionsgefäß überführt

und bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert. Das Pellet wurde ggf. zur Analyse der

unlöslichen Proteinfraktion aufgehoben.

Gewinnung der unlöslichen Proteinfraktion Das nach der Proteinextraktion erhaltene Pellet

wurde zur Aufreinigung der unlöslichen Proteine gemäß einem modifizierten Protokoll von Tetsch

(2001) behandelt. Das Pellet wurde zweimal mit 500 - 750µL Resuspensionspuffer gewaschen und

zentrifugiert (14.500 x g, 5min). Danach wurde das Pellet je nach Größe in 0,1 - 1mL 1%iger SDS-

Lösung resuspendiert und 1,5 - 2 h bei 80 °C und 750 rpm im Thermomixer (Eppendorf, Hamburg)

inkubiert. Anschließend konnte die Probe direkt für die weitere Analyse verwendet werden.

2.11.2 Proteinextraktion aus Synechocystis

Für den Nachweis der Expression von ectC auf Proteinebene wurden Synechocystis

pRL59EH_ectC_Acry_His und der Wildtyp (Negativkontrolle) in 50mL BG11 sowohl mit als

auch ohne IPTG angezogen und bei einer OD750 von 0,6 - 0,8 geerntet (vgl. 2.8.4 und 2.8.6). Für die

Proteinextraktion wurde das Zellpellet mit 1mL Lysepuffer (25mM Tris-HCl, 50mM KCl, 5mM

MgCl2, 0,5mM EDTA, pH7,4) gewaschen und zentrifugiert (8000 x g, 5min). Nach Entfernen

des Überstands wurden die Zellen in 300µL Lysepuffer resuspendiert, 5µL DNaseI-Stammlösung

zugegeben und die Probe gemischt. Die Zellsuspension wurde in ein 1,5mL-Reaktionsgefäß mit ca.

150mg Silica Beads (0,1mm, BioSpec) überführt und dieses mit Parafilm dicht verschlossen. Zur

Zelllyse wurde der Ansatz fünfmal 20 s geschüttelt (ca. 4500 rpm, Silamat S6, Ivoclar Vivadent)

und nach jedem Durchgang 3min auf Eis inkubiert. Danach wurden die Silica Beads durch kurzes

Zentrifugieren sedimentiert und der Proteinextrakt in ein frisches Reaktionsgefäß überführt. Durch

die anschließende Zentrifugation (16.000 g, 4 °C, 30min) wurden die löslichen Proteine von den

unlöslichen Zellbestandteilen getrennt. Der Überstand mit dem löslichen Zellprotein wurde in

ein neues Reaktionsgefäß überführt. Das Pellet mit der unlöslichen Proteinfraktion wurde durch

Zugabe von 500µL Lysepuffer und erneuter Zentrifugation (16.000 g, 4 °C, 5min) gewaschen. Nach

Entfernen des Überstands wurde das Pellet in 200µL Lysepuffer resuspendiert. Die Proteinproben

wurden bis zur weiteren Analyse bei -20 °C aufbewahrt.
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2.11.3 Gesamtproteinbestimmung

Zur Quantifizierung des Gesamtproteins wurde das Zellpellet aus 2mL Kultur oder die proteinhal-

tige Interphase aus der Bligh&Dyer-Extraktion (vgl. 2.9.2) verwendet. Das Zellpellet bzw. die

Interphase wurde vollständig getrocknet, mit 0,5mL 0,1M NaOH versetzt und gevortext. Die

Proben wurden ca. 2 h bei 75 °C und 600 rpm im Thermomixer inkubiert. Falls erforderlich, er-

folgte zur Homogenisierung zusätzlich eine Inkubation im Ultraschallbad (5 - 15min). Anschließend

konnten die Zelllysate direkt für die Bestimmung des Gesamtproteins mittels BCA-Test verwendet

werden (vgl. 2.11.4).

2.11.4 Proteinquantifizierung mittels BCA-Test

Die Proteinkonzentration wurde in einem kolorimetrischen Test mit Bicinchoninsäure (BCA)

bestimmt, der eine Kombination der Biuret-Reaktion mit BCA als Detektionssystem darstellt

(Smith et al., 1985). Cu2+-Ionen werden durch Reaktion mit den Peptidbindungen von Proteinen

in alkalischer Lösung zu Cu+-Ionen reduziert. Die Cu+-Ionen bilden mit BCA einen stabilen violett

gefärbten Chelatkomplex, der einen kolorimetrischen Proteinnachweis erlaubt. Die Farbbildung

ist proportional zum Proteingehalt, der anhand eines Proteinstandards bekannter Konzentration

ermittelt werden kann.

Der BCA-Test wurde mit dem BCA Protein Assay Kit (VWR) in einer Mikrotiterplatte gemäß den

Herstellerangaben durchgeführt. Die Proteinproben wurden zwischen 1:5 und 1:100 mit H2Oreinst

verdünnt. Als Standard diente das Protein BSA (bovine serum albumin), das in definierten

Konzentrationen von 50 - 500µg/mL in die Messung eingesetzt wurde. Die Absorption der Proben

wurde bei 550 nm in einem Plattenlesegerät (Infinite M200, Tecan Deutschland, Crailsheim)

gemessen. Anschließend wurden die Proteinkonzentrationen anhand der BSA-Standardkurve

bestimmt.

2.11.5 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE) mit SDS (sodium dodecyl sulfate) ermöglicht eine

Auftrennung von Proteinen entsprechend ihres Molekulargewichts in einem elektrischen Feld

(Laemmli, 1970). Die PAGE erfolgt unter denaturierenden und reduzierenden Bedingungen durch

Zugabe von SDS sowie Dithiothreitol (DTT), um den Einfluss der Eigenladung und Tertiärstruktur

von Proteinen auf das Laufverhalten im Polyacrylamidgel zu minimieren. Mittels DTT werden

die intra- und intermolekularen Disulfidbrücken der Proteine reduziert. Das anionische Detergens

SDS unterbindet die hydrophoben Wechselwirkungen innerhalb der Proteine und maskiert deren

Eigenladung. Dadurch weisen die Proteine eine negative Gesamtladung auf. Um eine starke

Fokussierung der Proteinbanden zu erreichen, kann zusätzlich eine diskontinuierliche SDS-PAGE

durchgeführt werden. Bei dieser Methode werden die Proteine zuerst in einem Sammelgel (pH 6,8)
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fokussiert und anschließend in einem höher konzentrierten Trenngel (pH8,8) nach ihrem Mole-

kulargewicht aufgetrennt. Polyacrylamidgele setzen sich aus den Komponenten Acrylamid und

N,N’-Methylenbisacrylamid zusammen. Acrylamid polymerisiert in Anwesenheit freier Radikale zu

langen Ketten, die mittels Bisacrylamid quervernetzt werden. Bei der Reaktion dient N,N,N’,N’-

Tetramethylethylendiamin (TEMED) als Katalysator und Ammoniumpersulfat (APS) stellt die

freien Radikale bereit. Die Porengröße des Gels wird durch die Gesamtkonzentration von Acrylamid

und Bisacrylamid (T in % w/v) sowie durch den Anteil des Quervernetzers Bisacrylamid an der

Gesamtkonzentration (C in % w/v) bestimmt. Die SDS-PAGE erfolgte in Gelkammern der Firma

Bio-Rad (Mini-PROTEAN) nach Angaben des Herstellers.

Herstellung des Polyacrylamidgels Die Zusammensetzung von Trenn- und Sammelgel ist in

Tab. 2.21 aufgeführt. Zunächst wurde das Trenngel in die Gelkammer gegossen und mit 70%igem

(w/v) Ethanol überschichtet. Nach Polymerisation des Gels und Entfernen des Ethanols wurde

das Sammelgel über das Trenngel gegossen und mit einem Probenkamm versehen. Anschließend

wurde die Gelkammer mit 1 xLaufpuffer befüllt.

Tab. 2.21: Zusammensetzung des Trenn- und Sammelgels für die SDS-PAGE
Das Volumen beider Ansätze war ausreichend für zwei Polyacrylamidgele.

Trenngel (T=13%, C=2%) Sammelgel (T=4%, C=2%)

Trenngelpuffer 2,5mL Sammelgelpuffer 1,25mL
Acrylamid-Mix 6,5mL Acrylamid-Mix 1mL
10% (w/v) SDS 0,1mL 10% (w/v) SDS 0,05mL
H2Oreinst ad 10mL H2Oreinst ad 5mL

zur Polymerisation beider Gele
10% (w/v) APS 50µL
TEMED 10µL

Gelelektrophorese Wenn nicht anders erwähnt, wurde von den Proteinproben ein Volumen

mit 20µg Protein auf das Gel aufgetragen. Vor dem Beladen des Gels wurden die Proben

mit denaturierendem und reduzierendem Ladepuffer (4 xRSB) versetzt, 5 - 10min bei 70 °C

inkubiert und anschließend kurz abzentrifugiert. Zur Größenbestimmung wurde ein Protein-

Größenstandard (PageRuler Unstained Low Range oder Prestained Protein Ladder, Thermo

Fisher Scientific) aufgetragen. Für die Fokussierung der Proteine im Sammelgel wurde eine

Spannung von 60Volt angelegt (Power Supply EPS 500/400, Pharmacia, Uppsala, Schweden). Die

anschließende Auftrennung im Trenngel erfolgte bei 100Volt.

Detektion der Proteine Nach der Gelelektrophorese wurde das Sammelgel entfernt und das

Trenngel kurz in H2Odemin gewaschen. Die Detektion der aufgetrennten Proteine erfolgte entweder

mittels Western Blot (vgl. 2.11.6) oder Coomassie-Färbung (Quick Coomassie Stain, Serva). Das

Gel wurde 1 h in der Coomassie-Färbelösung unter leichtem Schütteln auf dem Rotationsschüttler

inkubiert. Die Hintergrundfärbung wurde anschließend durch mehrere Waschschritte mit H2Odemin
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entfernt. Das Gel wurde fotografiert und zur Konservierung auf Whatman-Papier mittels Va-

kuumtrockner (Gel Dryer MGD-4534, VWR) mind. 2 h bei 80 °C getrocknet. Das theoretische

Molekulargewicht der zu analysierenden Proteine wurde mit dem ProtParam tool (ExPASy)

ermittelt und die entsprechenden Proteinbanden im Gel anhand des Größenstandards zugeordnet.

2.11.6 Western Blot

Der Western Blot ist eine Methode zur Übertragung der mittels SDS-PAGE in einem Gel

aufgetrennten Proteine auf ein geeignetes Trägermaterial, z.B. Nitrocellulosemembran, die eine

anschließende Immunodetektion bestimmter Proteine durch spezifische Antikörper ermöglicht. In

dieser Arbeit wurde der Western Blot anlehnend an die Methode von Towbin et al. (1979) zum

Nachweis des mit einem His-Tag fusionierten EctC-Proteins von A. cryptum verwendet.

Der Proteintransfer erfolgte mittels Elektrophorese, wobei die durch SDS negativ gelade-

nen Proteine in Richtung Anode wandern. Danach wurde die verbliebene Bindekapazität der

Nitrocellulosemembran durch geeignete Proteine, z.B. BSA, blockiert. Bei der anschließenden

Immunodetektion wurde zunächst ein primärer Antikörper zur spezifischen Bindung an das

nachzuweisende Protein (Antigen), hier mittels His-Tag, eingesetzt. Im zweiten Schritt wurde

der primäre Antikörper durch einen sekundären Antikörper gebunden, an den eine alkalische

Phosphatase (AP) für den kolorimetrischen Nachweis gekoppelt war. Als Substrat für die AP

wurde 5-Brom-4-chlor-3-indolylphosphat (BCIP) in Kombination mit Nitroblautetrazoliumchlorid

(NBT) verwendet (Blake et al., 1984). BCIP bildet nach AP-vermittelter Dephosphorylierung und

anschließender Dimerisierung einen blauen wasserunlöslichen Farbstoff. Durch die dabei entste-

henden Reduktionsäquivalente wird NBT zu einem blauvioletten Farbstoff reduziert und trägt

zur Verstärkung der Farbreaktion bei, die eine Detektion der von den Antikörpern gebundenen

Proteine ermöglicht.

Proteintransfer Zunächst wurden sechsmal Whatman-Papier und einmal Nitrocellulosemembran

(Protran BA83, Whatman, Dassel) auf Gelgröße zurechtgeschnitten und 1 h in Towbin-Puffer

inkubiert. Im Anschluss an die SDS-PAGE wurde das Proteingel ebenfalls 15min in Towbin-

Puffer äquilibriert. Für den Proteintransfer wurde das Gel um 180 °C waagerecht gedreht, auf

einen Stapel aus dreimal Whatman-Papier gelegt und die Membran sowie drei weitere Whatman-

Papiere aufgelegt. Der Stapel wurde Luftblasen-frei und mit der Membran zur Anode gerichtet in

die Blot-Kammer (Owl Separation Systems, Thomas Scientific, Swedesboro, USA) gelegt. Der

Proteintransfer erfolgte 30 - 35min bei 15Volt. Anschließend wurde das Polyacrylamidgel zur

Kontrolle mit Coomassie gefärbt und die Membran mit den übertragenen Proteinen über Nacht

in Blockierungslösung unter leichtem Schütteln auf dem Rotationsschüttler inkubiert.

Immunodetektion Alle Inkubationszeiten erfolgten unter leichtem Schütteln auf dem Rotations-

schüttler. Im Anschluss an die Blockierung der Membran wurde diese zweimal 10min mit TBSTT-

Puffer und einmal 10min mit TBS-Puffer gewaschen. Anschließend wurden 3µg des primären
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Antikörpers (HisTag Monoclonal Antibody, Merck) in 25mL Blockierungslösung gelöst und mit

der Membran 1 h inkubiert. Danach wurde die Membran, wie zuvor beschrieben, gewaschen. Der

sekundäre Antikörper (Goat Anti-Mouse IgG AP Conjugate, Merck) wurde in 25mL TBS-Puffer

mit 1% (w/v) Casein sowie 10% (w/v) Magermilchpulver 1:5000 verdünnt und mit der Membran

1 h inkubiert. Nach der Inkubation wurde die Membran fünfmal 10min mit TBSTT-Puffer gewa-

schen. Schließlich wurde die Membran in ein 50mL-Falcon-Röhrchen überführt, 10mL AP-Puffer

mit 0,2mL NBT/BCIP-Lösung zugegeben und die Membran unter leichtem Schwenken gefärbt,

bis Proteinbanden sichtbar waren.

2.11.7 Aktivitätsnachweis von EctC im Rohextrakt

Der Aktivitätstest mit Rohextrakten der verschiedenen E. coli DH5α-Produktionsstämme sollte

Aufschluss darüber geben, ob in der stationären Phase, in der unter manchen Wachstumsbedin-

gungen ADABA extrazellulär detektiert werden konnte, EctC noch aktiv vorliegt. E. coli DH5α

pASK-IBA3 diente als Negativkontrolle und BL21 (DE3) pET-22b_ectC_Acr_His als Positiv-

kontrolle für den Nachweis der EctC-Aktivität.

Anzucht Die Stämme wurden in MM63-0,5 mit Glycerin kultiviert (vgl. 2.8.3.2). Die heterologe

Expression von ectC wurde bei den Stämmen mit pASK-Vektoren durch AHT (0,6µg/mL) und

im Fall von E. coli BL21 (DE3) pET-22b_ectC_Acr_His mittels 0,5mM IPTG induziert. Die

Zellernte erfolgte 18 h nach Induktion in der stationären Phase und von der Positivkontrolle wurde

zusätzlich eine Kultur 7 h nach IPTG-Zugabe geerntet (11.000 x g, 20 °C, 20min). Für die Plasmid-

Isolierung wurden 3mL Kultur separat abzentrifugiert (vgl. 2.8.6) und für die HPLC-Analyse

wurde 1mL Medienüberstand bei -20 °C verwahrt.

Gewinnung des Rohextrakts Nach der Ernte wurde das Zellpellet in 5mL ReaktionspufferA

(50mM Tris-HCl, 0,5%NaCl, pH8) auf Eis resuspendiert. Der Zellaufschluss erfolgte in einem

vorgekühlten Ultraschallgerät (Sonifier Cell Disruptor B15, Branson, Danbury, USA) für 1 -

2min/mL Zellsuspension mit einem Pausenzeitintervall von 50%. Anschließend wurde für die

SDS-PAGE eine Probe des gewonnenen Rohextrakts bei -20 °C gelagert und der restliche Ansatz

bis zur weiteren Verwendung auf Eis gehalten.

Reaktionsansatz in Tris-Puffer Für den Aktivitätstest wurden 250µL ReaktionspufferA inkl.

160mM ADABA in einem 1,5mL-Reaktionsgefäß mit dem gleichen Volumen Rohextrakt gemischt,

so dass der Reaktionsansatz eine Endkonzentration von 80mM ADABA als Substrat für EctC

aufwies. Als Negativkontrolle diente neben dem Reaktionsansatz mit Rohextrakt von E. coli DH5α

pASK-IBA3 auch ein Ansatz ohne Rohextrakt, der stattdessen 250µL ReaktionspufferA ohne

ADABA enthielt. Nach dem Reaktionsstart durch Zugabe des Rohextrakts wurden die Ansätze 30 h

bei Raumtemperatur inkubiert. Die Probennahme (20µL) erfolgte unmittelbar nach Reaktionsstart

und anschließend in variablen Zeitabständen, wobei der Reaktionsansatz zuvor gründlich gemischt

wurde. Die Proben wurden zum Abstoppen der Reaktion mit 20µL Acetonitril (100%) versetzt
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und zur Bestimmung der ADABA- und Ectoin-Konzentration mittels HPLC analysiert (vgl. 2.9.4).

Reaktionsansatz im Medienüberstand Neben dem Tris-Puffer wurden auch Medienüberstände

aus verschiedenen Experimenten, z.B. der Fed-Batch-Fermentation, als Basis für den Aktivitätstest

verwendet, die eine ADABA-Konzentration von bis zu 15mM aufwiesen. Die Reaktion wurde

durch Zugabe von 200µL Rohextrakt zu 400µL Überstand gestartet. Zum Vergleich, ob EctC

im verwendeten Medium generell aktiv ist, diente MM63-0,5 mit 100mM ADABA, das mit

Rohextrakt der Positivkontrolle versetzt wurde. Die weitere Durchführung erfolgte wie zuvor für

den Reaktionsansatz in Tris-Puffer beschrieben.
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In dieser Arbeit wurde die Produktion der kompatiblen Solute Ectoin und Hydroxyectoin im

Zusammenhang mit drei unterschiedlichen Mikroorganismen behandelt. Das Hydroxyectoin-

Biosynthesegencluster (ectABCDask-Gencluster) des acidophilen Bakteriums A. cryptum wurde

im Hinblick auf die Anpassung an osmotischen Stress durch NaCl bzw. Al2(SO4)3 und dessen

Potenzial für die Produktion von Ectoinen in E. coli näher betrachtet. Daran anknüpfend wurde

E. coli als heterologes Produktionssystem für Ectoin bzw. Hydroxyectoin unter Verwendung des

A. cryptum-Genclusters und geringer Salinitäten untersucht. Darüber hinaus wurden erste Versuche

zur heterologen Produktion von Ectoinen in dem Cyanobakterium Synechocystis unternommen.

3.1 Das ectABCDask-Gencluster von A. cryptum

A. cryptum und dessen ectABCDask-Gencluster zur Synthese der kompatiblen Solute Ectoin und

Hydroxyectoin waren bereits Bestandteil der vorangegangenen Diplomarbeit (Moritz, 2012). Dabei

konnte erstmals die metabolische Funktionalität des Genclusters bestätigt werden. Bisher wurde

nur das Genom des von Küsel et al. (1999) beschriebenen Isolats A. cryptum JF-5 vollständig

sequenziert (GenBank CP000697). Deshalb wurde das verwendete ectABCDask-Gencluster des

Typstamms A. cryptum DSM2389T im Zuge dieser Arbeit sequenziert (vgl. Abb. 7.4 im Anhang).

Der Sequenzvergleich zwischen A. cryptum DSM2389T und JF-5 ergab 32 Unterschiede und somit

eine Übereinstimmung der Nukleotidsequenz von 99,3%. Die Aminosäuresequenzen von EctA

und EctD sind bei beiden Stämmen identisch, während EctB vier, EctC zwei und Ask zwei nicht

übereinstimmende Aminosäuren aufweisen (vgl. Abb. 7.4).

Bei der physiologischen Charakterisierung von A. cryptum in vorherigen Experimenten (Moritz,

2012) erwies sich Glycerin als geeignetere C-Quelle als Glucose, welche standardmäßig zur Kulti-

vierung von A. cryptum verwendet wird. Bei der Anzucht mit Glycerin statt mit Glucose erreichte

A. cryptum nicht nur höhere Wachstumsraten, sondern tolerierte auch höhere Salinitäten im

Medium. Darüber hinaus konnte in dieser Arbeit festgestellt werden, dass A. cryptum bei höheren

Glycerin- und Glucose-Konzentrationen als der von Harrison (1981) empfohlenen Menge von 0,1%

C-Quelle wachsen kann und entsprechend höhere Zelldichten erreicht (Daten nicht gezeigt). Ein

wachstumshemmender Effekt, wie zuvor für Glucose über 0,1% beschrieben wurde (Harrison,

1981), konnte hierbei nicht beobachtet werden (getestet bis 0,7%). Die folgenden Experimente zur

osmotischen Anpassung von A. cryptum an NaCl und Al2(SO4)3 sollten zeigen, welche Rolle dabei

das ectABCDask-Gencluster spielt, und wurden aufgrund der genannten Vorteile mit Glycerin als

C-Quelle durchgeführt.
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3.1.1 Osmotische Anpassung von A. cryptum

3.1.1.1 Osmotische Anpassung an Natriumchlorid

Wachstumsversuche in M269 mit steigender Salinität zeigten, dass A. cryptum nur eine relativ

niedrige Salztoleranz aufweist. Bei 5%NaCl war die Wachstumsrate mit 0,04 h-1 (td ca. 17 h) um

das Vierfache geringer im Vergleich zum Wachstum ohne NaCl (vgl. Abb. 3.1). Bereits oberhalb

einer NaCl-Konzentration von 2% nahm die Wachstumsrate deutlich ab und bei 6%NaCl war

kein Wachstum zu beobachten (nicht gezeigt).
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Abb. 3.1: Wachstum von A. cryptum mit steigender Salinität
Nach Anzucht in M269 mit steigender Salinität und Ernte in der stationären Phase wurden die Solute aus
den Zellen extrahiert. Die Zellextrakte wurden mittels HPLC analysiert und der intrazelluläre Solutgehalt
(µmol/gTrockenbiomasse (TBM)) sowie die Wachstumsrate (h-1) ermittelt. Trehalose und Hydroxyectoin
wurden per HPLC und Glucose enzymatisch quantifiziert. Das arithmetische Mittel mit Standardabwei-
chung aus mind. drei Experimenten ist dargestellt.

Als Anpassung an den osmotischen Stress synthetisierte A. cryptum hauptsächlich Trehalose und

Hydroxyectoin, deren intrazellulärer Gehalt mit steigender Salinität zunahm (vgl. Abb. 3.1). Der

Trehalose-Gehalt stieg bei 5% verglichen mit 1%NaCl um den 2,5-fachen Wert auf insgesamt

240µmol/gTBM an. Die Produktion von Hydroxyectoin zeigte eine deutlich stärkere Antwort

auf den osmotischen Stress und nahm um den Faktor 20 zu. Demgegenüber konnte Ectoin,

das als Vorstufe für Hydroxyectoin dient, nur in geringen Mengen (<10µmol/gTBM) in den

Zellextrakten detektiert werden (nicht dargestellt). Glucose war ebenfalls in den Zellen nach

Anzucht mit Glycerin als C-Quelle nachweisbar (bis zu 85µmol/gTBM bei 3%NaCl).

Eine 13C-NMR-Spektroskopie sollte Aufschluss über mögliche weitere organische Solute geben,

die nicht mittels der verwendeten HPLC-Methode detektiert werden konnten. Abbildung 3.2

zeigt das NMR-Spektrum eines Zellextrakts von A. cryptum nach Anzucht mit 3%NaCl. Neben

den zuvor genannten Soluten konnte lediglich noch Glutamat identifiziert werden, das mit ca.

25µmol/gTBM einen kleinen Anteil am gesamten Solutgehalt ausmachte.
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Abb. 3.2: 13C-NMR-Spektrum des A. cryptum-Zellextrakts nach Anzucht mit 3%NaCl
Die Solute wurden aus Zellen der stationären Phase extrahiert. Der Zellextrakt wurde mit dem inter-
nen Standard Na-Trimethylsilylpropionat (TMSP), Acetonitril (AcN) und Methanol (MeOH) vermessen.
Neben den Standardsignalen konnten Signale für Hydroxyectoin (H), Trehalose (T), Glucose (G) und
Glutamat (Glut) identifiziert werden. Die Signale der Carboxylgruppen von Glutamat (ca. 177 und
183 ppm) waren wegen der geringen Konzentration nicht sichtbar.

3.1.1.2 Osmotische Anpassung an Aluminiumsulfat

Neben NaCl wurde auch der Effekt von Al2(SO4)3 auf das Wachstum von A. cryptum und

die Akkumulation von kompatiblen Soluten analysiert. Hierbei kam nicht nur der osmotische

Stress durch die hohe Ionenzahl, sondern zusätzlich die Toxizität von Aluminium zum Tragen.

Ein möglicher Zusammenhang zwischen der für A. cryptum beschriebenen Aluminium-Resistenz

(Fischer et al., 2002) und der Fähigkeit zur Synthese von Ectoinen sollte untersucht werden.

Die Wachstumsversuche zeigten, dass eine Konzentration zwischen 10 und 100mMAl2(SO4)3

zu einer erhöhten Wachstumsrate im Vergleich zum Wachstum ohne Al2(SO4)3 führte (0,21 vs.

0,16 h-1). Bei Anzucht mit 300mMAl2(SO4)3 hingegen hatte A. cryptum eine deutlich niedrigere

Wachstumsrate (vgl. Abb. 3.3). A. cryptum konnte noch bei ca. 400mMAl2(SO4)3 wachsen, aber,

trotz Vorkultivierung mit 50mMAl2(SO4)3, erst nach einer 15-stündigen lag-Phase und mit einer

Wachstumsrate unter 0,05 h-1 (nicht gezeigt). Bei der Kultivierung mit 50 bis 300mMAl2(SO4)3,

für die ebenfalls Vorkulturen inkl. Al2(SO4)3 verwendet wurden, war keine nennenswerte lag-Phase

zu beobachten. Nach 72 Stunden Wachstum mit 400mMAl2(SO4)3 hatte A. cryptum nur eine

OD600 von ca. 0,4 erreicht und die Biomasse war zu niedrig für eine Extraktion der Solute.
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Abb. 3.3: Wachstum von A. cryptum mit Aluminiumsulfat
Nach Anzucht in M269 mit steigender Al2(SO4)3-Konzentration und Ernte in der stationären Phase
wurden die Solute aus den Zellen extrahiert. Die Zellextrakte wurden mittels HPLC analysiert und der
intrazelluläre Solutgehalt (µmol/gTrockenbiomasse (TBM)) sowie die Wachstumsrate (h-1) bestimmt.
Das arithmetische Mittel mit Standardabweichung aus mind. drei Experimenten ist dargestellt.

Mittels HPLC konnte die Synthese von Trehalose sowie Hydroxyectoin und eine Zunahme des

intrazellulären Solutgehalts abhängig von der Al2(SO4)3-Konzentration festgestellt werden. Der

Trehalose-Gehalt stieg kontinuierlich an, während Hydroxyectoin nur bei 300mMAl2(SO4)3 in

signifikanten Mengen von A. cryptum akkumuliert wurde (vgl. Abb. 3.3). Entsprechend zum

Wachstum mit NaCl machte Glutamat mit ca. 10µmol/gTBM nur einen sehr kleinen Anteil am

intrazellulären Solutgehalt aus (nicht gezeigt). Ectoin konnte ebenfalls nur in vernachlässigbaren

Mengen nachgewiesen werden. Glucose wurde, anders als bei Anzucht mit NaCl, nicht von

A. cryptum im Cytoplasma akkumuliert. Darüber hinaus konnten keine weiteren organischen

Solute mittels 13C-NMR-Spektroskopie von Zellen nach Anzucht mit 300mMAl2(SO4)3 detektiert

werden (nicht dargestellt).

3.1.1.3 Vergleich der osmotischen Konzentration von NaCl und Al2(SO4)3

Die osmotische Konzentration von NaCl und Al2(SO4)3 wurde bestimmt, um den osmotischen

Effekt beider Verbindungen auf das Wachstum von A. cryptum besser vergleichen zu können. Die

Osmolalität (Osmol/kg) von M269 mit steigenden molaren NaCl- bzw. Al2(SO4)3-Konzentrationen

wurde mittels Gefrierpunktosmometer und Dampfdruckosmometer gemessen (vgl. Abb. 3.4).

Im Fall von NaCl stieg die osmotische Konzentration linear mit der Molarität an und war

entsprechend der Anzahl der osmotisch aktiven Teilchen etwa doppelt so hoch. Die Messungen

mit Al2(SO4)3 zeigten, dass eine lineare Beziehung zwischen Osmolalität und Molarität nur

bis etwa 300mM Al2(SO4)3 besteht. Außerdem fiel die Osmolalität, vor allem bei molaren

Konzentrationen bis 500mM, nicht so hoch aus, wie anhand der Teilchenzahl zu erwarten gewesen

wäre. Beide Methoden lieferten für NaCl annähernd gleiche osmotische Konzentrationen, wobei
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mittels Dampfdruckosmometer die Messwerte etwas höher waren. Für Al2(SO4)3 ergaben sich bis

zu einer Molarität von 300mM sehr ähnliche Osmolalitäten. Darüber hinaus wurden mit dem

Gefrierpunktosmometer jedoch deutlich höhere Messwerte ermittelt.
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Abb. 3.4: Vergleich der osmotischen Konzentration von NaCl und Al2(SO4)3
Die Osmolalität (Osmol/kg) von M269 mit steigender NaCl- bzw. Al2(SO4)3-Konzentration (mol/L)
wurde mittels Gefrierpunktosmometer (G) und Dampfdruckosmometer (D) bestimmt. Dargestellt sind
die Messwerte abzüglich der Osmolalität des Mediums ohne Zugabe von NaCl bzw. Al2(SO4)3.

Bei Molaritäten bis 300mM waren die osmotischen Konzentrationen in M269 mit NaCl bzw.

Al2(SO4)3 sehr ähnlich (vgl. Abb. 3.4). Demnach sind von den zuvor ermittelten Wachstumsdaten

zu A. cryptum die bei Anzucht mit 2%NaCl (342mM) und 300mMAl2(SO4)3 vergleichbar (ca.

0,6Osmol/kg). A. cryptum erreichte in M269 mit 2%NaCl eine etwas höhere Wachstumsrate

(0,14 h-1) als mit 300mM Al2(SO4)3 (0,1 h-1), während der Gesamtsolutgehalt ca. 20% geringer war

(230 vs. 290µmol/gTBM). Aber unter beiden Wachstumsbedingungen ergab sich ein Verhältnis

der akkumulierten Solute Trehalose und Hydroxyectoin von etwa 1,5:1 (vgl. Abb. 3.1 und 3.3).

3.1.2 Potenzial des A. cryptum-Genclusters für die heterologe Expression in E. coli

Die bisherigen Ergebnisse haben gezeigt, dass A. cryptum nur eine geringe Toleranz gegenüber

osmotischem Stress besitzt und nicht zu den halophilen Vertretern gezählt werden kann, obwohl es

ein ectABCDask-Gencluster zur Synthese von Ectoinen besitzt. Gleichzeitig konnte die Synthese

von Hydroxyectoin bereits bei niedrigen osmotischen Konzentrationen beobachtet werden. Das

sind erste Anzeichen dafür, dass das Gencluster von A. cryptum für die heterologe Produktion

von Ectoinen in E. coli, ebenfalls ein Bakterium mit niedriger Salztoleranz, geeignet ist.

In vorherigen in vitro-Experimenten mit EctC von A. cryptum und dem moderat halophilen

Bakterium H. elongata im direkten Vergleich zeigte sich, dass das Enzym von A. cryptum die
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höchste spezifische Aktivität ohne NaCl aufweist und die Aktivität mit steigender Salinität

abnimmt (Moritz, 2012). Demgegenüber benötigt EctC von H. elongata NaCl für eine maximale

spezifische Aktivität. Weiterhin fiel beim Vergleich der Aminosäuresequenz auf, dass EctC von

A. cryptum einen deutlich geringeren Anteil saurer Aminosäuren und damit verbunden einen

höheren theoretischen isoelektrischen Punkt (pI) von 6,03 hat. Das Enzym von H. elongata

hingegen weist einen ausgeprägten sauren Charakter und einen niedrigeren theoretischen pI von

4,87 auf, was häufig auf Proteine halophiler Vertreter zutrifft und mit der Salzabhängigkeit in

Zusammenhang gebracht wird (Ventosa et al., 1998; Oren & Mana, 2002).

Um EctC von A. cryptum noch besser einordnen zu können, wurden 80 in einem Ectoin- bzw.

Hydroxyectoin-Gencluster annotierte Ectoinsynthasen von Vertretern der Bacteria mit bekannter

Genomsequenz hinsichtlich ihrer Acidität verglichen (vgl. Abb. 3.5, Tab. 7.1 im Anhang). Die

Acidität ergibt sich aus der Anzahl saurer Aminosäuren (Aspartat, Glutamat) abzüglich der

basischen Aminosäuren (Arginin, Lysin) bezogen auf die Gesamtzahl der Aminosäuren und ist

ein Maß für den sauren Charakter eines Proteins ist. Unter den betrachteten Proteinen besitzt

EctC von A. cryptum fast die geringste Acidität (3%). EctC von H. elongata ist hingegen mit

einer Acidität von 10% am anderen Ende der Skala zu finden, wo weitere Vertreter mit hoher

Salztoleranz bzw. halophile Bakterien eingeordnet sind. Die Erkenntnisse zu EctC von A. cryptum

zeigen, dass es nicht zu den halophilen Proteinen gezählt werden kann. Das ist ein weiterer Hinweis

dafür, dass das ectABCDask-Gencluster von A. cryptum ein vielversprechender Kandidat für die

heterologe Produktion von Ectoinen in E. coli bei geringer Salinität ist.
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Abb. 3.5: Vergleich der Acidität verschiedener Ectoinsynthasen
80 in einem Ectoin-Gencluster annotierte Ectoinsynthasen von Vertretern der Bacteria mit bekannter
Genomsequenz (NCBI) wurden hinsichtlich ihrer Acidität verglichen (vgl. auch Tab. 7.1 im Anhang).
Die Acidität ergibt sich aus den sauren Aminosäuren (Aspartat, Glutamat) abzüglich der basischen
Aminosäuren (Arginin, Lysin) dividiert durch die Gesamtzahl der Aminosäuren des Proteins. EctC von
A. cryptum (schwarzer Kreis) und H. elongata (schwarzes Quadrat) sind hervorgehoben.
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3.2 Heterologe Hydroxyectoin-Produktion in E. coli mittels des
A. cryptum-Genclusters

Das ectABCDask-Gencluster von A. cryptum wurde bereits unter Kontrolle der putativen Promotor-

sequenzen stromaufwärts von ectA in E. coli DH5α exprimiert (Moritz, 2012). Die Hydroxyectoin-

Produktion fiel zwar relativ gering aus, aber es zeigte sich, dass Hydroxyectoin schon bei niedriger

Salinität (1% NaCl) synthetisiert wird. In einem nächsten Schritt sollte die heterologe Expression

des A. cryptum-Genclusters unter Kontrolle eines für E. coli geeigneteren und starken Promo-

tors erfolgen. Dazu wurden die Gene in den Vektor pASK-IBA3 mit dem AHT-induzierbaren

tet-Promotor eingebracht und die Produktionsstämme E. coli DH5α pASK_ectABCD sowie

pASK_ectABCDask konstruiert (Bethlehem, 2015). Bei ersten Wachstumsversuchen in Mini-

malmedium mit Glucose als C-Quelle und 1%NaCl bzw. ohne NaCl konnte eine hohe Produktion

und Akkumulation der Ectoine im Medium festgestellt werden (bis zu 1,3 g/gTBM). Darauf

aufbauend sollte in dieser Arbeit die heterologe Hydroxyectoin-Produktion in E. coli DH5α unter

Verwendung des A. cryptum-Genclusters weiter untersucht und optimiert werden. Dafür wurde

ausschließlich der Stamm E. coli DH5α verwendet, der zur vereinfachten Schreibweise der Produk-

tionsstämme im gesamten Kapitel 3.2 nur mit E. coli bezeichnet wird.

3.2.1 Akkumulation von Ectoin durch Mutation im Vektor pASK_ectABCD

Der Produktionsstamm E. coli pASK_ectABCD synthetisierte entgegen den Erwartungen kein

Hydroxyectoin, sondern akkumulierte Ectoin in hoher Konzentration und zusätzlich geringe Men-

gen Nγ-Acetyl-L-2,4-diaminobuttersäure (ADABA) im Medium. Daher wurden die Expressions-

vektoren pASK_ectABCD und pASK_ectABCDask zunächst durch Sequenzierung hinsichtlich

möglicher Mutationen in der Nukleotidsequenz geprüft. Für pASK_ectABCD ergab sich eine

Punktmutation in ectD an Position 353 (C statt T), die mit einem Aminosäureaustausch (L118P)

in EctD einhergeht.

Ein Vergleich der Aminosäuresequenz des Proteins mit der von EctD des Donorstamms

A. cryptum DSM2389T und anderen Ectoinhydroxylasen wurde herangezogen, um die Mutation in

EctD von E. coli pASK_ectABCD bewerten zu können (vgl. Abb. 3.6). Der Aminosäureaustausch

L118P betrifft nicht direkt eine konservierte Aminosäure, aber liegt in unmittelbarer Nähe zur

Consensus-Sequenz und zu Aminosäuren, die in verwandten Ectoinhydroxylasen an der Liganden-

bindung im aktiven Zentrum des Enzyms beteiligt sind (Reuter et al., 2010; Höppner et al., 2014).

Die Mutation in ectD könnte demnach ein Grund für die Inaktivität von EctD und somit auch für

das Ausbleiben der Hydroxyectoin-Produktion im Fall von E. coli pASK_ectABCD sein.
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E. coli pASK_ectABCD  -MDDLYPSRREPTPSLLPRHDPVVHGRWAPGAPLSDEQTRFYDTNGYLVLENVFDPAEIALLQSG   64 

A. cryptum            -MDDLYPSRREPTPSLLPRHDPVVHGRWAPGAPLSDEQTRFYDTNGYLVLENVFDPAEIALLQSG   64 

P. stutzeri           MQADLYPSRQEDQPSWQERLDPVVYRSDLENAPIAAELVERFERDGYLVIPNLFSADEVALFRAE   65 

P. zucineum           MTEDLYPSRVASKPAWQPRIDPVAHSRWTPEAPISAEQHVMFERDGYLVLENLFSAAEVATLQRE   65 

S. baderi             -MKDIYPSRHAAMAEFSPRLDPVVHSEWNEAAPIGAQQAEQFERDGYLVLEDMFSDEEVAFLQAE   64 

S. alaskensis         -MQDLYPSRQRADAEMRPRLDPVVHSEWTNDAPISARQAAAFDRDGYIVLEDIFSADEVAFLQKA   64 

                         *:****         * *** :      **:       :: :**:*: ::*   *:* ::   
 

E. coli pASK_ectABCD  SMDLLANPAGLDRETIITERGSDEVRSIFAIHAQNELLGRLAADSRIAGVARFPLDDDVYIHQSR  129 

A. cryptum            SMDLLANPAGLDRETIITERGSDEVRSIFAIHAQNELLGRLAADSRIAGVARFLLDDDVYIHQSR  129 

P. stutzeri           LERMRQDPAVAGSGKTIKEPDSGAIRSVFAIHKDNELFARVAADERTAGIARFILGGDLYVHQSR  130 

P. zucineum           LERMRKMPASLETETLIAEPGSGALRSVFAIHAQNRLFGRLAADERLVSVARHLLGDEVYIHQSR  130 

S. baderi             AGKLLADPAALEAETVITEPGSREVRSIFAIHAQSRVLARLAADERLAGVARFLLGDEVYIHQSR  129 

S. alaskensis         AGNLLADPAALDADTIVTEPQSNEIRSIFEIHAQSPVMARLAADARLADVARFLLGDEVYIHQSR  129 

                         :   **       : *  *  :**:* ** :: :: *:*** *   :** :*  ::*:****  
 

E. coli pASK_ectABCD  LNYKPGFDGKEFYWHSDFETWHVEDGMPRMRALSMSILLAENTANNGPLMVIPGSHRKYLTCVGE  194 

A. cryptum            LNYKPGFDGKEFYWHSDFETWHVEDGMPRMRALSMSILLAENTANNGPLMVIPGSHRKYLTCVGE  194 

P. stutzeri           MNFKPGFTGKEFYWHSDFETWHIEDGMPRMRCLSCSILLTDNEPHNGPLMLMPGSHKHYVRCVGA  195 

P. zucineum           LNYKSGFDGREFYWHSDFETWHVEDGMPRMRALSMSVQLADNHAVNGPLMVMPGSQRTYVSCVGE  195 

S. baderi             LNYKPGFQGREFYWHSDFETWHVEDGMPRMRALSMSVLLAENTPHNGPLMLIPGSHRAFLTCVGA  194 

S. alaskensis         LNYKPGFKGREFYWHSDFETWHVEDGMPRMRALSMSVLLAENTPHNGPLMVIPGSHRTYLTCVGE  194 

                      :*:* ** *:************:******** ** *: *::*   *****::***:: :: ***  
 

E. coli pASK_ectABCD  TPENHYRSSLKKQEYGVPDREMLTALASDHGIVAPTGKAGTVVLFDCNTMHGSNGNITPFPRSNA  259 

A. cryptum            TPENHYRSSLKKQEYGVPDREMLTALASDHGIVAPTGKAGTVVLFDCNTMHGSNGNITPFPRSNA  259 

P. stutzeri           TPENHYEKSLRKQEIGIPDQNSLSELASRFGIDCATGPAGSVVFFDCNTMHGSNGNITPSARSNL  260 

P. zucineum           TPEDHYKQSLRKQEYGVPDRDSLARLAETCGIVAPTGPAGSVVLFDCNTMHGSNGNITPFPRANA  260 

S. baderi             TPEDHYRTSLKKQEYGVPDEDSLAELAHRHGIVAPTGKPGSVVIFDCNVMHGSNGNITPFPRANA  259 

S. alaskensis         TPDDHYLSSLKKQEYGVPDEESLAELAHRHGIVAPTGKPGTVILFDCNLMHGSNGNITPFPRANA  259 

                      **::**  **:*** *:** : *: **   **   **  *:*::**** **********  *:*  
 

E. coli pASK_ectABCD  FFVFNAKANSLVEPFGPKSRRPDFIADRAF-TTVDIVKGPLVRRERAA  306 

A. cryptum            FFVFNAKANSLVEPFGPKSRRPDFIADRAF-TTVDIVKGPLVRRERAA  306 

P. stutzeri           FYVYNHVDNAVQAPFCEQKPRPAFVAERENFKPLDIRPQQYL------  302 

P. zucineum           FIVYNSVSNRLVEPFGGRAPRPEFIATREGFEPLTAMGGDLAEGRAA-  307 

S. baderi             FLVYNAVSNRLAAPFGVERPRPEFVATRGEPRAIAPISGLLLEEAPA-  306 

S. alaskensis         FLVYNAVSNRLEKPFGVEKPRPWFLARRGEPAALRVERGPLVETVPA-  306 

                      * *:*   * :  **     ** *:* *     :               

Abb. 3.6: Sequenzvergleich der Ectoinhydroxylase
Um den Aminosäureaustausch L118P in EctD von E. coli pASK_ectABCD einzuordnen (rot markiert),
wurde die Aminosäuresequenz mit der von EctD des Donorstamms A. cryptum DSM2389T, von Pseudo-
monas stutzeri DSM5190T, Phenylobacterium zucineum HLK1, Sphingobium baderi DE-13 und Sphingo-
pyxis alaskensis RB2256 mittels Clustal Omega (Sievers et al., 2011) verglichen. Konservierte Aminosäu-
ren sind mit einem Stern und Aminosäuren mit ähnlichen Eigenschaften mit einem Doppelpunkt markiert.
Die Consensus-Sequenz ist unterstrichen und Aminosäuren, die an der Ligandenbindung beteiligt sind
(Reuter et al., 2010; Höppner et al., 2014), sind grau markiert.

Zur Überprüfung dieser Annahme wurde der Expressionsvektor pASK_ectABCD, wie zuvor von

Bethlehem (2015) beschrieben, erneut konstruiert. Dazu wurden die Gene ectABCD mit den

Primern f_acry_Xba und r_ectD_acry_Hind aus genomischer DNA von A. cryptum amplifiziert

und über die mit den Primern eingefügten Restriktionsschnittstellen XbaI und HindIII in den

Vektor pASK-IBA3 stromabwärts des tet-Promotors integriert (nicht dargestellt). Der neu

konstruierte Expressionsvektor pASK_ectABCD2 wies entsprechend der Sequenzierungsergebnisse

keine Mutation auf.

Wachstumsversuche mit E. coli pASK_ectABCD2 zeigten, dass dieser Stamm in der Lage

ist Hydroxyectoin zu produzieren, und bestätigten die Annahme, dass die Mutation in

pASK_ectABCD tatsächlich mit einem Funktionsverlust von EctD einhergeht. Im Vergleich zu

den bisherigen Produktionsstämmen E. coli pASK_ectABCD und pASK_ectABCDask konnte

bei Anzucht in MM63-0,5 mit Glucose kein wesentlicher Unterschied der Wachstumsrate und

des extrazellulären Gesamtsolutgehalts festgestellt werden (vgl. Abb. 3.7). Anders als E. coli
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pASK_ectABCD produzierte der Stamm mit pASK_ectABCD2 hauptsächlich Hydroxyectoin

(8,8mmol/gTBM). Ectoin machte mit 2mmol/gTBM ca. 20% des Solutgehalts aus. Damit

war der Ectoin-Anteil etwa doppelt so hoch wie bei dem Produktionsstamm mit Aspartokinase

Ask (pASK_ectABCDask), was schlussendlich mit einer geringeren Ausbeute an Hydroxyectoin

einhergeht. Für das Wachstum mit Glycerin als C-Quelle ergaben sich ähnliche Ergebnisse (nicht

gezeigt). Deshalb wurde E. coli pASK_ectABCDask für weitere Experimente zur Hydroxyectoin-

Produktion verwendet.
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Abb. 3.7: Vergleich von E. coli pASK_ectABCD2 mit bisherigen Produktionsstämmen
Nach Anzucht in MM63-0,5 mit Glucose und Ernte in der stationären Phase wurden Medien-
überstände von E. coli pASK_ectABCD2 (ohne Mutation), E. coli pASK_ectABCD (Mutation in
ectD) und E. coli pASK_ectABCDask mittels HPLC analysiert und der extrazelluläre Solutgehalt
(mmol/gTrockenbiomasse (TBM)) sowie die Wachstumsrate (h-1) bestimmt. Das arithmetische Mittel
mit Standardabweichung aus mind. drei Experimenten ist dargestellt.

Der Produktionsstamm E. coli pASK_ectABCD mit der Mutation in ectD wird im Folgenden als

E. coli pASK_ectABCDm bezeichnet, um deutlich zu machen, dass dieser Stamm aufgrund der

funktionslosen Ectoinhydroxylase Ectoin statt Hydroxyectoin produziert.

3.2.2 Hydroxyectoin-Produktion mit E. coli pASK_ectABCDask

Zunächst wurde die heterologe Produktion mit E. coli pASK_ectABCDask im Wachstumsverlauf

unter den bisherigen Bedingungen in MM63-1 mit Glucose näher betrachtet, um zu ermitteln,

wann Hydroxyectoin hauptsächlich produziert wird und wie hoch die spezifische Produktivität

ist. Bereits kurze Zeit nach Induktion mit AHT wurde Hydroxyectoin synthetisiert und im

Medium akkumuliert (vgl. Abb. 3.8A). Die extrazelluläre Konzentration stieg im Verlauf der

exponentiellen Phase kontinuierlich an, erreichte ihr Maximum beim Übergang in die stationäre

Phase und blieb dann annähernd gleich. Neben Hydroxyectoin konnte eine gleichbleibende geringe

ADABA-Konzentration im Medienüberstand nachgewiesen werden. Die spezifische Produktivität
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für die Hydroxyectoin-Produktion mit E. coli pASK_ectABCDask wurde aus der Differenz

der Hydroxyectoin-Konzentration zweier benachbarte Datenpunkte bezogen auf die mittlere

Biomasse und Zeitdifferenz bestimmt. Anhand der spezifischen Produktivität war ebenfalls die

wachstumsabhängige Produktion erkennbar (vgl. Abb. 3.8B). Die Produktivität stieg bis zum

Übergang in die stationäre Phase an und nahm dann wieder deutlich ab. Die höchste spezifische

Produktivität für E. coli pASK_ectABCDask ergab sich in der spät exponentiellen Phase und

betrug 197,5mg/(gTBMxh).

-2,8

-1,8

-0,8

0,2

1,2

0,0

2,5

5,0

7,5

10,0

0 5 10 15 20 25

ln
 O

D
6
0
0

e
x

tr
a

z
e

ll
u

lä
re

 
S

o
lu

tk
o

n
z
e

n
tr

a
ti

o
n

[m
M

]

Zeit [h]

Ectoin Hydroxyectoin

ADABA ln OD600

0

50

100

150

200

-2,8

-1,8

-0,8

0,2

1,2

0 5 10 15 20 25

s
p

e
z
if

is
c

h
e

 P
ro

d
u

k
ti

v
it

ä
t

[m
g

 /
 (

g
 T

B
M

 x
 h

)]

Zeit [h]

ln OD600 Produktivitätln OD600Produktivität

A) B)
Ectoin

ADABA

Hydroxyectoin

ln OD600

Abb. 3.8: Hydroxyectoin-Produktion mit E. coli pASK_ectABCDask imWachstumsverlauf
Das Wachstum in MM63-1 mit Glucose im Schüttelkolben ist anhand des natürlichen Logarithmus der
OD600 (gemessen in Küvette) gezeigt. Nach Induktion mit AHT (Pfeil) wurden Medienüberstände mittels
HPLC analysiert und die extrazelluläre Solutkonzentration in mM (A) sowie die spezifische Produktivität
in mg/(gTrockenbiomasse (TBM) x h) (B) bestimmt. Die Produktivität ergibt sich aus der Differenz der
Hydroxyectoin-Konzentration zweier benachbarter Datenpunkte bezogen auf die mittlere Biomasse und
Zeitdifferenz. Das arithmetische Mittel einer Doppelbestimmung ist dargestellt.

3.2.2.1 Hydroxyectoin-Produktion mit variabler C-Quelle und Salinität

Anschließend an die Experimente im Wachstumsverlauf wurde die Produktion mit E. coli

pASK_ectABCDask unter verschiedenen Wachstumsbedingungen im Schüttelkolben (Batch-

Kultur) analysiert, um die Ausbeute an Hydroxyectoin weiter zu steigern. Bei Anzucht in

Komplexmedium, z.B. LBG-Medium, konnte keine heterologe Produktion beobachtet werden.

Deshalb diente weiterhin Minimalmedium MM63 als Basis für die Wachstumsversuche. Neben

Glucose wurde Glycerin als alternative C-Quelle getestet. Abbildung 3.9 zeigt den Vergleich der

Hydroxyectoin-Produktion mit beiden C-Quellen bei verschiedenen Salinitäten.

E. coli pASK_ectABCDask erreichte bei Wachstum mit Glucose bis zu 20% höhere Wachs-

tumsraten als mit Glycerin, wobei die Differenz bei 0,5%NaCl am geringsten war. Mit beiden

C-Quellen stieg die Wachstumsrate von 0 bis 1%NaCl an.
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Abb. 3.9: Heterologe Hydroxyectoin-Produktion mit variabler C-Quelle und Salinität
E. coli pASK_ectABCDask wurde in MM63 mit 25mM Glucose oder 50mM Glycerin und 0 - 1%NaCl
kultiviert. Nach Ernte in der stationären Phase wurden die Medienüberstände mittels HPLC analysiert
und der extrazelluläre Solutgehalt (mmol/gTrockenbiomasse (TBM)) sowie die Wachstumsrate (h-1)
bestimmt. Das arithmetische Mittel mit Standardabweichung aus mind. drei Experimenten ist gezeigt.

Die TBM fiel nach Ernte der Batch-Kulturen mit Glucose etwas höher aus, wobei auch hier der

Unterschied zu Glycerin bei 0,5%NaCl am kleinsten war (vgl. Abb. 3.10). Gleichzeitig konnte für

die Anzucht mit Glycerin stets eine höhere extrazelluläre Hydroxyectoin-Konzentration festgestellt

werden, was sich letztendlich auch im Solutgehalt bezogen auf TBM widerspiegelt (vgl. Abb. 3.9).

Mit Glycerin als C-Quelle erreichte E. coli pASK_ectABCDask nicht nur einen 15 - 30% höheren

extrazellulären Solutgehalt, sondern der Anteil unerwünschter Nebenprodukte (Ectoin, ADABA)

war geringer. Dies spricht trotz der niedrigeren Wachstumsrate für die Hydroxyectoin-Produktion

in MM63 mit Glycerin anstelle von Glucose.

Der intrazelluläre Solutgehalt, hauptsächlich Hydroxyectoin, nahm mit steigender Salinität zu

und war bei Wachstum mit Glucose tendenziell höher (vgl. Abb. 7.1 A im Anhang). Allerdings

machte der intrazelluläre Hydroxyectoin-Gehalt in MM63-1 mit Glucose nur etwa 6% und unter

den anderen Bedingungen weniger als 3% der gesamten produzierten Solute aus und ist daher zu

vernachlässigen.

Weiterhin konnte beobachtet werden, dass der Produktionsstamm bei 0,5%NaCl deutlich mehr

Hydroxyectoin produzierte als bei Anzucht ohne NaCl. In MM63-1 mit Glycerin akkumulierte

E. coli pASK_ectABCDask ausschließlich Hydroxyectoin im Medium (11,4mmol/gTBM). Den

höchsten Hydroxyectoin-Gehalt mit 13,8mmol/gTBM (2,18 g/gTBM) und einem Anteil am

Gesamtsolutgehalt von 96% erreichte der Produktionsstamm in MM63-0,5 mit Glycerin.
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Abb. 3.10: Hydroxyectoin-Konzentration und TBM bei variabler C-Quelle und Salinität
E. coli pASK_ectABCDask wurde in MM63 mit 25mM Glucose oder 50mM Glycerin und 0 - 1%NaCl
kultiviert. Nach Ernte in der stationären Phase wurden die Medienüberstände mittels HPLC analysiert.
Die extrazelluläre Hydroxyectoin- und Ectoin-Konzentration (mM) sowie die Trockenbiomasse (TBM,
g/L) sind gezeigt. Das arithmetische Mittel mit Standardabweichung aus mind. drei Experimenten wurde
bestimmt.

3.2.2.2 Produktionsdaten zur optimierten Hydroxyectoin-Produktion

Für die optimierten Bedingungen in MM63-0,5 mit Glycerin wurden die Produktionsdaten zu E. coli

pASK_ectABCDask zusammengetragen, wobei der Ectoin-Anteil von 4% vernachlässigt wurde

(vgl. Tab. 3.1). Die spezifische Produktivität konnte für diese Wachstumsbedingungen aufgrund

weniger Datenpunkte nur für den Zeitraum fünf Stunden nach Induktion (früh exponentielle Phase)

ermittelt werden und beträgt 202,8 (± 18,6) mg /(gTBMxh). Dieser Wert ist wahrscheinlich

unterbestimmt, da sich für die Produktion mit Glucose die höchste spezifische Produktivität in

der spät exponentiellen Phase ergab (vgl. Abb. 3.8).

Die Kohlenstoff (C)- und Stickstoff (N)-Bilanz für E. coli pASK_ectABCDask wurde unter der

Annahme eines C:N-Verhältnisses von 48 zu 12% in der TBM von E. coli ermittelt (Folsom &

Carlson, 2015). Bei der C-Bilanz (total) ergab sich ein Kohlenstoffgehalt von 0,35 g /L in der

gebildeten TBM und 0,71 g/L im extrazellulären Produkt Hydroxyectoin, was insgesamt 58%

der eingesetzten C-Quelle (1,82 gC/L) entspricht. Da zum Zeitpunkt der Zellernte kein Glycerin

mehr im Medium enthalten war, kann davon ausgegangen werden, dass die verbleibenden 42%

der C-Quelle für die Energiegewinnung benötigt wurden.

Zusätzlich wurde die separate C-Bilanz für die Produktion von TBM bzw. Hydroxyectoin

berechnet. Dazu wurde der Kontrollstamm E. coli pASK-IBA3 herangezogen, der ebenfalls

mit Antibiotikum und AHT kultiviert wurde, aber kein Hydroxyectoin produzierte und 2,66 g

Glycerin pro gTBM benötigte. Dementsprechend hatte E. coli pASK_ectABCDask 1,92 g Glycerin

(0,75 gC) für 0,72 g TBM (0,35 gC = 47%) verbraucht. Die verbleibenden 2,73 g Glycerin (1,07 gC)
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standen für die heterologe Hydroxyectoin-Produktion zur Verfügung, von denen 66% in das Pro-

dukt (0,71 gC) geflossen sind. Demzufolge wurden drei Moleküle Glycerin (9C) für die Biosynthese

von einem Molekül Hydroxyectoin (6C) benötigt.

Die N-Bilanz zeigte, dass ein Stickstoffgehalt von 0,09 g/L in TBM und 0,28 g/L in Hydroxy-

ectoin vorliegt. Insgesamt wurden 88% der eingesetzten N-Quelle (0,42 gN/L) verbraucht, so dass

sich der Produktionsstamm nahe der N-Limitierung befand.

Tab. 3.1: Produktionsdaten zu E. coli pASK_ectABCDask in MM63-0,5 mit Glycerin
Die Produktivität wurde für den Zeitraum 5h nach Induktion (früh exponentielle Phase) ermittelt.
Kohlenstoff (C)- und Stickstoff (N)-Bilanz wurden mit einem C:N-Verhältnis von 48:12% in der Trocken-
biomasse (TBM) von E. coli bestimmt. Die separate C-Bilanz für TBM bzw. Hydroxyectoin wurde anhand
des Ertrags von 2,66 g Glycerin/gTBM des Kontrollstamms E. coli pASK-IBA3 berechnet. Der Ectoin-
Anteil (4%) wurde vernachlässigt. Y(X+H)/S: Ertrag von TBM (X) und Hydroxyectoin (H) über C-Quelle
(S), YH/S: Ertrag von Hydroxyectoin (H) über C-Quelle (S)

Wachstumsrate [h-1] 0,23 ± 0,02
C-Quelle im Medium [g/L] 4,65 (1,82C)
TBM [g/L] 0,72 ± 0,06
Hydroxyectoin (extrazellulär) [g/L] 1,57 ± 0,13
Ertrag Y(X+H)/S [g/g] 0,49
Ertrag YH/S [g/g] 0,34
Hydroxyectoin (extrazellulär) [g/gTBM] 2,18 ± 0,17
spezifische Produktivität [mg/(gTBMxh)] 202,8 ± 18,6

C-Bilanz (total) [C in g/L] 0,35 in TBM
0,71 in Hydroxyectoin
total 58% der C-Quelle (1,82)

C-Bilanz (separat) [C in g/L] 0,75 der C-Quelle für 0,35 in TBM (=47%)
(verglichen mit Kontrollstamm)
1,07 der C-Quelle für 0,71 in Hydroxyectoin (= 66%)

N-Bilanz (total) [N in g/L] 0,09 in TBM
0,28 in Hydroxyectoin
total 88% der N-Quelle (0,42)

Insgesamt kann festzuhalten werden, dass E. coli pASK_ectABCDask in MM63 mit Glycerin als

C-Quelle und geringer Salinität (0,5%NaCl) die bisher höchste extrazelluläre Produktausbeute bei

gleichzeitig minimalem Ectoin-Anteil (4%) erreichte. Daher ist der Stamm ein vielversprechender

Kandidat für die heterologe Hydroxyectoin-Produktion.
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3.3 Heterologe Ectoin-Produktion in E. coli mittels des
A. cryptum-Genclusters

Nachdem gezeigt werden konnte, dass mit dem ectABCDask-Gencluster aus A. cryptum

unter Kontrolle des AHT-induzierbaren tet-Promotors hohe Ausbeuten an Hydroxyectoin

im Medienüberstand von E. coli DH5α erzielt werden können, wurde der Schwerpunkt auf

die heterologe Ectoin-Produktion gelegt. Ectoin wird bereits industriell im großen Maßstab

produziert und in verschiedenen Gesundheitspflege- und Kosmetikprodukten vermarktet. Demnach

besteht eine steigende Nachfrage und eine Optimierung des bisherigen Produktionsverfahrens

ist von großem Interesse ist. Für E. coli DH5α pASK_ectABCDm, mit den Genen ectABCD

aus A. cryptum unter Kontrolle des tet-Promotors, konnte demonstriert werden, dass dieser

Stamm aufgrund einer Mutation in ectD Ectoin statt Hydroxyectoin produziert und ins Medium

ausscheidet (vgl. Abb. 3.7). Im Vergleich zu dem Stamm, der nur die Gene ectABC aus A. cryptum

besitzt (Bethlehem unveröffentlicht), konnte in bisherigen Wachstumsversuchen kein signifikanter

Unterschied festgestellt werden. Außerdem erreichte E. coli DH5α pASK_ectABCDm in ersten

Experimenten bereits eine hohe Produktausbeute, weswegen dieser Stamm in der vorliegenden

Arbeit für die Ectoin-Produktion verwendet wurde. Dabei sollte die heterologe Produktion

unter Verwendung des A. cryptum-Genclusters ausführlicher charakterisiert, optimiert und die

Produktion im größeren Maßstab untersucht werden. Hierfür wurde ausschließlich der Stamm

E. coli DH5α genutzt, der zur vereinfachten Schreibweise der Produktionsstämme im gesamten

Kapitel 3.3 nur mit E. coli bezeichnet wird.

Mit Hilfe von E. coli pASK_ectABCDm sollte zunächst überprüft werden, ob die Transaminase

EctB, in diesem Fall aus A. cryptum, für die heterologe Produktion von Ectoin in E. coli essenziell

ist. Für den natürlichen Ectoin-Produzenten H. elongata konnte gezeigt werden, dass dieser

Ectoin trotz Deletion des ectB-Gens synthetisieren kann und folglich mindestens eine weitere

geeignete Transaminase besitzt (Schwibbert et al., 2011). Zur Überprüfung, ob dies auch auf

E. coli zutrifft, wurde mittels des Restriktionsenzyms Bsu15I ein 120 bp großes Fragment aus ectB

im Expressionsvektor pASK_ectABCDm entfernt, ohne den Leserahmen zu verändern, und der

Vektor mit dem verkleinerten ectB-Gen religiert (pASK_ectACD). Der Stamm mit defektem

ectB, E. coli pASK_ACD, war anders als der ursprüngliche Stamm E. coli pASK_ectABCDm

nicht in der Lage Ectoin zu synthetisieren. Nach Anzucht in Minimalmedium MM63 mit 1%NaCl

wurden im Medienüberstand keine Solute und im Zellextrakt lediglich das E. coli-eigene Solut

Trehalose detektiert (Daten nicht gezeigt). Außerdem konnte die korrekte Nukleotidsequenz von

pASK_ACD durch Sequenzierung bestätigt werden. Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass die

Transaminase EctB essenziell für die heterologe Ectoin-Produktion in E. coli ist.
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3.3.1 Optimierung der Produktionsbedingungen im Schüttelkolben

Zuerst wurde die Ectoin-Produktion mit E. coli pASK_ectABCDm im Wachstumsverlauf

unter den bisherigen Bedingungen in MM63-1 mit Glucose charakterisiert und die spezifische

Produktivität ermittelt (vgl. Abb. 3.11). Das Wachstum und die extrazelluläre Solutkonzentration

zeigten einen ähnlichen Verlauf wie im Fall von E. coli pASK_ectABCDask (vgl. Abb. 3.8). Die

höchste Ectoin-Konzentration wurde beim Eintritt in die stationäre Phase erreicht. Anders als bei

E. coli pASK_ectABCDask wurde ADABA in großen Mengen im Medium akkumuliert. In der

stationären Phase waren beide Solute in einem Verhältnis von fast 1:1 im Medienüberstand vorhan-

den (vgl. Abb. 3.11 A). Für die spezifische Produktivität konnte bis zur spät exponentiellen Phase

ein Anstieg und darauf folgend eine deutliche Abnahme beobachtet werden (vgl. Abb. 3.11 B).

Die höchste spezifische Produktivität von E. coli pASK_ectABCDm lag mit 172mg/(gTBMxh)

in der gleichen Größenordnung wie die des Hydroxyectoin-Produzenten (197,5mg/(gTBMxh)).

Allerdings muss berücksichtigt werden, dass die extrazellulär akkumulierte Vorstufe ADABA bei

der Berechnung der spezifischen Produktivität nicht miteinbezogen wurde.
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Abb. 3.11: Produktionsverlauf mit E. coli pASK_ectABCDm in MM63-1 mit Glucose
Das Wachstum in MM63-1 mit Glucose im Schüttelkolben ist anhand des natürlichen Logarithmus der
OD600 (gemessen in Küvette) gezeigt. Nach Induktion mit AHT (Pfeil) wurden Medienüberstände mittels
HPLC analysiert und die extrazelluläre Solutkonzentration in mM (A) sowie die spezifische Produktivität
in mg/(gTrockenbiomasse (TBM) x h) (B) bestimmt. Die Produktivität ergibt sich aus der Differenz der
Ectoin-Konzentration zweier benachbarter Datenpunkte bezogen auf die mittlere Biomasse und Zeitdif-
ferenz. Das arithmetische Mittel einer Doppelbestimmung ist dargestellt.

Anhand der Ergebnisse des Wachstumsversuchs wurde deutlich, dass eine Optimierung der

Produktionsbedingungen wegen der extrazellulären Akkumulation von ADABA und der damit

verminderten Ausbeute an Ectoin erforderlich ist. Dazu wurde im Folgenden die heterologe

Produktion mit E. coli pASK_ectABCDm hinsichtlich verschiedener Wachstumsparameter näher

untersucht.
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3.3.1.1 Nährmedium und Temperatur

Zunächst wurde die Produktion in Komplexmedium, LBG-Medium und komplexes Nährmedium

nach Ning et al. (2016), getestet. Unter diesen Bedingungen war es zwar möglich hohe Zell-

dichten und Wachstumsraten zu erreichen, aber weder Ectoin noch dessen Vorstufen wurden

produziert (Daten nicht gezeigt). Zur Kontrolle, ob sich eventuell das im Komplexmedium ent-

haltene Glycinbetain negativ auf die heterologe Produktion ausgewirkt haben könnte, wurde

E. coli pASK_ectABCDm in MM63-0,5 mit 2mM Glycinbetain kultiviert. Im Vergleich zum

Wachstum ohne Glycinbetain war kein signifikanter Unterschied in der Wachstumsrate, TBM

und Ectoin-Produktion zu beobachten (nicht dargestellt). Demnach kann Glycinbetain zumindest

nicht alleine der Grund für das Ausbleiben der Produktion in Komplexmedium sein. Für weitere

Wachstumsexperimente wurde das Minimalmedium MM63 verwendet, das im Hinblick auf die

Produktgewinnung aus dem Medienüberstand ohnehin besser für die Ectoin-Produktion geeignet

ist als ein komplexes Nährmedium.

Weiterhin wurde der Einfluss einer niedrigeren Wachstumstemperatur, 32 statt 37 °C, auf

die Ectoin-Produktion untersucht. Für beide Temperaturen ergab sich ein annähernd gleicher

Gesamtsolutgehalt im Medienüberstand. Bei 32 °C war jedoch der Anteil an ADABA tendenziell

höher (nicht gezeigt), was gegen eine verringerte Temperatur bei der heterologen Produktion mit

E. coli pASK_ectABCDm spricht. Eine Temperatur oberhalb von 37 °C wurde wegen der höheren

Verdunstungsgefahr und Energieaufwendung nicht in Betracht gezogen.

3.3.1.2 Induktionszeit

Im Bezug auf die Produktion im großen Maßstab wäre es interessant, zunächst möglichst viel

Biomasse des Produktionsstamms zu generieren und erst später die heterologe Produktion zu

induzieren, um eine hohe Ausbeute an Ectoin in kurzer Zeit zu erhalten. Bei den bisherigen

Wachstumsversuchen erfolgte die Induktion mit AHT relativ früh, wenn der Produktionsstamm

eine OD600 von 0,30 bis 0,35 erreicht hatte. Abbildung 3.12 zeigt, welchen Einfluss der Zeitpunkt

der Induktion auf die Ectoin-Produktion mit E. coli pASK_ectABCDm im Schüttelkolben (Batch-

Kultur) hat. Hierbei ist eine Korrelation zwischen der Zunahme der TBM und der Abnahme

der extrazellulären Ectoin-Konzentration in Abhängigkeit von der Induktionszeit erkennbar. Je

später die Induktion im Wachstumsverlauf erfolgte, desto mehr Biomasse wurde gebildet und umso

weniger Ressourcen standen für die Produktion von Ectoin zur Verfügung. Wenn erst bei einer

OD600 oberhalb von 2,9 induziert wurde, konnte keine Produktion von Ectoin festgestellt werden,

auch nicht nach erneuter Zugabe von C- und N-Quelle. Stattdessen wurde weitere Biomasse

generiert und Acetat im Medium angehäuft (nicht dargestellt). Aufgrund dieser Erkenntnisse

wurde der Produktionsstamm in folgenden Experimenten zu einem frühen Zeitpunkt, bei einer

OD600 von 0,30 - 0,35, induziert.
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Abb. 3.12: Einfluss der Induktionszeit auf die Ectoin-Produktion
E. coli pASK_ectABCDm wurde in MM63-0,5 mit Glycerin im Schüttelkolben kultiviert und die hete-
rologe Produktion bei verschiedenen OD600-Werten mit AHT induziert. Die Produktion von Trocken-
biomasse (TBM) und Ectoin (extrazellulär) ist abhängig vom Zeitpunkt der Induktion dargestellt. Das
arithmetische Mittel wurde für die Datenpunkte bei OD600 0,35 und 0,55 aus mind. drei Experimen-
ten und bei 0,2 und 2,9 aus einer Doppelbestimmung berechnet. Die Datenpunkte bei 0,9 und 2,5 sind
Einfachbestimmungen.

3.3.1.3 C-Quelle

Der Produktionsstamm E. coli pASK_ectABCDm wurde mit verschiedenen C-Quellen kultiviert,

um aufzuklären, welche dieser C-Quellen die höchste Ausbeute an Ectoin und gleichzeitig eine

möglichst hohe Wachstumsrate erlaubt (vgl. Abb. 3.13). Neben einer C-Quelle wurden auch

Kombinationen zweier C-Quellen getestet, von denen eine C-Quelle über den Citratzyklus oder

direkt in die Ectoin-Synthese fließen kann. Für die Wachstumsversuche wurden gleiche Mengen

der unterschiedlichen C-Quellen eingesetzt (150mMC), außer bei den Ansätzen mit Glutamat

(200mMC), die untereinander, aber nicht direkt mit den anderen Ansätzen, vergleichbar sind.

Im Vergleich zu Glucose ergab sich bei Anzucht mit Glycerin zwar eine niedrigere Wachstums-

rate, aber eine deutlich höhere Ausbeute an Ectoin, bei gleichzeitig verringerter Akkumulation der

Vorstufe ADABA (vgl. Abb. 3.13). Durch die Kombination von Lactat und Glutamat konnte

mit 0,27 h-1 (td von 2,6 h) die höchste Wachstumsrate erzielt werden. Bei den verschiedenen

Ansätzen mit Glutamat zeigte sich mit steigender Wachstumsrate ein größerer ADABA-Anteil am

extrazellulären Gesamtsolutgehalt. Insgesamt war durch Zusatz von Glutamat keine Verbesserung

der heterologen Produktion zu beobachten. Allerdings wurde in Kombination mit Glycerin bzw.

Glucose ein Großteil des Glutamats nicht aufgenommen (18 bzw. 20mM). In Kombination mit

Lactat waren noch etwa 15mM Glutamat im Medium übrig (nicht dargestellt). Die Anzucht mit

Glycerin und Malat bzw. Acetat hatte keinen positiven Effekt, weder auf das Wachstum von

E. coli pASK_ectABCDm noch auf die Produktion von Ectoin.
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Abb. 3.13: Ectoin-Produktion mit verschiedenen C-Quellen
E. coli pASK_ectABCDm wurde in MM63-0/0,5 mit 25mMGlucose (Glu), 50mMGlycerin (Gly), 25mM
Glycerin + 18,75mM Aspartat bzw. 18,75mM Malat (Gly/Asp, Gly/Mal), 40mM Glycerin + 15mM
Acetat (Gly/Ac), 50mM Lactat (Lac), 50mM Pyruvat (Pyr) oder 25mM Glutamat + 25mM Glycerin,
12,5mM Glucose bzw. 25mM Lactat (Gly/Glut, Glu/Glut, Lac/Glut) kultiviert. Nach Ernte in der sta-
tionären Phase wurden die Medienüberstände mittels HPLC analysiert und der extrazelluläre Solutgehalt
(mmol/gTrockenbiomasse (TBM)) sowie die Wachstumsrate (h-1) bestimmt. Für die Ansätze Glu, Gly,
Gly/Glut, Glu/Glut und Lac/Glut ist das arithmetische Mittel aus mind. drei Experimenten und sonst
aus einer Doppelbestimmung gezeigt.

Bei Kombination von Glycerin mit Aspartat, von dem aus nur noch wenige Schritte bis zum

Ectoin nötig sind, war der extrazelluläre Solutgehalt etwas größer als bei Wachstum mit Glycerin

als einziger C-Quelle. Der Anteil an ADABA war jedoch deutlich höher. Allerdings waren auch

hier noch etwa 15mM des eingesetzten Aspartats in der stationären Phase übrig (nicht gezeigt).

Schlussendlich erreichte der Produktionsstamm bei Anzucht mit Glycerin die mit Abstand

höchste Ausbeute an Ectoin und hatte dabei eine Wachstumsrate von 0,23 h-1 (bei 0,5%NaCl).

3.3.1.4 NaCl-Konzentration

Schließlich wurde der Einfluss der Salinität auf die heterologe Produktion mit E. coli

pASK_ectABCDm in MM63 inkl. Glycerin bzw. Glucose untersucht (vgl. Abb. 3.14). Die

Wachstumsrate nahm, wie im Fall von E. coli pASK_ectABCDask, von 0 bis 1%NaCl zu und

war bei Anzucht mit Glucose bis zu 20% höher, wobei der Unterschied zu Glycerin bei 0,5%NaCl

am kleinsten war (7%).

Von 0 auf 0,25%NaCl stieg der extrazelluläre Solutgehalt an und nahm darüber hinaus

wieder ab. Bei Anzucht mit Glycerin anstelle von Glucose konnten wesentlich höhere Ausbeuten

an Ectoin erzielt werden, die bei Wachstum ohne NaCl sogar mehr als doppelt so hoch waren.
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Abb. 3.14: Ectoin-Produktion mit variabler C-Quelle und Salinität
E. coli pASK_ectABCDm wurde in MM63 mit 25mM Glucose oder 50mM Glycerin und 0 - 1%NaCl
kultiviert. Nach Ernte in der stationären Phase wurden die Medienüberstände mittels HPLC analysiert
und der extrazelluläre Solutgehalt (mmol/gTrockenbiomasse (TBM)) sowie die Wachstumsrate (h-1)
bestimmt. Das arithmetische Mittel mit Standardabweichung aus mind. drei Experimenten ist gezeigt.

Gleichzeitig wurde bei Verwendung von Glycerin deutlich weniger ADABA im Medium akkumuliert.

Bei Wachstum mit Glucose war ein Anstieg des ADABA-Gehalts mit zunehmender Salinität

zu beobachten. Bei 1% NaCl lagen ADABA und Ectoin in einem Verhältnis von fast 1:1 im

Medienüberstand vor, was bereits zuvor gezeigt werden konnte (vgl. Abb. 3.11).

Beim Vergleich der extrazellulären Solutkonzentration und TBM (vgl. Abb. 3.15) wird offensicht-

lich, dass mit Glycerin nicht nur die extrazelluläre Ectoin-Konzentration höher war (ca. 30 - 60%),

sondern auch weniger TBM gebildet wurde (15 - 35%). Dadurch ergeben sich letztendlich die

deutlich höheren Ausbeuten an Ectoin bezogen auf TBM (vgl. Abb. 3.14).

Der intrazelluläre Ectoin-Gehalt stieg, wie der Hydroxyectoin-Gehalt im Fall von E. coli

pASK_ectABCDask, mit der NaCl-Konzentration an und war bei Anzucht mit Glucose höher

(vgl. Abb. 7.1 B im Anhang). Allerdings machte der intrazelluläre Ectoin-Gehalt unter den ge-

testeten Bedingungen weniger als 3% der gesamten produzierten Solute aus und ist daher zu

vernachlässigen.

Im Vergleich zu E. coli pASK_ectABCDask, der mit 13,8mmol/gTBM in MM63-0,5 mit

Glycerin die höchste Hydroxyectoin-Ausbeute hatte, erreichte E. coli pASK_ectABCDm unter den

gleichen Bedingungen mit 17,4mmol/gTBM (2,47 g/gTBM) eine 26% höhere Ausbeute an Ectoin.

Dabei ergab sich ein Ectoin-Anteil am extrazellulären Gesamtsolutgehalt von 99%. Die Produktion

konnte durch Anzucht mit 0,25%NaCl sogar noch gesteigert werden. E. coli pASK_ectABCDm

erzielte einen extrazellulären Solutgehalt von 20,6mmol/gTBM (2,93 g/gTBM) und akkumulierte

ausschließlich Ectoin im Medium. Dabei betrug die Wachstumsrate 0,21 h-1.
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Abb. 3.15: Ectoin-Konzentration und TBM bei variabler C-Quelle und Salinität
E. coli pASK_ectABCDm wurde in MM63 mit 50mM Glycerin oder 25mM Glucose und 0 - 1%NaCl
kultiviert. Nach Ernte in der stationären Phase wurden die Medienüberstände mittels HPLC analysiert.
Dargestellt sind die extrazelluläre Solutkonzentration (mM) und Trockenbiomasse (TBM, g/L). Das
arithmetische Mittel mit Standardabweichung aus mind. drei Experimenten wurde bestimmt.

3.3.1.5 Produktionsdaten zur optimierten Ectoin-Produktion

Zur Bestimmung der spezifischen Produktivität wurde E. coli pASK_ectABCDm in MM63 mit

Glycerin und 0,25%NaCl, sowie zur besseren Vergleichbarkeit mit E. coli pASK_ectABCDask

bei 0,5%NaCl, im Schüttelkolben kultiviert und die heterologe Produktion im Wachstumsverlauf

verfolgt (vgl. Abb. 3.16).

Bei beiden NaCl-Konzentrationen war der Wachstums- und Produktionsverlauf sehr ähnlich.

Glycerin wurde in den ersten Stunden langsam und im späteren Verlauf deutlich schneller ver-

braucht (vgl. Abb. 3.16 A,C). In Korrelation dazu nahm die extrazelluläre Ectoin-Konzentration

im Wachstumsverlauf zu. Beim Übergang in die stationäre Phase und zur Neige gehender C-Quelle

konnten bis zu 3mM Acetat im Medienüberstand detektiert werden. Nach 24 Stunden war sowohl

Glycerin als auch Acetat vollständig aufgebraucht.

Für das Wachstum mit 0,5% anstelle von 0,25%NaCl ergab sich eine schnellere Abnahme

der C-Quelle, eine etwas höhere Wachstumsrate und eine schnellere Ectoin-Produktion in der

exponentiellen Phase, was nach 12-stündigem Wachstum deutlich sichtbar ist (vgl. Abb. 3.16 A,C).

Zu diesem Zeitpunkt waren bei Anzucht mit 0,5%NaCl schon 4,7mM Ectoin und nur noch 27mM

Glycerin im Medium enthalten, während bei 0,25%NaCl erst 3,2mM Ectoin und noch 35mM

C-Quelle im Medienüberstand detektiert wurden. Gleichzeitig hatte der Produktionsstamm in

MM63-0,5 schon eine OD600 von fast 1,2 und bei 0,25%NaCl erst ca. 1,0 erreicht.
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Abb. 3.16: Ectoin-Produktion mit Glycerin im Wachstumsverlauf
E. coli pASK_ectABCDm wurde in MM63 mit Glycerin und 0,25% (A, B) bzw. 0,5%NaCl (C, D) im
Schüttelkolben kultiviert. Nach Induktion mit AHT (Pfeil) wurden Medienüberstände mittels HPLC
analysiert und der Verbrauch der C-Quelle sowie die extrazelluläre Solutkonzentration (mM) bestimmt
(A, C). Die spezifische Produktivität (mg/(gTrockenbiomasse (TBM)x h)) wurde aus der Differenz der
Ectoin-Konzentration zweier benachbarter Datenpunkte bezogen auf die mittlere Biomasse und Zeitdiffe-
renz berechnet und der Wachstumsverlauf ist anhand des natürlichen Logarithmus der OD600 (gemessen
in Küvette) gezeigt (B, D). Das arithmetische Mittel einer Doppelbestimmung ist dargestellt.

Dies zeigte sich auch im Verlauf der Produktivität über den gesamten Wachstumsversuch (vgl.

Abb. 3.16 B,D). Bei 0,5%NaCl war die spezifische Produktivität fünf Stunden nach Induktion

(mittlere exponentielle Phase) am höchsten und lag bei 352,9mg/(gTBMxh). Bei Wachstum

mit 0,25%NaCl wurde die maximale spezifische Produktivität von 345,1mg/(gTBMxh) neun

Stunden nach Induktion (spät exponentielle Phase) erreicht.

Nach 16 Stunden Wachstum war ein Wendepunkt zu beobachten. Bei Anzucht mit 0,5%NaCl

war schon mehr Glycerin in die Biomasse geflossen und deutlich weniger C-Quelle (9mM) für

die weitere Produktion von Ectoin übrig. Demnach war nur noch eine geringe Zunahme der

extrazellulären Solutkonzentration (ca. 1mM) zu sehen. Im Fall von 0,25%NaCl waren noch rund

20mM Glycerin vorhanden und es konnte mehr Ectoin produziert und im Medium akkumuliert

werden (etwa 3mM), wodurch letztendlich eine höhere Produktausbeute erzielt wurde.
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Abb. 3.17: Ectoin-Produktion mit Glucose im Wachstumsverlauf
E. coli pASK_ectABCDm wurde in MM63 mit Glucose und 0,25% (A, B) bzw. 0,5%NaCl (C, D) im
Schüttelkolben kultiviert. Nach Induktion mit AHT (Pfeil) wurden Medienüberstände mittels HPLC
analysiert und der Verbrauch der C-Quelle sowie die extrazelluläre Solutkonzentration (mM) bestimmt
(A, C). Die spezifische Produktivität (mg/(gTrockenbiomasse (TBM)x h)) wurde aus der Differenz der
Ectoin-Konzentration zweier benachbarter Datenpunkte bezogen auf die mittlere Biomasse und Zeitdiffe-
renz berechnet und der Wachstumsverlauf ist anhand des natürlichen Logarithmus der OD600 (gemessen
in Küvette) gezeigt (B, D). Das arithmetische Mittel einer Doppelbestimmung ist dargestellt.

Unter den gleichen Bedingungen mit Glucose statt Glycerin als C-Quelle waren die spezifischen Pro-

duktivitäten für die Ectoin-Produktion mit E. coli pASK_ectABCDm niedriger, da weniger Ectoin

und mehr Biomasse im gleichen Zeitraum produziert wurde (vgl. Abb. 3.17). Für 0,5%NaCl ergab

sich fünf Stunden nach Induktion eine maximale spezifische Produktivität von 261,4mg/(gTBMxh)

und für 0,25% ein Wert von 238,6mg/(gTBMxh). Hierbei ist zu beachten, dass bei Anzucht

mit Glucose neben Ectoin zusätzlich die Vorstufe ADABA im Medium akkumuliert wurde (ca.

1,5mM). Allerdings würden die spezifischen Produktivitäten auch unter Einbeziehung von ADABA

immer noch etwas kleiner ausfallen. Neben der geringeren Produktivität und der extrazellulä-

ren ADABA-Akkumulation war ein weiterer Unterschied der schnellere Verbrauch von Glucose

verglichen mit Glycerin (vgl. Abb. 3.16 und 3.17). Nach 12 Stunden Wachstum mit 0,5%NaCl

waren schon 83% der eingesetzten Glucose verbraucht, während erst 45% der äquimolaren Menge

Glycerin verwendet worden waren. Gleichzeitig war bei Anzucht mit Glucose zu diesem Zeitpunkt

bereits ADABA im Medienüberstand nachweisbar. Nach 16 Stunden war keine Glucose mehr im
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Medium übrig, aber erst 81% Glycerin verbraucht. Bei einer Salinität von 0,25% konnten diese

Unterschiede ebenfalls festgestellt werden.

In MM63 mit Glycerin und 0,25 bzw. 0,5%NaCl waren neben der spezifischen Produktivität auch

die anderen Produktionsdaten zur heterologen Ectoin-Produktion mit E. coli pASK_ectABCDm

ähnlich und sind für 0,5%NaCl in Tab. 3.2 bzw. für 0,25% in Tab. 7.2 im Anhang aufgeführt.

Dabei wurden die C- und N-Bilanzen wie zuvor für die Hydroxyectoin-Produktion mit E. coli

pASK_ectABCDask berechnet (vgl. 3.2.2.2).

Entsprechend der C-Bilanz (total) für den Ectoin-Produzenten sind insgesamt 59% der einge-

setzten C-Quelle in TBM und Ectoin (extrazellulär) geflossen, während die restlichen 41% für die

Energiegewinnung verwendet wurden (vgl. Tab. 3.2). Bei der separaten C-Bilanz der TBM- und

Ectoin-Produktion zeigte sich im Vergleich zum Kontrollstamm E. coli pASK-IBA3, dass 1,65 g

Glycerin (0,64 gC) für 0,62 gTBM (0,30 gC = 47%) verbraucht wurden. Von den verbleibenden

3 g Glycerin (1,17 gC) sind 67% in das Produkt Ectoin (0,78 gC) geflossen. Demnach waren, wie

im Fall der heterologen Hydroxyectoin-Produktion, drei Moleküle Glycerin (9C) erforderlich, um

ein Molekül Ectoin (6C) zu synthetisieren.

Die N-Bilanz zeigte mit einem Verbrauch von 90% der eingesetzten N-Quelle, dass sich auch

E. coli pASK_ectABCDm unter diesen Bedingungen nahe der N-Limitierung befand (vgl. Tab. 3.2).

Tab. 3.2: Produktionsdaten zu E. coli pASK_ectABCDm in MM63-0,5 mit Glycerin
Die maximale spezifische Produktivität ergab sich für den Zeitraum 3 - 7 h nach Induktion (mittlere
exponentielle Phase, vgl. Abb. 3.16 D). Kohlenstoff (C)- und Stickstoff (N)-Bilanz wurden mit einem
C:N-Verhältnis von 48:12% in der Trockenbiomasse (TBM) von E. coli bestimmt. Die separate C-Bilanz
für TBM bzw. Ectoin wurde anhand des Ertrags von 2,66 g Glycerin/gTBM des Kontrollstamms E. coli
pASK-IBA3 berechnet. Der ADABA-Anteil (1%) wurde vernachlässigt. Y(X+E)/S: Ertrag von TBM (X)
und Ectoin (E) über C-Quelle (S), YE/S: Ertrag von Ectoin (E) über C-Quelle (S)

Wachstumsrate [h-1] 0,23 ± 0,02
C-Quelle im Medium [g/L] 4,65 (1,82C)
TBM [g/L] 0,62 ± 0,07
Ectoin (extrazellulär) [g/L] 1,54 ± 0,16
Ertrag Y(X+E)/S [g/g] 0,46
Ertrag YE/S [g/g] 0,33
Ectoin (extrazellulär) [g/gTBM] 2,47 ± 0,37
spezifische Produktivität [mg/(gTBMxh)] 352,9 ± 1,3

C-Bilanz (total) [C in g/L] 0,30 in TBM
0,78 in Ectoin
total 59% der C-Quelle (1,82)

C-Bilanz (separat) [C in g/L] 0,64 der C-Quelle für 0,30 in TBM (=47%)
(verglichen mit Kontrollstamm)
1,17 der C-Quelle für 0,78 in Ectoin (= 67%)

N-Bilanz (total) [N in g/L] 0,08 in TBM
0,30 in Ectoin
total 90% der N-Quelle (0,42)
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Bei Wachstum in MM63 mit doppelter Menge Glycerin und einem C:N-Verhältnis von ca. 8:1

(3,64 gC/0,42 gN) erreichte der Ectoin-Produzent eindeutig die N-Limitierung. Im Vergleich zum

üblich verwendeten Medium mit einem C:N-Verhältnis von ca. 4:1 (1,82 gC/0,42 gN) und Eintreten

der C-Limitierung wurden lediglich etwas mehr Ectoin und TBM produziert (vgl. Abb. 3.18).

Außerdem waren in der stationären Phase noch etwa 40% der C-Quelle im Medium vorhanden,

während entsprechend der N-Bilanz die gesamte N-Quelle verbraucht worden war (Daten nicht

gezeigt). In MM63 mit der dreifachen Glycerin-Menge und einem C:N-Verhältnis von etwa 6:1

(5,46 gC/0,84 gN) konnte die TBM verdoppelt und die extrazelluläre Solutkonzentration (3,94 g/L)

um den 2,5-fachen Wert gesteigert werden. Dabei ergab sich ein hoher Anteil an ADABA (37%).

Aber auch bei diesem C:N-Verhältnis konnten noch 34% der C-Quelle im Medienüberstand

detektiert werden und entsprechend der N-Bilanz war der Produktionsstamm N-limitiert (nicht

dargestellt).
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Abb. 3.18: Wachstum und heterologe Produktion mit variablem C:N-Verhältnis
E. coli pASK_ectABCDm wurde in MM63-0,5 mit steigender Glycerin-Konzentration und einem C:N-
Verhältnis von ca. 4:1 (1,82 gC/0,42 gN), 8:1 (3,64 gC/0,42 gN) bzw. 6:1 (5,46 gC/0,84 gN) kultiviert.
Nach Zellernte in der stationären Phase wurden die Medienüberstände mittels HPLC analysiert und die
Trockenbiomasse (TBM), die extrazelluläre Solut- und Glycerin-Konzentration (g/L) sowie die Wachs-
tumsrate (h-1) bestimmt. Das arithmetische Mittel mit Standardabweichung aus mind. drei Experimenten
ist dargestellt.

Insgesamt konnte die heterologe Ectoin-Produktion mit E. coli pASK_ectABCDm im Schüttel-

kolben (Batch-Kultur) durch Veränderung der Produktionsbedingungen deutlich verbessert werden.

In MM63 mit 50mM Glycerin als C-Quelle und geringer NaCl-Konzentration (0,25 - 0,5%) bei

37 °C sowie einer frühen Induktion (OD600 0,30 - 0,35) wurden die bisher höchsten extrazellulären

Produktausbeuten mit einem Anteil von 99 - 100% Ectoin erreicht.
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3.3.2 Produktion von Ectoin mittels Fed-Batch-Fermentation

Neben der Optimierung der Produktionsbedingungen im Schüttelkolben (Batch-Kultur) sollte

die heterologe Ectoin-Produktion mit einer höheren Zelldichte und unter kontrollierten Wachs-

tumsbedingungen (pH, Temperatur, O2-Zufuhr) im 1L-Fermenter verfolgt werden. Für die Wachs-

tumsversuche im Schüttelkolben wurde zwar das gepufferte Minimalmedium MM63 (KH2PO4,

KOH) mit einem pH-Wert von 7,0 - 7,1 verwendet, aber in der stationären Phase war der pH-Wert

der Kulturen trotzdem auf 6,4 - 6,6 gesunken. Im Fermenter sollte eine bessere Kontrolle sowie

Anpassung des pH-Werts und darüber hinaus eine günstigere O2-Versorgung als im Schüttel-

kolben ermöglicht werden. Die Experimente zur Ectoin-Produktion im Schüttelkolben haben auch

gezeigt, dass eine erhöhte Wachstumsrate sowie eine hohe Anfangskonzentration von Glycerin

aufgrund der extrazellulären ADABA-Akkumulation von Nachteil sind. Daher wurden für die

Fed-Batch-Fermentation mit E. coli pASK_ectABCDm, wie unter den optimierten Bedingun-

gen im Schüttelkolben, 50mM Glycerin als Anfangskonzentration gewählt und erst im späteren

Wachstumsverlauf erneut C-Quelle hinzugegeben.

In Anlehnung an MM63 wurde ein ungepuffertes Fermentationsmedium mit 0,5%NaCl konzi-

piert, das ein anfängliches C:N-Verhältnis von 1,8:1,0 und alle Komponenten für mind. die 2,5-fache

Anfangskonzentration der C-Quelle aufweist. Dabei wurde ein Verbrauch von 40% C-Quelle für

die Energiegewinnung angenommen (vgl. Tab. 3.2). Der pH-Wert wurde automatisch mit 1MHCl

bzw. 2,7MNH3-Lösung auf 6,9 - 7,1 eingestellt, wodurch im Verlauf der Fermentation eine zusätz-

liche N-Quelle zur Verfügung stand. Um die Plasmidstabilität und die heterologe Expression des

A. cryptum-Genclusters über die gesamte Wachstumsdauer zu gewährleisten, wurden Carbenicillin

und AHT zu Beginn und im späteren Verlauf der Fermentation zugegeben.

Die Ergebnisse zur Ectoin-Produktion im Schüttelkolben mit 0,5%NaCl und 50mM Glycerin

konnten nach 15 Stunden Fermentation, bei Erreichen der stationären Phase, reproduziert werden.

Im Schüttelkolben wurde in der stationären Phase eine extrazelluläre Ectoin-Konzentration von

10,8mM (1,54 g/L) erzielt (vgl. Abb. 3.16 C und Tab. 3.2). Bei der Fermentation konnten nach 15

Stunden, als 50mM Glycerin nahezu verbraucht waren, ebenfalls 1,54 g Ectoin pro L sowie eine

geringe ADABA-Konzentration von 0,13 g/L im Medium detektiert werden (vgl. Abb 3.19).

Zu diesem Zeitpunkt wurde erneut Glycerin zugegeben. Zunächst war jedoch kein Anstieg der

OD600 erkennbar und die extrazelluläre Ectoin-Konzentration nahm nur langsam zu. Stattdessen

konnte eine stetig ansteigende Akkumulation der Vorstufe ADABA und von Acetat im Medium

festgestellt werden. Beim vollständigen Verbrauch der C-Quelle (nach 26 h) waren 1,82 g Ectoin,

0,64 g ADABA und 0,58 g Acetat pro L im Medium vorhanden. Auch nach erneuter Zugabe

von AHT und Glycerin stieg die extrazelluläre Ectoin-Konzentration nur noch geringfügig an

und blieb im weiteren Fermentationsverlauf unverändert (2,06 g/L). Demgegenüber nahm die

Zelldichte zu und ADABA sowie Acetat wurden weiter im Medium angehäuft. Die extrazelluläre

Acetat-Konzentration nahm zwischenzeitlich, wenn Glycerin weniger wurde, wieder ab, was im

Zeitraum von 37 bis 46 Stunden der Fermentation deutlich zu erkennen ist.
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Abb. 3.19: Heterologe Ectoin-Produktion mittels Fed-Batch-Fermentation
E. coli pASK_ectABCDm wurde in Fermentationsmedium mit Glycerin und 0,5%NaCl unter kontrol-
lierten Bedingungen (37 °C, 300 rpm, pH 6,9 - 7,1) im 1L-Fermenter kultiviert. Der pH-Wert wurde mit
1MHCl bzw. 2,7MNH3-Lösung eingestellt. Der Wachstumsverlauf ist anhand des natürlichen Logarith-
mus der OD600 (gemessen in Küvette) gezeigt und die Zeitpunkte der AHT-Induktion (schwarze Pfeile)
sowie der Zugabe von Glycerin (weiße Pfeile) sind markiert. Medienüberstände wurden mittels HPLC
analysiert und der Verbrauch der C-Quelle sowie die extrazelluläre Solutkonzentration (g/L) bestimmt.

Nach 52 Stunden war auch für ADABA keine weitere Zunahme zu verzeichnen und die Fermen-

tation wurde beendet. Schlussendlich ergaben sich eine OD600 von 3,6 sowie eine extrazelluläre

ADABA- und Ectoin-Konzentration von 2,15 bzw. 2,06 g/L. Zu diesem Zeitpunkt waren noch 0,8 g

der eingesetzten C-Quelle (etwa 12,5 g/L) und 1,7 g Acetat pro L im Medium enthalten. Demnach

sind ca. 75% der verbrauchten C-Quelle in Biomasse und extrazelluläre Solute geflossen, während

die restlichen 25% für die Energiegewinnung benötigt wurden.

Bei einer erneuten Fed-Batch-Fermentation unter den gleichen Wachstumsbedingungen zeigte

sich ein ähnlicher Fermentationsverlauf, bei dem nach 20-stündigem Wachstum ebenfalls kaum

noch und später gar kein Ectoin mehr produziert wurde. Stattdessen nahm die Biomasse zu und

ADABA sowie Acetat wurden vermehrt im Medium akkumuliert (Daten nicht gezeigt). Unter den

gegebenen Wachstumsbedingungen scheint EctC nicht mehr intakt gewesen zu sein oder konnte

zumindest nicht mehr die Reaktion von ADABA zu Ectoin katalysieren, so dass die Vorstufe

ADABA ins Medium verloren ging und dort angehäuft wurde.
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3.3.3 Ectoin-Produktion mit ruhenden Zellen

Die heterologe Ectoin-Produktion mit ruhenden Zellen wurde ebenfalls untersucht. Dazu wurde

sich an den Arbeiten von He et al. (2015) orientiert, die eine Ganzzellbiokatalyse von Aspartat und

Glycerin zu Ectoin in E. coli BW25113 mit dem Ectoin-Gencluster aus H. elongata durchgeführt

haben. E. coli pASK_ectABCDm wurde im Schüttelkolben mit MM63 und 37 °C angezogen,

bei einer OD600 von 0,6 mit AHT induziert und für weitere sieben Stunden bei 30 °C inkubiert.

Anschließend wurden die Zellen abzentrifugiert und in ReaktionspufferG (100mM Kaliumphosphat-

Puffer pH 7, 100mM Aspartat, 100mM Glycerin) überführt (OD600 von 5). Die Ganzzellbiokatalyse

mit den ruhenden Zellen erfolgte über einen Zeitraum von 40 Stunden bei 30 °C und 180 rpm im

Schüttelkolben (vgl. Abb. 3.20).
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Abb. 3.20: Ganzzellbiokatalyse von Aspartat und Glycerin zu Ectoin mit ruhenden Zellen
Nach Anzucht in MM63 bei 37 °C, Induktion bei OD600 0,6 und weiteren 7 h Wachstum bei 30 °C wurde
E. coli pASK_ectABCDm geerntet und in ReaktionspufferG (100mM Kaliumphosphat-Puffer pH 7,
100mM Aspartat, 100mM Glycerin) überführt (OD600 5). Die Ganzzellbiokatalyse erfolgte bei 30 °C
im Schüttelkolben. Überstandsproben wurden mittels HPLC analysiert und der Verbrauch des Substrats
(Aspartat, Glycerin) sowie die extrazelluläre Solutkonzentration in mM bestimmt.

Die extrazelluläre Ectoin-Konzentration stieg in den ersten fünf Stunden der Ganzzellbiokatalyse

steil an, nahm dann nur noch langsam zu und blieb nach 25 Stunden nahezu unverändert

(ca. 10mM). Eine Akkumulation von ADABA im Reaktionspuffer war ebenfalls zu beobachten.

Allerdings stieg die extrazelluläre ADABA-Konzentration erst nach fünf Stunden an, als die

Zunahme von Ectoin langsamer wurde, und lag nach 40 Stunden bei 2,5mM. Entgegen den

Erwartungen wurde auch Glutamat während der Ganzzellbiokatalyse extrazellulär akkumuliert.

Dabei ergab sich ein ähnlicher Verlauf wie für Ectoin und eine Endkonzentration von etwa 9mM.

Außerdem konnte nach 20 Stunden kein Glycerin mehr in den Überstandsproben detektiert werden.

Demgegenüber waren nach 40 Stunden immer noch fast 40mM Aspartat im Reaktionspuffer

vorhanden, aber mit den ruhenden Zellen erfolgte keine weitere Umsetzung zu Ectoin.
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Mit einer 1H-NMR-Spektroskopie wurde kontrolliert, ob noch weitere Verbindungen während

der Ganzzellbiokatalyse im Reaktionspuffer akkumuliert wurden (vgl. Abb. 7.2 im Anhang).

Dafür wurden die letzten drei Überstandsproben mit einer ähnlichen Zusammensetzung (25 - 40 h)

vereinigt, um eine möglichst hohe Konzentration für die NMR-Messung zu erhalten. Anhand

des 1H-NMR-Spektrums konnten neben den bereits genannten Verbindungen noch Acetat und

α-ADABA nachgewiesen werden, wobei Acetat mit etwa 20mM in hoher Konzentration und

α-ADABA nur in verschwindend geringen Mengen vorlag (vgl. Abb. 7.2).

Unter den getesteten Bedingungen, sowohl im Fermenter als auch bei der Ganzzellbiokatalyse

mit ruhenden Zellen, war die heterologe Produktion von Ectoin ab einem bestimmten Zeitpunkt

unterbrochen. Stattdessen wurden ADABA sowie Acetat extrazellulär akkumuliert, was auf ein

Ungleichgewicht des Stoffwechsels und der heterologen Produktion hindeutet. Um zu überprüfen,

ob die ausbleibende Ectoin-Produktion und gleichzeitige Anhäufung von ADABA direkt mit der

Menge an EctC zusammenhängen, sollte die heterologe Expression von ectC gesteigert werden.
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3.3.4 Steigerung der heterologen Expression von ectC

3.3.4.1 Expression von ectC unter Kontrolle eines separaten tet-Promotors

Zur Überprüfung, ob durch eine Steigerung der Expression von ectC die extrazelluläre ADABA-

Akkumulation unterbunden werden kann, wurde ein neuer Expressionsvektor mit ectAB und

ectC jeweils unter Kontrolle eines tet-Promotors konstruiert. Im bisherigen Expressionsvektor

pASK_ectABCDm befindet sich das A. cryptum-Gencluster unverändert stromabwärts des tet-

Promotors. Im neuen Vektor pASK_ectAB-C sollte mit Hilfe des zusätzlichen tet-Promotors

vor ectC dessen Transkriptionsrate im besten Fall erhöht werden. Die Konstruktion von

pASK_ectAB-C erfolgte in einer zweistufigen Klonierung (vgl. Abb. 3.21).

A. cryptum Genom

ectAB (1880 bp)

f_acry_Xba

r_ectAB_Nco

XbaI +  NcoI

Ligation

ectC (484 bp)

f_ectC_SOE_E

r_ectC_Hind

f_pASK_Ptet

r_Ptet_SOE

f_Ptet_Nco

r_ectC_Hind

Ptet-ectC (590 bp)

Ptet_pASK (517 bp)

NcoI +  HindIII

Ligation

pASK-IBA3

3226 bp

pASK_ectAB

5005 bp

pASK_ectAB-C

5539 bp

Abb. 3.21: Konstruktion des Expressionsvektors pASK_ectAB-C
Die Gene ectAB wurden mittels PCR aus genomischer DNA von A. cryptum amplifiziert und über die
Restriktionsschnittstellen XbaI sowie NcoI in pASK-IBA3 stromabwärts des tet-Promotors (Ptet) inte-
griert. Der entstandene Vektor pASK_ectAB war Ausgangsvektor für die zweite Klonierung. Das Gen
ectC von A. cryptum wurde in einer SOE-PCR mit Ptet aus pASK-IBA3 fusioniert, über die Schnitt-
stellen NcoI sowie HindIII in pASK_ectAB stromabwärts von ectB eingebracht und somit der Vektor
pASK_ectAB-C konstruiert. AmpR: Ampicillinresistenz, TetR: Tet-Repressor, ori: Replikationsursprung
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Im ersten Schritt wurden die Gene ectAB mit den Primern f_acry_Xba und r_ectAB_Nco

aus genomischer DNA von A. cryptum amplifiziert und über die mit den Primern eingefügten

Restriktionsschnittstellen XbaI sowie NcoI in den Vektor pASK-IBA3 integriert. Für die PCR wurde

der gleiche 5’-Primer benutzt wie im Fall von pASK_ectABCDm, so dass der Sequenzbereich von

tet-Promotor und ectAB in beiden Vektoren identisch ist. Der konstruierte Vektor pASK_ectAB

diente als Ausgangsvektor für den zweiten Klonierungsschritt. Das Gen ectC von A. cryptum

wurde in einer SOE-PCR mit dem tet-Promotor aus pASK-IBA3 fusioniert und über die zuvor

eingefügten Schnittstellen NcoI sowie HindIII in den Vektor pASK_ectAB stromabwärts von

ectB eingebracht. Die erfolgreiche Klonierung des Expressionsvektors pASK_ectAB-C und des

Ausgangsvektors pASK_ectAB wurde mit Restriktionsanalysen überprüft und die korrekte Sequenz

durch Sequenzierung bestätigt. Ein Sequenzausschnitt von pASK_ectAB-C ist in Abb. 7.5 im

Anhang gezeigt. Das Gen ectD wurde bei der Konstruktion des neuen Expressionsvektors nicht

berücksichtigt, da es für die heterologe Produktion von Ectoin in E. coli nicht benötigt wird.

Wachstumsversuche mit dem neuen Produktionsstamm E. coli pASK_ectAB-C zeigten keine

Verbesserung der heterologen Ectoin-Produktion im Vergleich zum bisherigen Ectoin-Produzenten

E. coli pASK_ectABCDm (vgl. Abb. 3.22).
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Abb. 3.22: Produktion mit E. coli pASK_ectAB, pASK_ectAB-C und pASK_ectABCDm
Die Produktionsstämme wurden in MM63-0,5 mit Glycerin kultiviert. Die Induktion erfolgte mit einer
AHT-Konzentration von 0,2 (Standardkonzentration), 0,4 bzw. 0,6µg/mL. Nach Ernte in der statio-
nären Phase wurden die Medienüberstände mittels HPLC analysiert und der extrazelluläre Solutgehalt
(mmol/gTrockenbiomasse (TBM)) sowie die Wachstumsrate (h-1) bestimmt. Das arithmetische Mittel
mit Standardabweichung aus mind. drei Experimenten ist gezeigt.

Im Gegenteil, unter optimalen Bedingungen in MM63-0,5 mit Glycerin, die normalerweise keine

ADABA-Akkumulation zur Folge haben, hatte E. coli pASK_ectAB-C große Mengen der Ectoin-

Vorstufe im Medium angehäuft und der extrazelluläre Solutgehalt war insgesamt niedriger.
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Ähnliche Ergebnisse zeigten sich bei Wachstum mit Glucose, wo für E. coli pASK_ectABCDm

eine ADABA-Akkumulation beobachtet wurde, aber diese im Fall des neuen Produktionsstamms

deutlich höher ausfiel (nicht gezeigt). Durch Erhöhung der AHT-Konzentration verschob sich

bei E. coli pASK_ectAB-C das Verhältnis von ADABA und Ectoin zu Gunsten von Ectoin (vgl.

Abb. 3.22). Allerdings ergab sich für die dreifache Menge des Induktors immer noch ein ADABA-

Anteil am extrazellulären Solutgehalt von 15%. Im Fall von E. coli pASK_ectABCDm konnte

kein Einfluss der AHT-Konzentration auf den extrazellulären Solutgehalt festgestellt werden.

Mit dem Vektor pASK_ectAB, der als Zwischenprodukt bei der Klonierung entstand, wurde

erwartungsgemäß nur ADABA produziert (13,2mmol/gTBM). Dabei fiel der extrazelluläre Solut-

gehalt bezogen auf TBM geringer aus als bei E. coli pASK_ectABCDm, weil mehr Biomasse

gebildet wurde. Die extrazelluläre Solutkonzentration hingegen war in der gleichen Größenordnung

(vgl. Abb. 3.23). Bei E. coli pASK_ectAB-C war eine deutliche Korrelation zwischen der steigenden

AHT-Menge und der abnehmenden ADABA- sowie zunehmenden Ectoin-Konzentration erkennbar.

Die TBM-Produktion hingegen blieb gleich.
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Abb. 3.23: Solutkonzentration und TBM bei variabler AHT-Menge
E. coli pASK_ectAB, pASK_ectAB-C und pASK_ectABCDm wurden in MM63-0,5 mit Glycerin kul-
tiviert. Die Induktion erfolgte mit einer AHT-Konzentration von 0,2 (Standardkonzentration), 0,4 bzw.
0,6µg/mL. Nach Ernte in der stationären Phase wurden die Medienüberstände mittels HPLC analy-
siert. Dargestellt sind die extrazelluläre Solutkonzentration (mM) und Trockenbiomasse (TBM, g/L).
Das arithmetische Mittel mit Standardabweichung aus mind. drei Experimenten wurde bestimmt.

Daran anschließend wurde die heterologe Produktion mit E. coli pASK_ectAB-C im direkten

Vergleich zu E. coli pASK_ectABCDm auf Proteinebene untersucht. Dazu wurden die Produk-

tionsstämme und E. coli pASK-IBA3 als Negativkontrolle in MM63-0,5 mit Glycerin kultiviert und

das lösliche Zellprotein aus Kulturproben vor und nach Induktion mittels SDS-PAGE analysiert

(vgl. Abb. 3.24). Soweit die SDS-PAGE eine Beurteilung zulässt, ist kein wesentlicher Unterschied

zwischen dem neuen Produktionsstamm mit ectC unter Kontrolle eines separaten tet-Promotors
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und dem bisherigen Produktionsstamm auf Proteinebene zu erkennen.

Die mutmaßliche Bande von EctB (46,5 kDa) war, bis auf bei der Negativkontrolle, nach

Zugabe des Induktors vorhanden und 17 Stunden nach Induktion (stationäre Phase) am stärksten

ausgeprägt. EctC (14,7 kDa) konnte anhand anderer Proteinanalysen, bei denen die EctC-Bande

eindeutig identifiziert wurde (vgl. Abb. 3.27), einer Bande zwischen 15 und 20 kDa zugeordnet

werden. Die Negativkontrolle zeigte zwar auf der gleichen Höhe eine Proteinbande in den Proben

der stationären Phase (17, 24 h), aber drei und sieben Stunden nach Induktion fehlte diese Bande.

Bei den Produktionsstämmen hingegen war die Bande zu diesen Zeitpunkten vorhanden und

vor Induktion nicht sichtbar. Weiterhin war für die mutmaßliche EctC-Bande eine Abnahme der

Intensität 17 und 24 Stunden nach Induktion auszumachen, die im Fall von E. coli pASK_ectAB-C

etwas deutlicher zu sein schien.

Bei der unmittelbar darüber liegenden Proteinbande, die nur in den Proben der beiden

Produktionsstämme nach AHT-Zugabe sichtbar war, könnte es sich um EctA (18,0 kDa) handeln.

Zum einen unterscheidet sich das theoretische Molekulargewicht beider Proteine nur wenig

voneinander. Zum anderen war die EctC-Bande auf einer höheren Position im Proteingel zu

finden, als anhand des Molekulargewichts zu erwarten wäre. Die mutmaßlichen Proteinbanden

von EctA, EctB und EctC waren bei beiden Stämmen auch in der unlöslichen Proteinfraktion von

Proben aus der stationären Phase sichtbar (nicht dargestellt).
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Abb. 3.24: SDS-PAGE zu E. coli pASK_ectAB-C und pASK_ectABCDm
Dargestellt ist das lösliche Zellprotein (20µg) im Wachstumsverlauf von E. coli pASK_ectAB-C (ectC
mit separatem tet-Promotor), pASK_ectABCDm (ectC direkt hinter ectB) und pASK-IBA3 (Negativ-
kontrolle). Die Anzucht erfolgte in MM63-0,5 mit Glycerin. Das lösliche Zellprotein wurde aus Proben
vor Zugabe von 0,4µg AHT/mL (0 h) sowie 3, 7, 17 und 24 h nach Induktion gewonnen. Die mutmaßli-
chen Banden von EctA (18,0 kDa), EctB (46,5 kDa) und EctC (14,7 kDa) sind mit Pfeilen markiert. M:
PageRuler Unstained Low Range Protein Ladder
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Die Ergebnisse der Wachstumsversuche und Proteinanalyse haben gezeigt, dass keine Steige-

rung der heterologen Produktion erreicht werden kann, wenn ectC unter Kontrolle eines separa-

ten tet-Promotors exprimiert wird (pASK_ectAB-C) anstatt wie im ursprünglichen A. cryptum-

Gencluster direkt stromabwärts von ectB vorzuliegen (pASK_ectABCDm). Im Folgenden sollte

die heterologe Expression von ectC durch eine erhöhte Translation gesteigert werden.

3.3.4.2 Expression von ectC mit separatem tet-Promotor und optimierter RBS

Bei der Initiation der Translation, einem hoch regulierten und limitierenden Schritt der Protein-

biosynthese, spielt die Ribosomenbindestelle (RBS) eine wichtige Rolle, indem sie die Bindung

zwischen mRNA und 16s rRNA der 30S-Untereinheit des Ribosoms ermöglicht (Shine & Dalgarno,

1974; Steitz & Jakes, 1975). Die RBS befindet sich stromaufwärts des Startcodons in der mRNA

und beinhaltet die Shine-Dalgarno-Sequenz (SD-Sequenz), die komplementär zum 3’-Ende der

16S rRNA des Ribosoms ist.

Zur Steigerung der Expression von ectC auf Translationsebene wurde neben dem separaten

tet-Promotor zusätzlich eine optimierte RBS stromaufwärts von ectC eingebracht. Im Expressions-

vektor pASK_ectABCDm befindet sich die aus A. cryptum stammende potenzielle RBS vor ectC

(vgl. Abb. 7.4 im Anhang). Im Fall von pASK_ectAB-C wurde zusammen mit dem tet-Promotor

die putative RBS aus pASK-IBA3 stromaufwärts von ectC integriert und gleichzeitig die mutmaß-

liche RBS aus A. cryptum entfernt (vgl. Abb. 7.5 im Anhang). Für die Konstruktion des neuen

Expressionsvektors pASK_ectAB-RectC wurde die RBS aus dem Vektor pET-22b(+) vor ectC

eingefügt (vgl. Abb. 7.6 im Anhang). Diese hoch effiziente RBS stammt ursprünglich aus dem

Bakteriophagen T7 und ermöglicht im pET-System zusammen mit dem T7-Promotor eine hohe

Produktion rekombinanter Proteine. Für die Expression von ectC aus A. cryptum im pET-System

(pET-22b_ectC_Acr_His) konnte in vorherigen Experimenten bereits gezeigt werden, dass EctC

in großen Mengen und in aktiver Form produziert wird (Moritz, 2012).

Um die Effizienz der Translation einschätzen zu können, wurden die theoretischen

Translationsinitiations-Raten (Ti-Raten) für ectC in den verschiedenen Expressionsvektoren mit

dem Online-Tool RBS Calculator bestimmt (Salis et al., 2009; Espah Borujeni et al., 2014).

Dabei wurde vom Transkriptionsstartpunkt des tet-Promotors ausgegangen, der sich im Fall

von pASK_ectAB-C und pASK_ectAB-RectC vor ectC befindet. Bei pASK_ectABCDm liegt

dieser stromaufwärts von ectA und es wurde ein ectABC -Kotranskript angenommen. Für ectC im

Vektor pASK_ectAB-C ergab sich mit einem relativen Wert von 106 die niedrigste theoretische

Ti-Rate. Bei pASK_ectABCDm war die theoretische Ti-Rate für ectC 25 mal höher (2694). Im

Fall von pASK_ectAB-RectC wurde mit 43951 der höchste Wert ermittelt, der mehr als 400-fach

höher ist als bei pASK_ectAB-C. Mit dieser Aussicht auf eine potenziell erhöhte Translation von

ectC wurde der Vektor pASK_ectAB-RectC in einer zweistufigen Klonierung konstruiert (vgl.

Abb. 3.25).
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NcoI +  HindIII

Ligation

RBS- ectC-His (573 bp)

f_Ptet_Nco

r_RBS-ectC_Hind

XbaI +  HindIII

Ligation

Ptet-RBS-ectC (568 bp)

pASK-IBA3

3226 bp

pASK_ectAB

5005 bp

pASK_ectAB-RectC

5517 bp

pASK_RBS-ectC-Acry

3611 bp

pET-22b_ectC_Acr_His

5763 bp

T7 Promotor Primer

His_rev_Hind

Abb. 3.25: Konstruktion des Expressionsvektors pASK_ectAB-RectC
Das Gen ectC wurde mit der Sequenz des C-terminalen His-Tags und der stromaufwärts gelegenen
Ribosomenbindestelle (RBS) aus pET-22b_ectC_Acr_His amplifiziert und über die Restriktionsschnitt-
stellen XbaI sowie HindIII in pASK-IBA3 stromabwärts des tet-Promotors (Ptet) eingebracht. Aus dem
entstandenen Vektor pASK_RBS-ectC-Acry wurde ectC mit Ptet und RBS, aber ohne Sequenz für
den His-Tag, mittels PCR amplifiziert. Das Insert wurde über die Schnittstellen NcoI sowie HindIII in
den Vektor pASK_ectAB hinter ectB integriert und somit der Vektor pASK_ectAB-RectC konstruiert.
AmpR: Ampicillinresistenz, lacI: Lac-Repressor, ori: Replikationsursprung, TetR: Tet-Repressor

Als Ausgangsvektoren für den ersten Klonierungsschritt dienten pET-22b_ectC_Acr_His und

pASK-IBA3. Das aus A. cryptum stammende ectC, welches C-terminal die Sequenz für einen His-

Tag besitzt, wurde mit der stromaufwärts gelegenen RBS aus dem Vektor pET-22b_ectC_Acr_His

mittels PCR amplifiziert. Das PCR-Produkt wurde über die Restriktionsschnittstellen XbaI

sowie HindIII in pASK-IBA3 stromabwärts des tet-Promotors integriert (vgl. Abb. 3.25). Die

erfolgreiche Klonierung des Vektors pASK_RBS-ectC-Acry konnte durch Restriktionsanalysen

und Sequenzierung bestätigt werden.

Mit dem Vektor pASK_RBS-ectC-Acry wurde zunächst die heterologe Expression von ectC

unter den veränderten Bedingungen und unabhängig von den Genen ectAB untersucht. Dazu

wurden Proben mit dem löslichen Zellprotein von E. coli pASK_RBS-ectC-Acry vor und nach
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Induktion mittels SDS-PAGE und Western Blot analysiert (vgl. Abb. 3.26). Eine deutliche

Proteinbande, die weder bei E. coli pASK-IBA3 (Negativkontrolle) noch vor Induktion zu sehen

war, konnte dem Fusionsprotein aus EctC und C-terminalem His-Tag (EctC-His) zugeordnet

werden. Die Proteinbande war sowohl 6,5 Stunden als auch 18 Stunden nach Induktion am

stärksten ausgeprägt und zeigte in der Probe 25 Stunden nach Induktion eine leichte Abnahme

der Intensität. Außerdem konnte EctC-His in der unlöslichen Proteinfraktion von Proben aus der

stationären Phase detektiert werden (nicht gezeigt). Eine deutlich schwächere Bande unterhalb der

von EctC-His war ebenfalls nur in Proben von E. coli pASK_RBS-ectC-Acry nach Zugabe des

Induktors vorhanden. Diese Bande konnte auch beim Western Blot mit spezifischen Antikörpern

gegen den His-Tag detektiert werden, was auf ein verkürztes Fusionsprotein hindeutet. Insgesamt

zeigte sich anhand des Proteingels nach Coomassie-Färbung eine hohe Produktion von EctC-His,

die auch mittels Western Blot bestätigt werden konnte.

E. coli pASK_RBS-ectC-Acry E. coli pASK-IBA3

M       0 h       3,5 h     6,5 h    18 h     25 h      0 h       3,5 h    6,5 h     18 h
kDa

100 -

30 -

25 -

20 -

15 -

A)

B)

Abb. 3.26: SDS-PAGE und Western Blot zu E. coli pASK_RBS-ectC-Acry
Der Produktionsstamm und E. coli pASK-IBA3 (Negativkontrolle) wurden in MM63-0,5 mit Glycerin
kultiviert. Das lösliche Zellprotein (20µg) wurde aus Proben vor Zugabe von 0,2µg AHT/mL (0 h)
sowie 3,5, 6,5, 18 und 25 h nach Induktion mittels SDS-PAGE (A) und Western Blot (B) analysiert. Die
Bande des Fusionsproteins aus EctC und C-terminalem His-Tag (EctC-His, 15,8 kDa) ist mit einem Pfeil
markiert. M: PageRuler Unstained Low Range Protein Ladder

Im Anschluss wurde in einem zweiten Klonierungsschritt der Vektor pASK_ectAB-RectC

konstruiert (vgl. Abb. 3.25). Das Gen ectC wurde zusammen mit dem tet-Promotor und der

RBS, aber ohne die Sequenz für den His-Tag, aus dem Vektor pASK_RBS-ectC-Acry mit den

Primern f_Ptet_Nco und r_RBS-ectC_Hind amplifiziert. Danach wurde das PCR-Produkt über

die Restriktionsschnittstellen NcoI sowie HindIII in den Vektor pASK_ectAB stromabwärts

von ectB integriert. Die erfolgreiche Klonierung des Expressionsvektors pASK_ectAB-RectC

wurde durch Restriktionsanalysen überprüft und die korrekte Sequenz mittels Sequenzierung

bestätigt. Ein Sequenzausschnitt von pASK_ectAB-RectC ist in Abb. 7.6 im Anhang dargestellt.
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Zunächst wurde die heterologe Expression der Gene ectABC auf Proteinebene untersucht.

E. coli pASK_ectAB-RectC wurde unter den gleichen Bedingungen wie die beiden anderen

Produktionsstämme zuvor kultiviert (vgl. 3.3.4.1) und das lösliche Zellprotein aus Proben vor und

nach Induktion mittels SDS-PAGE analysiert (vgl. Abb. 3.27).

E. coli pASK_ectAB-RectC E. coli pASK-IBA3

M        0 h       3 h       7 h     17 h     24 h      3 h      7 h     17 h      24 h
kDa

100 -

30 -

25 -

20 -

15 -

10 -

EctB

EctA
EctC

Abb. 3.27: SDS-PAGE des löslichen Zellproteins von E. coli pASK_ectAB-RectC
Dargestellt ist das lösliche Zellprotein (10µg) im Wachstumsverlauf von E. coli pASK_ectAB-RectC
(ectC mit separatem tet-Promotor und optimierter RBS) und E. coli pASK-IBA3 (Negativkontrolle).
Die Anzucht erfolgte in MM63-0,5 mit Glycerin. Das lösliche Zellprotein wurde aus Proben vor Zugabe
von 0,4µg AHT/mL sowie 3, 7, 17 und 24 h nach Induktion gewonnen. Die potenziellen Banden von EctA
(18,0 kDa), EctB (46,5 kDa) und EctC (14,7 kDa) sind mit Pfeilen markiert. M: PageRuler Unstained Low
Range Protein Ladder

Genau wie im Fall von E. coli pASK_RBS-ectC-Acry für EctC-His demonstriert werden konnte,

war in den Proben von E. coli pASK_ectAB-RectC nach Induktion eine sehr starke Proteinbande

sichtbar, deren Intensität im Wachstumsverlauf zunahm. Auf der gleichen Höhe war zwar auch

bei der Negativkontrolle in den Proben der stationären Phase (17, 24 h) eine schwache Bande

vorhanden, aber die Bande des Produktionsstamms konnte aufgrund der deutlichen Bandenstärke

und somit hohen Proteinmenge eindeutig EctC zugeordnet werden. Hierbei zeigte sich auch für

EctC ein anderes Laufverhalten im Proteingel, als anhand des theoretischen Molekulargewichts

(14,7 kDa) zu erwarten wäre. Im Vergleich zu E. coli pASK_ectABCDm und pASK_ectAB-C

konnte die Expression von ectC durch den zusätzlichen tet-Promotor in Kombination mit der

optimierten RBS deutlich gesteigert und eine wesentlich höhere Proteinmenge erzielt werden

(vgl. Abb. 3.24 und 3.27). Die potenziellen Banden von EctA und EctB waren im Fall von E. coli

pASK_ectAB-RectC nur schwach, wenn überhaupt im Proteingel zu erkennen. In der unlöslichen

Proteinfraktion hingegen waren alle drei Proteine in Proben aus der stationären Phase sichtbar

(nicht dargestellt).
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Anschließend wurde in Wachstumsversuchen mit E. coli pASK_ectAB-RectC der Einfluss der

gesteigerten ectC -Expression auf die Ectoin-Produktion untersucht. Dabei fiel auf, dass die

Wachstumsrate nach Induktion etwas geringer war als vor AHT-Zugabe, was bei den anderen

Produktionsstämmen nicht beobachtet wurde (Daten nicht gezeigt). Im direkten Vergleich zu E. coli

pASK_ectABCDm waren bei Anzucht mit Glycerin die Ausbeuten an Ectoin bezogen auf TBM

etwas höher (vgl. Abb. 3.28). Dies ist nicht auf eine höhere extrazelluläre Ectoin-Konzentration,

sondern auf eine bis zu 15% niedrigere TBM zurückzuführen (vgl. Abb. 3.29).

Allerdings war bei E. coli pASK_ectAB-RectC stets ein geringer Anteil an ADABA (4%)

im Medienüberstand vorhanden. Genau wie schon für E. coli pASK_ectABCDm festgestellt

werden konnte, zeigte sich auch im Fall des neuen Produktionsstamms kein signifikanter Einfluss

der steigenden AHT-Konzentration auf die heterologe Produktion. Im Vergleich zu E. coli

pASK_ectAB-C, der zwar auch einen zusätzlichen tet-Promotor, aber eine andere RBS vor ectC

besitzt, war eine deutliche Verbesserung der Ectoin-Produktion zu beobachten (vgl. Abb. 3.22 und

3.28). Der extrazelluläre Solutgehalt war höher und der ADABA-Anteil wesentlich geringer.
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Abb. 3.28: Vergleich von E. coli pASK_ectAB-RectC und pASK_ectABCDm
Die Produktionsstämme wurden in MM63-0,5 mit 25mM Glucose (Glu) oder 50mM Glycerin (Gly)
kultiviert. Die Induktion erfolgte mit einer AHT-Konzentration von 0,2 (Standardkonzentration), 0,4 bzw.
0,6µg/mL. Nach Ernte in der stationären Phase wurden die Medienüberstände mittels HPLC analysiert
und der extrazelluläre Solutgehalt (mmol/gTrockenbiomasse (TBM)) sowie die Wachstumsrate (h-1)
bestimmt. Das arithmetische Mittel mit Standardabweichung aus mind. drei Experimenten ist gezeigt.

Bei Wachstum mit Glucose zeigte sich ein signifikanter Unterschied in der heterologen

Produktion mit E. coli pASK_ectAB-RectC und pASK_ectABCDm. Bei etwa gleicher TBM

erreichte der Stamm mit gesteigerter EctC-Produktion eine geringere ADABA- und hö-

here Ectoin-Konzentration im Medium. Dies führte schlussendlich zu einem 16% höheren

extrazellulären Solutgehalt und einem deutlich reduzierten ADABA-Anteil von 3% gegenüber 18%.
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Abb. 3.29: Solute und TBM von E. coli pASK_ectAB-RectC und pASK_ectABCDm
Die Produktionsstämme wurden in MM63-0,5 mit 25mM Glucose (Glu) oder 50mM Glycerin (Gly)
kultiviert. Die Induktion erfolgte mit einer AHT-Konzentration von 0,2 (Standardkonzentration), 0,4 bzw.
0,6µg/mL. Nach Ernte in der stationären Phase wurden die Medienüberstände mittels HPLC analysiert.
Dargestellt sind die extrazelluläre Solutkonzentration (mM) und Trockenbiomasse (TBM, g/L) abhängig
von der AHT-Menge. Das arithmetische Mittel mit Standardabweichung aus mind. drei Experimenten
wurde bestimmt.

Insgesamt konnte anhand der Experimente demonstriert werden, dass die Steigerung der Expression

von ectC durch einen separaten tet-Promotor in Kombination mit einer optimierten RBS möglich

ist und zu einer deutlich höheren Proteinmenge führt. Allerdings war trotz der höheren Menge

an EctC ein kleiner ADABA-Anteil im Medium nachweisbar. Bei Anzucht mit Glucose konnte

eine höhere Ectoin-Ausbeute durch die gesteigerte ectC -Expression erzielt werden. Unter den

optimierten Bedingungen (Glycerin als C-Quelle) war die heterologe Produktion vergleichbar

zu der des Produktionsstamms E. coli pASK_ectABCDm, für den sich eine deutlich schwächere

EctC-Bande im Proteingel ergab. Im Folgenden wurden weitere Untersuchungen zum A. cryptum-

Gencluster auf Transkriptionsebene und zur Aktivität von EctC, vor allem im Hinblick auf die

extrazelluläre ADABA-Akkumulation, unternommen.
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3.3.5 RNA-Analyse des ectABCDask-Genclusters von A. cryptum

Zwei Aspekte sollten im Hinblick auf die heterologe Ectoin-Produktion mit dem A. cryptum-

Gencluster auf Ebene der Transkription untersucht werden. Um eine Aussage darüber treffen zu

können, wie die Transkription des Genclusters erfolgt und ob ein ectABC -Kotranskript gebildet

wird, sollte die Länge der mRNA-Transkripte analysiert werden. Bisher konnten mittels bioinfor-

matischer Datenanalyse nur zwei potenzielle σ70-abhängige Promotoren stromaufwärts von ectA

identifiziert werden (Moritz, 2012), was auf die Bildung einer polycistronischen mRNA hindeutet.

Außerdem sollte die Transkription der einzelnen Gene mittels RT-qPCR quantifiziert und die

Transkriptionsraten bei den verschiedenen Produktionsstämmen verglichen werden.

3.3.5.1 RNA-Analyse des A. cryptum-Genclusters in E. coli

Die Produktionsstämme und E. coli pASK-IBA3 (Negativkontrolle) wurden unter Bedingungen

mit einer hohen Ectoin-Ausbeute (MM63-0,5 mit Glycerin) kultiviert und fünf Stunden nach

Induktion in der spät exponentiellen Phase geerntet, um eine möglichst große Menge der mRNA zu

erhalten. Anschließend wurde die Gesamt-RNA aus den Zellen isoliert und zur Qualitätskontrolle

mittels denaturierender Agarosegelelektrophorese analysiert (vgl. Abb. 3.30).

bp

6000 -

3000 -

2000 -

1000 -

500 -

M             1            2              3             4

23S rRNA

16S rRNA

Abb. 3.30: Qualitätskontrolle der Gesamt-RNA von E. coli
Dargestellt ist ein denaturierendes Agarosegel (1% in 1xMOPS + Formaldehyd) mit 2 - 2,5µg Gesamt-
RNA von E. coli pASK_ectABCDm (1), pASK_ectABCDask (2), pASK_ectAB-RectC (3) und pASK-
IBA3 (4). Die RNA wurde nach Anzucht in MM63-0,5 mit Glycerin und Ernte 5 h nach Induktion
(0,4µgAHT/mL) aus den Zellen isoliert. Die Banden der 23S rRNA (2,9 kb) und 16s rRNA (1,5 kb) sind
mit Pfeilen markiert. M: RiboRuler High Range RNA Ladder

Hierbei zeigten sich die für intakte Gesamt-RNA typischen Banden der 23S rRNA (2,9 kb) und

16S rRNA (1,5 kb). Eine weniger distinkte Bande war unterhalb von 0,5 kb sichtbar, bei der es

sich um RNA-Moleküle mit geringem Molekulargewicht handeln könnte. Für das Verhältnis der

Absorption bei 260 und 280 nm ergab sich ein Wert von 2 - 2,1, was auf einen hohen Reinheitsgrad
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der RNA-Proben hindeutet. Bei der PCR mit der Gesamt-RNA als Template und spezifischen

Primern für das Gen der 16S rRNA von E. coli sowie für das A. cryptum-Gencluster waren keine

DNA-Produkte im Agarosegel sichtbar (nicht dargestellt). Dies lässt darauf schließen, dass die

RNA-Proben weder mit genomischer noch mit Vektor-DNA verunreinigt waren.

Um die Länge der mRNA-Transkripte des A. cryptum-Genclusters bestimmen zu können, wurde

die Gesamt-RNA mit einer reversen Transkriptase (RT) und random Hexamer-Primern in cDNA

umgeschrieben. Bei der anschließenden PCR von ectA zeigten, bis auf E. coli pASK-IBA3, sowohl

die cDNA-Ansätze mit als auch ohne Zugabe der RT das entsprechende 300 bp-Fragment (vgl.

Abb. 3.31 A). Auch bei der PCR mit anderen Primern für das Gencluster und nach Wiederholung

der cDNA-Synthese ergaben sich mit den Negativkontrollen (cDNA-Ansatz ohne RT) entsprechende

PCR-Produkte. Dies deutet auf eine Kontamination der cDNA-Ansätze mit Vektor-DNA hin.

A) B)

M    1    2    3    4   5    6    7    8    9   10  11 M    1   2    3   4    5   6    7    8   9   10  11  12

bp

3000 -

1500 -

1000 -

500 -

300 -

100 -

Abb. 3.31: Analyse der cDNA- und RNA-Proben von E. coli
A) PCR von ectA mit den Primern f_ectA_R und r_ectA_R (300 bp). Als Template dienten
cDNA-Ansätze mit bzw. ohne reverse Transkriptase (+/-RT) von E. coli pASK_ectABCDm
(1/7), pASK_ectABCDask (2/8), pASK_ectAB-RectC (3/9) und pASK-IBA3 (4/10), Vektor-DNA
pASK_ectABCDm als Positiv- (5) und pASK-IBA3 als Negativkontrolle (6), sowie ein cDNA-
Ansatz ohne RNA (11). B) PCR mit den Primern f_pASK_Ptet und r_Ptet_SOE für ein 517 bp-
Fragment des Vektorrückgrats. Als Template dienten von E. coli pASK_ectABCDm, pASK-IBA3 bzw.
pASK_ectAB-RectC jeweils RNA (2, 5, 9), cDNA-Ansatz +RT (3, 6, 10) und cDNA-Ansatz -RT (4,
7, 11), Vektor-DNA pASK_ectABCDm (1) und pASK-IBA3 (8) als Positivkontrolle, sowie ein cDNA-
Ansatz ohne RNA (12). 1,5%ige Agarosegele in 1xTAE, M: GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder

Daraufhin wurde eine PCR mit cDNA bzw. Gesamt-RNA als Template und spezifischen Primern

für das Vektorrückgrat von pASK-IBA3 durchgeführt, die nur bei einer Kontamination mit

Vektor-DNA ein Produkt ergeben sollte. Die Ergebnisse waren widersprüchlich, da im Fall der

cDNA-Ansätze mit bzw. ohne RT das 517 bp lange PCR-Produkt sichtbar war, während bei Einsatz

der Gesamt-RNA als Template keine DNA-Bande vorlag (vgl. Abb. 3.31 B). Mit der präparierten

RNA von E. coli war daher keine weitere Analyse der Transkripte und Transkriptionsraten

möglich.
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In einem neuen Versuch sollte die RNA aus A. cryptum, dem Donorstamm des ectABCDask-

Genclusters, extrahiert und analysiert werden. Bei A. cryptum liegt das Gencluster genomisch

vor und nicht wie im Fall von E. coli auf einem Expressionsvektor mit hoher Kopienzahl, was die

RNA-Extraktion und Entfernung der DNA erleichtern sollte.

3.3.5.2 RNA-Analyse des ectABCDask-Genclusters in A. cryptum

Für die Extraktion der Gesamt-RNA wurde A. cryptum in M269 mit 3%NaCl kultiviert und

in der spät exponentiellen Phase geerntet. Unter diesen Bedingungen zeigte sich eine relativ

hohe Hydroxyectoin-Produktion (vgl. Abb. 3.1), so dass von einer Expression des ectABCDask-

Genclusters ausgegangen werden kann und eine ausreichende Menge der entsprechenden mRNA

zu erwarten ist. Die Qualität der präparierten RNA wurde mittels denaturierender Agarosegel-

elektrophorese überprüft und zeigte das typische Bandenmuster, wie bei E. coli (vgl. Abb. 3.30).

Für den Reinheitsgrad ergab sich anhand des A260/A280-Verhältnisses ein ähnlich guter Wert von

2,1. Zur Kontrolle auf DNA-Kontamination wurde die Gesamt-RNA als Template in die PCR mit

spezifischen Primern für das Gencluster eingesetzt, wobei keine PCR-Produkte detektiert werden

konnten (nicht gezeigt).

A) B)

bp

1500 -

1000 -

500 -

300 -

100 -

M      1       2      3      4       5 
bp

2500 -

1500 -

1000 -

500 -

250 -

M           1            2           3           4           5

Abb. 3.32: Analyse der cDNA- und RNA-Proben von A. cryptum
A) PCR von ectC mit den Primern ectC_Acr_for und ectC_Acr_rev (411 bp). Als Template dienten
genomische DNA als Positivkontrolle (1), der cDNA-Ansatz mit bzw. ohne reverse Transkriptase (+/-RT)
(2/3), ein cDNA-Ansatz ohne RNA (4) sowie Gesamt-RNA von A. cryptum (5). 1,5%iges Agarosegel in
1xTAE, M: GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder B) PCR von ectAB mit den Primern f_ectA_R und
r_ectB_R2 (1499 bp). Als Template dienten der cDNA-Ansatz +/-RT (1/2), ein cDNA-Ansatz ohne
RNA (3), Vektor-DNA pASK_ectABCDm als Positivkontrolle (4) sowie Gesamt-RNA von A. cryptum
(5). 1%iges Agarosegel in 1xTAE, M: GeneRuler 1 kb DNA Ladder

Die Synthese der cDNA erfolgte wie im Fall von E. coli und auch hier waren in der nachfolgenden

PCR bei den Negativkontrollen (cDNA-Ansatz ohne RT) DNA-Produkte im Agarosegel vorhanden.

Daher wurde die reverse Transkription mit einem anderen cDNA-Synthese-Kit wiederholt. In der
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anschließenden PCR mit spezifischen Primern für ectC ergab sich erwartungsgemäß nur beim

cDNA-Ansatz mit RT ein 411 bp langes DNA-Fragment (vgl. Abb. 3.32 A). Die gleichen Ergebnisse

waren bei der PCR von ectA zu beobachten, was für eine erfolgreiche cDNA-Synthese aus der

Gesamt-RNA von A. cryptum spricht. Demnach könnten die zuvor widersprüchlichen Ergebnisse

möglicherweise mit dem verwendeten cDNA-Synthese-Kit zusammenhängen.

Schließlich sollte eine PCR mit spezifischen Primern für ectAB bzw. ectABC Aufschluss

darüber geben, ob die entsprechenden Kotranskripte gebildet wurden. In beiden Fällen zeigte

der cDNA-Ansatz mit RT nicht das zu erwartende PCR-Produkt, so dass kein ectAB- bzw.

ectABC -Kotranskript nachgewiesen werden konnte (vgl. Abb. 3.32 B für die PCR von ectAB).

Allerdings kann nicht ganz ausgeschlossen werden, dass die möglichen Kotranskripte bei der

cDNA-Synthese nicht vollständig umgeschrieben wurden und somit bei der PCR nicht erfasst

werden konnten.

3.3.6 Nachweis der Aktivität von EctC in E. coli

Ein Aktivitätstest mit Rohextrakten der verschiedenen Produktionsstämme aus der stationären

Phase sollte Aufschluss darüber geben, ob zu diesem Zeitpunkt EctC noch aktiv vorliegt. Die-

ser Aspekt ist vor allem für die Produktionsbedingungen interessant, bei denen eine erhöhte

Akkumulation von ADABA aufgetreten war. Mit E. coli pASK_ectABCDm konnte beispiels-

weise während der Fed-Batch-Fermentation nach ca. 20 Stunden keine signifikante Produktion

von Ectoin mehr beobachtet werden, während die Vorstufe ADABA kontinuierlich im Medium

angehäuft wurde (vgl. Abb. 3.19). Für E. coli pASK_ectAB-C konnte selbst bei Induktion mit

der dreifachen AHT-Konzentration noch eine relativ hohe extrazelluläre ADABA-Akkumulation

festgestellt werden (vgl. Abb. 3.22). Auch im Fall von E. coli pASK_ectAB-RectC ergab sich trotz

erhöhter EctC-Produktion ein ADABA-Anteil von etwa 4% (vgl. Abb. 3.28). Für den Aktivitäts-

nachweis von EctC wurden die Produktionsstämme und E. coli pASK-IBA3 als Negativkontrolle

in MM63-0,5 mit Glycerin kultiviert und 18 Stunden nach Induktion in der stationären Phase

geerntet. Als Positivkontrolle wurde mit E. coli BL21 (DE3) pET-22b_ectC_Acr_His EctC aus

A. cryptum inkl. C-terminalem His-Tag (EctC-His) produziert, das bereits erfolgreich in vorherigen

Aktivitätstests eingesetzt worden war (Moritz, 2012).

Bei der Zellernte wurden parallel 3mL Kultur zur Extraktion der Plasmid-DNA verwendet, um

einen Hinweis auf die Plasmidstabilität in den Kulturen aus der stationären Phase zu erhalten.

Mittels Agarosegelelektrophorese der DNA-Proben konnte in allen Fällen der entsprechende

Expressionsvektor nachgewiesen werden, (vgl. Abb. 3.33 A). Demzufolge waren unter den

getesteten Bedingungen noch Plasmid-tragende Zellen in der stationären Phase vorhanden. Aber

eine Aussage über deren Anteil an der Gesamtzellzahl konnte nicht getroffen werden.
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Abb. 3.33: Nachweis der Plasmide und rekombinanten Proteine der Produktionsstämme
Die Anzucht erfolgte in MM63-0,5 mit Glycerin und die Ernte 18 h nach Induktion mit 0,6µg AHT/mL
(pASK-Vektoren) bzw. 0,5mM IPTG (pET-Vektor). A) Agarosegel (1% in 1xTAE) mit der Plasmid-
DNA von E. coli pASK_ectABCDm (1), pASK_ectAB-C (2), pASK_ectAB-RectC (3), pASK-IBA3 (4)
und E. coli BL21 (DE3) pET-22b_ectC_Acr_His (5). M: GeneRuler 1 kb DNA Ladder B) SDS-PAGE
der Rohextrakte (20µg Protein) von E. coli BL21 (DE3) pET-22b_ectC_Acr_His 7 h und 18 h nach
Induktion (1, 2) sowie von E. coli pASK_ectABCDm (3), pASK_ectAB-C (4), pASK_ectAB-RectC
(5) und pASK-IBA3 (6). Das Fusionsprotein aus EctC und C-terminalem His-Tag (EctC-His, 15,8 kDa),
EctC (14,7 kDa) sowie die mutmaßlichen Banden von EctA (18 kDa) und EctB (46,5 kDa) sind mit Pfeilen
markiert. M: PageRuler Prestained Protein Ladder

Weiterhin wurden die Rohextrakte der Produktionsstämme mittels SDS-PAGE begutachtet

(vgl. Abb 3.33 B). Hierbei war keine Differenzierung zwischen löslichem und unlöslichem Pro-

tein möglich, da der Rohextrakt das gesamte Zellprotein enthielt. Sowohl E. coli BL21 (DE3)

pET-22b_ectC_Acr_His als auch E. coli pASK_ectAB-RectC zeigten erwartungsgemäß eine

ausgeprägte Bande für EctC-His bzw. EctC. Bei den anderen Produktionsstämmen war EctC

nur schwach, wenn überhaupt im Proteingel zu erkennen. Die potenziellen Banden von EctA und

EctB konnten wie zu erwarten war weder bei E. coli BL21 (DE3) pET-22b_ectC_Acr_His noch

bei E. coli pASK-IBA3 detektiert werden, aber waren bei den anderen Produktionsstämmen im

Proteingel sichtbar.

Der Aktivitätstest erfolgte in Tris-Puffer (50mM Tris-HCl, 0,5%NaCl, pH8) bei Raumtem-

peratur und die Reaktion wurde durch Zugabe des Rohextrakts gestartet. Dabei waren 80mM

ADABA als Substrat für EctC im Reaktionsansatz enthalten. Unter diesen Bedingungen konnte

in vorherigen Experimenten mit dem gereinigten Enzym eine Aktivität nachgewiesen werden

(Moritz, 2012). In den Reaktionsansätzen mit Rohextrakt der EctC-produzierenden Stämme war

eine Abnahme der ADABA- und eine Zunahme der Ectoin-Konzentration im Zeitverlauf zu

beobachten (vgl. Abb. 3.34). Im Kontrollansatz ohne Rohextrakt blieb die Substratkonzentration

unverändert und mit dem Rohextrakt von E. coli pASK-IBA3 war nur eine geringe unspezifische

Umsetzung von ADABA zu Ectoin (< 4mM) erfolgt (nicht gezeigt). Demnach konnte die Aktivität

von EctC unter den gegebenen Bedingungen im Rohextrakt nachgewiesen werden.

Die Umsetzung von ADABA zu Ectoin war unterschiedlich schnell. Allerdings enthielten die
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Reaktionsansätze etwas variierende Mengen an Gesamtzellprotein und der Proteinanteil von

EctC in den Rohextrakten war nicht bekannt. Daher waren weder ein direkter Vergleich der

Reaktion noch eine Bestimmung der spezifischen Aktivität möglich. Mit den Rohextrakten

der Positivkontrolle und des Produktionsstamms E. coli pASK_ectAB-RectC, für die sich eine

deutliche EctC-Bande im Proteingel zeigte, waren bereits nach 2,5 Stunden 95% ADABA zu

Ectoin umgesetzt. Trotzdem konnte auch nach einer Reaktionszeit von 30 Stunden keine weitere

Umsetzung des restlichen Substrats nachgewiesen werden (vgl. Abb. 3.34 A, B). Im Fall von

E. coli pASK_ectABCDm, bei dem nur eine sehr schwache Bande für EctC zu sehen und weniger

Gesamtzellprotein im Ansatz enthalten war, ergab sich nach 2,5 Stunden ein Umsatz von 60%

Substrat. Nach 30 Stunden konnte mit 94% Ectoin und 6% ADABA etwa das gleiche Verhältnis

festgestellt werden (vgl. Abb. 3.34 C). Bei E. coli pASK_ectAB-C, wo sich ebenfalls nur eine

schwache EctC-Bande zeigte, aber mehr Gesamtzellprotein eingesetzt worden war, hatte das Enzym

nach fünf Stunden etwa 50% und nach 30 Stunden 90% des Substrats umgesetzt (vgl. Abb. 3.34 D).
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Abb. 3.34: Nachweis der Aktivität von EctC im Rohextrakt der Produktionsstämme
Dargestellt sind die ADABA- und Ectoin-Konzentration (mM) im Verlauf des Aktivitätstests mit
Rohextrakten der Positivkontrolle E. coli BL21 (DE3) pET-22b_ectC_Acr_His (A) sowie von E. coli
pASK_ectAB-RectC (B), pASK_ectABCDm (C) und pASK_ectAB-C (D). Der Aktivitätstest erfolgte
in Puffer (50mM Tris-HCl, 0,5%NaCl, pH 8) mit 80mM ADABA bei Raumtemperatur. Die Reaktion
wurde durch Zugabe von Rohextrakt gestartet, wobei die Ansätze etwas variierende Mengen an Gesamt-
zellprotein (GP) enthielten.
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Darüber hinaus wurden Medienüberstände aus vorherigen Experimenten, in denen bis zu 15mM

ADABA enthalten waren, mit den Rohextrakten von E. coli BL21 (DE3) pET-22b_ectC_Acr_His

und E. coli pASK_ectABCDm auf eine EctC-vermittelte Reaktion getestet. Unter diesen Bedin-

gungen konnte ebenfalls eine Umsetzung von ADABA zu Ectoin beobachtet werden, wobei wie

zuvor nach 30 Stunden ein ADABA-Anteil von 5 - 6% im Reaktionsansatz vorlag (Daten nicht

gezeigt).

Insgesamt kann festgehalten werden, dass unter den getesteten Bedingungen noch aktive Ectoin-

synthase von E. coli pASK_ectABCDm, pASK_ectAB-RectC sowie pASK_ectAB-C im Rohex-

trakt nachgewiesen werden konnte, der von Kulturen aus der stationären Phase (18 Stunden nach

Induktion) stammte. Zu diesem Zeitpunkt wurde bei vorherigen Experimenten die heterologe

Produktion in Batch-Kultur beendet und im Fall von E. coli pASK_ectAB-C eine erhöhte ADABA-

Akkumulation festgestellt. Der Aktivitätstest zeigte, dass das eingesetzte Substrat ADABA, selbst

bei einer schnellen Umsetzung und nach 30 Stunden Reaktionszeit, nicht vollständig zu Ectoin

umgesetzt wurde, sondern etwa 5 - 6% im Reaktionsansatz vorhanden waren. Die Ergebnisse

deuten auf ein Reaktionsgleichgewicht zwischen ADABA und Ectoin hin, das mit einem Verhältnis

von 1 zu 16 - 20 deutlich auf Seiten des Ectoins liegt.

103



3 Ergebnisse

3.4 Synechocystis als heterologes Produktionssystem für Ectoine

Synechocystis gehört zu den moderat halotoleranten Cyanobakterien und kann durch Synthe-

se und intrazelluläre Akkumulation des kompatiblen Soluts Glucosylglycerin bis zu 7%NaCl

tolerieren (Reed & Stewart, 1985). Daher sind Untersuchungen zur Wirkung von Ectoinen als

Anpassung an osmotischen Stress bei Synechocystis interessant. Außerdem ist die Vorstellung

verlockend Synechocystis als heterologes Produktionssystem für die Synthese von biotechnologisch

interessanten Produkten, wie den Ectoinen, mit Hilfe von Licht und CO2 zu nutzen.

Mittels bioinformatischer Datenanalysen wurde zunächst untersucht, ob Synechocystis über

Transportsysteme für Ectoin und Enzyme zum Abbau des kompatiblen Soluts verfügt. Beide

Aspekte könnten vor allem im Hinblick auf eine möglichst hohe Produktion und Sekretion des

Produkts ins Medium von Nachteil sein. E. coli besitzt Transportsysteme, u.a. ProP und ProU, zur

Aufnahme eines breiten Spektrums an kompatiblen Soluten, darunter auch Ectoin (Jebbar et al.,

1992). Anhand von Sequenzvergleichen mit E. coli K-12 konnte das Gen für das ATP-Bindeprotein

eines ABC-Transporters im Genom von Synechocystis identifiziert werden, das 40% Ähnlichkeit

zu dem des ABC-Transporters ProU von E. coli hat. Bisher sind aber keine Studien zum möglichen

Transport von Ectoin in Synechocystis bekannt. Mikkat et al. konnten einen salzregulierten ABC-

Transporter für Glucosylglycerin in Synechocystis nachweisen, über den auch Saccharose und

Trehalose mit geringer Affinität transportiert werden (Mikkat et al., 1996, 1997).

Weiterhin wurde ein Sequenzvergleich mit H. elongata DSM2581T durchgeführt, der Ectoin als

C- und N-Quelle nutzen kann und bei dem die in den Ectoin-Abbau involvierten Gene identifiziert

wurden (Schwibbert et al., 2011). Dabei konnte für eine Threonin-Dehydratase von Synechocystis

eine 35%ige Ähnlichkeit zu der Threonin-Dehydratase EutB von H. elongata festgestellt werden.

Allerdings ist die Funktion von EutB im Abbauweg von Ectoin bisher noch nicht eindeutig geklärt.

Für die anderen Abbaugene, doeABCD und eutC, konnten keine Gene mit entsprechender Funktion

im Genom von Synechocystis identifiziert werden.

In Wachstumsversuchen mit BG11 ohne Natriumnitrat, aber mit Ectoin als potenzieller

N-Quelle, zeigte Synechocystis genau wie in BG11-N ohne Zusatz von Ectoin kein Wachstum (vgl.

Abb. 3.35). Die Kulturen waren nicht, wie im Fall der Positivkontrolle in BG11 mit Natriumnitrat,

dunkelgrün gefärbt, sondern zeigten eine auffällig hellgrüne bis gelbliche Färbung. Diese lässt

auf eine einsetzende Chlorose schließen, bei der die photosynthetischen Pigmente abgebaut

werden und die u.a. durch Stickstoffmangel eingeleitet wird (Schwarz & Forchhammer, 2005).

Das Wachstum wurde sowohl ohne als auch mit NaCl im Medium untersucht, um eine mögliche

Salzabhängigkeit des potenziellen Aufnahmesystems für Ectoin zu berücksichtigen. Aber unter

allen getesteten Bedingungen ist Synechocystis in BG11-N mit Zusatz von Ectoin nicht gewachsen

(vgl. Abb. 3.35). Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass Ectoin nicht aufgenommen und/oder als

N-Quelle genutzt werden kann.

104



3 Ergebnisse

BG11-N +E BG11-N BG11

Abb. 3.35: Wachstum von Synechocystis mit Ectoin als potenzieller N-Quelle
Gezeigt sind Kulturen in BG11-N mit 9mM Ectoin als potenzieller N-Quelle (BG11-N+E), BG11-N
(Negativkontrolle) und BG11 (Positivkontrolle) nach 8 Tagen Inkubation bei 30 °C und ca. 30µmol Pho-
tonenm-2 s-1. Das Medium enthielt 20mMNaCl und wurde auf eine Start-OD750 von ca. 0,4 eingestellt.

Für die heterologe Produktion von Ectoinen in Synechocystis wurde neben dem ectABCD-

Gencluster von A. cryptum, das bereits näher untersucht wurde, alternativ das halotolerante

γ-Proteobakterium P. stutzeri als Donorstamm verwendet. P. stutzeri ist im Hinblick auf seine

Salztoleranz physiologisch vergleichbar zu Synechocystis, was aufgrund möglicher halophiler Eigen-

schaften der Proteine, z.B. dem sauren Charakter, bei der heterologen Produktion von Vorteil sein

könnte. Außerdem wurde das P. stutzeri-Gencluster bereits erfolgreich zur heterologen Produktion

von Ectoinen verwendet (Seip et al., 2011; Becker et al., 2013; Czech et al., 2018).

3.4.1 Heterologe Expression von ectC in Synechocystis

Zunächst sollte ein Gen aus dem Hydroxyectoin-Gencluster in Synechocystis eingebracht und

dessen heterologe Expression untersucht werden. Dazu wurde ectC von A. cryptum ausgewählt,

das bereits erfolgreich in E. coli exprimiert wurde. Als Ausgangsvektor diente pRL59EH (Black

& Wolk, 1994), der zusätzlich eine Ω-Kassette mit einem Resistenzgen für Streptomycin und

Spectinomycin aus dem Vektor pHP45Ω (Prentki & Krisch, 1984) enthielt. Bei pRL59EH-Ω

handelt es sich um einen Shuttle-Vektor mit einem tac-Promotor, der sowohl eine Replikation und

Expression in E. coli als auch in Synechocystis erlaubt. Dadurch war es möglich, die Funktionalität

der konstruierten Expressionsvektoren zunächst in E. coli zu prüfen. Das Gen ectC wurde inkl. der

Sequenz des C-terminalen His-Tags mittels PCR aus dem Vektor pET-22b_ectC_Acr_His ampli-

fiziert und über die Restriktionsschnittstellen EcoRI sowie KpnI in pRL59EH-Ω stromabwärts

des tac-Promotors integriert (vgl. Abb. 3.36). Die erfolgreiche Klonierung des Expressionsvektors

pRL59EH_ectC_Acry_His konnte durch Restriktionsanalysen sowie Sequenzierung bestätigt

werden und ein Sequenzausschnitt ist in Abb. 7.7 im Anhang dargestellt.
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ectC-His  (485 bp)

f_ectC_Acry_eco

rev_pet_kpnI

EcoRI  +  KpnI

Ligation

pET-22b_ectC_Acr-His

5763 bp

pRL59EH-Ω

10842 bp

pRL59EH_ectC_Acry_His

11303 bp

Abb. 3.36: Konstruktion des Expressionsvektors pRL59EH_ectC_Acry_His
Das Gen ectC von A. cryptum wurde inkl. der Sequenz für einen C-terminalen His-Tag mit den Primern
f_ectC_acry_eco und rev_pet_kpnI aus dem Vektor pET-22b_ectC_Acr_His amplifiziert und über
die Schnittstellen EcoRI sowie KpnI in den Shuttle-Vektor pRL59EH-Ω stromabwärts des tac-Promotors
(Ptac) integriert. AmpR: Ampicillinresistenz, lacI: Lac-Repressor, mobABC: Mobilisierungsproteine, ori:
Replikationsursprung, Sm/SpR: Streptomycin/Spectinomycinresistenz

Die Funktionalität des Expressionsvektors pRL59EH_ectC_Acry_His wurde zunächst in

E. coli XL1-Blue überprüft. Dazu wurde der Produktionsstamm in LB-Medium kultiviert

und das lösliche Zellprotein aus Proben vor und nach Induktion mittels SDS-PAGE ana-

lysiert (vgl. Abb. 3.37). E. coli BL21 (DE3) pET-22b_ectC_Acr_His und E. coli XL1-Blue

pRL59EH-Ω dienten dabei als Positiv- bzw. Negativkontrolle. In den Proben von E. coli XL1-Blue

pRL59EH_ectC_Acry_His war die Bande des Fusionsproteins EctC-His im Proteingel zu erken-

nen, wobei die Intensität der Proteinbande vor Induktion sehr schwach war (vgl. Abb. 3.37 A).

Im Fall der Positivkontrolle ergab sich erwartungsgemäß eine deutlich ausgeprägte Bande für

EctC-His und bei der Negativkontrolle war auf der gleichen Höhe keine Proteinbande vorhanden.

Durch den Western Blot mit spezifischen Antikörpern gegen den His-Tag wurden die Ergebnisse

der SDS-PAGE nach Coomassie-Färbung bestätigt (vgl. Abb. 3.37 B). Demzufolge konnte ge-

zeigt werden, dass der Expressionsvektor pRL59EH_ectC_Acry_His funktionell ist und für die

folgenden Experimente mit Synechocystis verwendet werden kann.
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Abb. 3.37: Nachweis von EctC-His in E. coli XL1-Blue pRL59EH_ectC_Acry_His
Dargestellt ist die SDS-PAGE (A) und der Western Blot (B) des löslichen Zellproteins (20µg) von
E. coli XL1-Blue pRL59EH_ectC_Acry_His vor Induktion mit 0,5mM IPTG (0 h) sowie 2, 4 und
6 h nach Induktion. E. coli XL1-Blue pRL59EH-Ω diente als Negativ- (-K) und E. coli BL21 (DE3)
pET-22b_ectC_Acr_His als Positivkontrolle (+K), wobei jeweils 20µg lösliches Zellprotein aus einer
Probe 4 h nach Induktion aufgetragen wurden. Die Anzucht erfolgte in LB-Medium. Die Bande des
Fusionsproteins aus EctC und C-terminalem His-Tag (EctC-His, 15,8 kDa) ist mit einem Pfeil markiert.
M: PageRuler Prestained Protein Ladder

Im Anschluss an die Konjugation von Synechocystis mit dem Expressionsvektor wurde zunächst

die Gesamt-DNA des konjugierten Stamms extrahiert und das Gen ectC mittels PCR nachgewiesen

(vgl. Abb. 3.38 A). Das zu erwartende 411 bp lange PCR-Produkt war im Ansatz von Synechocystis

pRL59EH_ectC_Acry_His vorhanden, während bei Synechocystis Wildtyp keine DNA-Bande

detektiert werden konnte.

Anschließend wurde Synechocystis pRL59EH_ectC_Acry_His in BG11 mit bzw. ohne IPTG

kultiviert und das Zellprotein mittels SDS-PAGE sowie Western Blot analysiert. Anhand des

Proteingels nach Coomassie-Färbung war keine Aussage über die heterologe Produktion von

EctC-His möglich. Denn auf der Höhe der zu erwartenden Bande von EctC-His war in allen

Ansätzen von Synechocystis, auch im Ansatz des Wildtyps (Negativkontrlle), eine ausgeprägte

Proteinbande zu sehen (vgl. Abb. 3.38 B).

Mittels Western Blot sollte überprüft werden, ob EctC-His in den Proben von Synechocystis

pRL59EH_ectC_Acry_His vorhanden ist und von der starken Proteinbande des Wildtyps

überlagert wird. Tatsächlich konnte eine schwache Bande detektiert werden, die auf der gleichen

Höhe wie EctC-His in der Positivkontrolle vorhanden war und im Ansatz von Synechocystis

Wildtyp fehlte (vgl. Abb. 3.38 C). EctC-His konnte sowohl im löslichen Zellprotein als auch in der

unlöslichen Proteinfraktion, unabhängig von der Induktion mit IPTG, nachgewiesen werden. Die

schwache Bande deutet auf eine geringe Expression von ectC hin.
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Abb. 3.38: Nachweis der Expression von ectC in Synechocystis pRL59EH_ectC_Acry_His
A) PCR von ectC mit den Primern ectC_Acr_for und ectC_Acr_rev (411 bp). Als Template dienten
Vektor-DNA pRL59EH_ectC_Acry_His als Positivkontrolle (1), Gesamt-DNA von Synechocystis
pRL59EH_ectC_Acry_His (2) und DNA des Wildtyps als Negativkontrolle (3). 1,5%iges Agarosegel
in 1xTAE, M: GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder B) SDS-PAGE und C) Western Blot des löslichen
Zellproteins von Synechocystis pRL59EH_ectC_Acry_His in BG11 ohne bzw. mit IPTG (1, 2) und der
unlöslichen Proteinfraktion mit IPTG (3). Das lösliche Zellprotein des Wildtyps mit IPTG diente als
Negativ- (4) und das von E. coli BL21 (DE3) pET-22b_ectC_Acr_His (2 h nach Induktion) als Positiv-
kontrolle (5). Die Bande des Fusionsproteins aus EctC und C-terminalem His-Tag (EctC-His, 15,8 kDa)
ist mit einem Pfeil markiert. 20µg Protein wurden geladen. M: PageRuler Prestained Protein Ladder

Dennoch konnte mit den Ergebnissen gezeigt werden, dass der Expressionsvektor

pRL59EH_ectC_Acry_His in Synechocystis funktionell ist und EctC aus A. cryptum pro-

duziert wird. Im nächsten Schritt sollte das gesamte Gencluster zur Synthese von Ectoinen in

Synechocystis eingebracht werden.

3.4.2 Heterologe Expression des ectABCD-Genclusters in Synechocystis

Für die heterologe Produktion von Ectoinen in Synechocystis wurden zwei Expressionsvektoren

auf Basis von pRL59EH-Ω konstruiert, pSynect1 mit dem ectABCD-Gencluster von A. cryptum

und pSynect2 mit dem von P. stutzeri. Im Fall von pSynect1 wurde das Gencluster mit den

Primern f_acry_kpn und rev_acry_bam aus genomischer DNA von A. cryptum amplifiziert und

über die Restriktionsschnittstellen KpnI sowie BamHI in pRL59EH-Ω stromabwärts des tac-

Promotors integriert (nicht dargestellt). Für die Konstruktion von pSynect2 war eine zweistufige

Klonierung erforderlich, weil bis auf KpnI alle weiteren Restriktionsschnittstellen stromabwärts

des tac-Promotors von pRL59EH-Ω auch in ectA von P. stutzeri vorhanden sind. Zuerst wurde
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der terminale Bereich von ectD mittels PCR amplifiziert, wobei der Vektor pSB01 mit dem

ectABCDask-Gencluster von P. stutzeri (Seip et al., 2011) als Template diente. Das PCR-Produkt

wurde über die Schnittstellen BamHI sowie SalI in pRL59EH-Ω eingebracht. Dabei wurde die

in ectD vorliegende BamHI-Schnittstelle genutzt und die SalI-Schnittstelle über den 3’-Primer

eingefügt. Im zweiten Klonierungsschritt wurde die verbleibende Sequenz des Genclusters mittels

PCR aus pSB01 amplifiziert und über die Schnittstellen KpnI sowie BamHI stromabwärts des

tac-Promotors in den zuvor konstruierten Vektor pRL59EH_ectD’_pstu integriert (vgl. Abb. 3.39).

KpnI +  BamHI

Ligation
ectD' (876 bp)

BamHI +  SalI

Ligation

ectABCD' (2427 bp)

pSynect2

14088 bp

pRL59EH_ectD'_pstu

11687 bp

pSB01

7790 bp

f_pstu_bam

r_pstu_sal

pRL59EH-Ω

10842 bp

f_pstu_kpn

r_pstu_bam

Abb. 3.39: Konstruktion des Expressionsvektors pSynect2
Der terminale Bereich von ectD wurde mittels PCR aus dem Vektor pSB01 mit dem ectABCDask-
Gencluster von P. stutzeri amplifiziert und über die Schnittstellen BamHI sowie SalI in pRL59EH-Ω
eingebracht. In den entstandenen Vektor pRL59EH_ectD’_pstu wurde die verbleibende Sequenz des
ectABCD-Genclusters nach Amplifikation aus pSB01 über die Schnittstellen KpnI sowie BamHI strom-
abwärts des tac-Promotors (Ptac) integriert. BamHI ist in ectD vorhanden, während die anderen Schnitt-
stellen über die Primer eingefügt wurden. AmpR: Ampicillinresistenz, lacI: Lac-Repressor, mobABC:
Mobilisierungsproteine, ori: Replikationsursprung, Sm/SpR: Streptomycin/Spectinomycinresistenz

Zunächst wurde in E. coli überprüft, ob die Expressionsvektoren funktionell sind und Ectoin bzw.

Hydroxyectoin synthetisiert wird. Dazu wurden E. coli XL1-Blue pSynect1 und pSynect2 in MM63-

1 kultiviert und die heterologe Expression bei einer OD600 von 0,4 mit 0,5mM IPTG induziert.

Anschließend wurden die Zellextrakte und Medienüberstände aus der stationären Phase mittels

HPLC analysiert (vgl. Abb. 3.40). In den Medienüberständen waren keine Solute nachweisbar und

E. coli XL1-Blue pRL59EH-Ω, der als Negativkontrolle diente, produzierte erwartungsgemäß nur
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Trehalose. Im Fall von E. coli XL1-Blue pSynect1 konnten nur minimale Mengen an Hydroxyectoin

im Zellextrakt detektiert werden. Stattdessen wurde hauptsächlich Trehalose in vergleichbaren

Mengen zur Negativkontrolle intrazellulär akkumuliert.

Bei E. coli XL1-Blue pSynect2 konnte die heterologe Produktion von Ectoin bzw. Hydroxyectoin

und somit die Funktionalität des Expressionsvektors bestätigt werden. Hierbei zeigte sich, dass bei

1%NaCl der intrazelluläre Solutgehalt an Ectoinen viermal höher war als der Trehalose-Gehalt im

Fall der beiden anderen Stämme unter den gleichen Wachstumsbedingungen. Außerdem konnte

durch Verringerung der Wachstumstemperatur von 37 auf 32 °C das Verhältnis von Hydroxyectoin

und Ectoin zu Gunsten der hydroxylierten Form verändert werden. Schlussendlich ergab sich ein

Solutgehalt von ca. 200µmol/gTBM mit einem Hydroxyectoin-Anteil von 98%. In MM63 ohne

NaCl konnte mit dem Expressionsvektor pSynect2 ebenfalls eine heterologe Produktion festgestellt

werden, wobei der intrazelluläre Solutgehalt deutlich geringer ausfiel.

Für die folgenden Experimente mit Synechocystis wurde nur pSynect2 verwendet, dessen

richtige Sequenz zusätzlich durch Sequenzierung bestätigt wurde. Ein Sequenzausschnitt von

pSynect2 ist in Abb. 7.8 im Anhang gezeigt.
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Abb. 3.40: Nachweis der Produktion von Ectoinen in E. coli XL1-Blue pSynect2
E. coli XL1-Blue pSynect1 (ectABCD aus A. cryptum), pSynect2 (ectABCD aus P. stutzeri) und
pRL59EH-Ω (Negativkontrolle) wurden in MM63 mit 1% oder 0%NaCl bei 37 °C bzw. 32 °C kultiviert.
Nach Induktion mit 0,5mM IPTG (OD600 0,4) und Ernte in der stationären Phase wurden die Zell-
extrakte mittels HPLC analysiert und der intrazelluläre Solutgehalt (µmol/gTrockenbiomasse (TBM))
bestimmt. Das arithmetische Mittel mit Standardabweichung aus mind. drei Experimenten ist gezeigt.
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Der Expressionsvektor pSynect2 wurde mittels Konjugation in Synechocystis eingebracht. An-

schließend sollte durch PCR bestätigt werden, dass das ectABCD-Gencluster im konjugierten

Stamm vorhanden ist. In den PCR-Ansätzen mit der Gesamt-DNA von Synechocystis pSynect2

konnten bei der Agarosegelelektrophorese die zu erwartenden DNA-Fragmente für das Gencluster

aus P. stutzeri detektiert und somit der Expressionsvektor nachgewiesen werden (vgl. Abb. 3.41).
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Abb. 3.41: Nachweis des ectABCD-Genclusters in Synechocystis pSynect2
A) PCR von ectABCD’ mit den Primern f_pstu_kpn und r_pstu_bam (2,4 kb). Als Template dienten
Gesamt-DNA von Synechocystis pSynect2 (1) und Vektor-DNA pSynect2 als Positivkontrolle (2). An-
satz 1 zeigt neben dem gewünschten Produkt (Pfeil) ein unspezifisches Produkt (300 bp). B) PCR von
ectD mit den Primern f_pstu_bam und r_pstu_sal (876 bp). Als Template dienten Gesamt-DNA von
Synechocystis pSynect2 (1), DNA des Wildtyps als Negativkontrolle (2) und Vektor-DNA pSynect2 als
Positivkontrolle (3). 1%ige Agarosegele in 1xTAE, M: GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder

Wachstumsversuche in BG11-Medium und die anschließende Analyse der Zellextrakte sowie

Medienüberstände mittels HPLC zeigten, dass Synechocystis pSynect2 in der Lage ist Hydroxy-

ectoin zu produzieren. Bei Wachstum in BG11 ohne NaCl wurde Hydroxyectoin sowohl intrazellulär

als auch extrazellulär akkumuliert, während bei 0,5%NaCl keine Akkumulation im Medium nachge-

wiesen werden konnte (vgl. Tab. 3.3). Außerdem zeigte sich, wie im Fall der heterologen Expression

von ectC (vgl. Abb 3.38), kein signifikanter Unterschied in der Hydroxyectoin-Produktion bei

Anzucht mit 0,5mM bzw. ohne IPTG (nicht dargestellt). Weiterhin konnten weder Ectoin noch

andere Vorstufen mittels HPLC detektiert werden.

Bei den experimentellen Wiederholungen ergaben sich starke Schwankungen für die

Hydroxyectoin-Produktion. Bei manchen Wachstumsversuchen konnten keine bzw. vernachläs-

sigbare Produktmengen detektiert werden, vor allem dann, wenn der konjugierte Stamm schon

mehrmals überimpft worden war. In diesen Fällen war, trotz Selektion mit Antibiotika, das

ectABCD-Gencluster bei erneuter Kontrolle mittels PCR nicht mehr in der Gesamt-DNA von

Synechocystis pSynect2 nachweisbar.
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In den Zellextrakten schwankte der Hydroxyectoin-Gehalt zwischen 0,1 und 9,1mg/gTBM und

in den Medienüberständen lag die Hydroxyectoin-Konzentration bei 0 bis 21,4mg/L, was einem

Solutgehalt von bis zu 59,8mg/gTBM entspricht. Für den extrazellulären Solutgehalt ergaben

sich aufgrund der geringen TBM (0,25 - 0,45 g/L) verhältnismäßig hohe Werte.

Die höchste Hydroxyectoin-Produktion konnte nach erneuter Konjugation von Synechocystis

mit pSynect2 erreicht werden. Dabei wurde der Solutgehalt bezogen auf TBM anhand des

Gesamtproteins bestimmt und ein Proteinanteil von etwa 50% in der TBM von Synechocystis

angenommen (Shastri & Morgan, 2005). Demnach ergab sich intrazellulär ein Solutgehalt

von 25,2mg/gTBM und extrazellulär ein Wert von 112,5mg/gTBM (vgl. Tab. 3.3). Eine
1H-NMR-Spektroskopie zur Bestätigung dieser Ergebnisse war wegen der geringen TBM nicht

möglich. Auffällig bei diesem Wachstumsversuch war, dass die Kulturen eine hellgrüne bis

gelbliche Färbung statt der üblichen dunkelgrünen Farbe aufwiesen.

Tab. 3.3: Heterologe Produktion von Hydroxyectoin mit Synechocystis pSynect2
Zellextrakte und Medienüberstände wurden mittels HPLC analysiert und der Hydroxyectoin-Gehalt be-
zogen auf Trockenbiomasse (mg/gTBM) bestimmt. Bei der maximal erreichten Produktion mit einem
frisch konjugierten Stamm wurde der Solutgehalt anhand des Gesamtproteins ermittelt (mg/gProtein)
und in mg/gTBM unter der Annahme umgerechnet, dass 50% Protein in der TBM von Synechocystis
vorliegen. n: Anzahl der experimentellen Wiederholungen

intrazellulär mg/gProtein mg/gTBM n

BG11 ohne NaCl 0,2 - 9,1 8
Maximum 50,4 ± 1,4 25,2 ± 0,7 2

BG11 0,5%NaCl 0,1 - 6,2 4

extrazellulär mg/L mg/gTBM n

BG11 ohne NaCl 0 - 21,4 0 - 59,8 8
Maximum 27,3 ± 1,7 112,5 ± 6,7 2

BG11 0,5%NaCl 0 0 4

In einem weiteren Versuch sollte die heterologe Expression unter Kontrolle eines Synechocystis-

eigenen Promotors anstatt des synthetischen tac-Promotors untersucht werden. Dazu wurde

der Promotor des Gens psbA1 verwendet, das für das D1 Protein im Photosystem II codiert.

Als Ausgangsvektor diente der Shuttle-Vektor pVZ322 (Zinchenko et al., 1999), der anders als

pRL59EH-Ω keinen Promotor enthält. Weiterhin wurden nur die Gene ectABC von A. cryptum

in den Vektor eingebracht, um eine Produktion von Ectoin zu erreichen.

Die Promotorregion stromaufwärts von psbA1 wurde aus genomischer DNA von Synechocystis

und die Gene ectABC aus genomischer DNA von A. cryptum mittels PCR amplifiziert. In der

anschließenden SOE-PCR wurden beide DNA-Fragmente fusioniert und über die mit den Primern

eingefügten Restriktionsschnittstellen PstI sowie XbaI in pVZ322 integriert (vgl. Abb. 3.42 A).
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Die erfolgreiche Klonierung des Expressionsvektors pSynect3 wurde mittels Restriktionsanalysen

überprüft und die korrekte Sequenz zusätzlich durch Sequenzierung bestätigt.

Im Anschluss an die Konjugation von Synechocystis mit pSynect3 wurde das Gen ectC

von A. cryptum mittels PCR in der Gesamt-DNA des konjugierten Stamms nachgewiesen

(vgl. Abb. 3.42 B). Allerdings konnten weder in den Zellextrakten noch in den Medienüber-

ständen von Synechocystis pSynect3 Ectoin oder dessen Vorstufen mittels HPLC detektiert werden.

A. cryptum Genom

ectABC (2339 bp)

f_ectC_SOE_S

r_ectABC_Xba

PstI  +  XbaI

Ligation

f_PpsbA1_Pst

r_ectABC_Xba

PpsbA1-ectABC (2658 bp)

pVZ322

8390 bp

pSynect3

11024 bp

Synechocystis Genom

psbA1-Promotor  (348 bp)

f_PpsbA1_Pst

r_psbA1_SOE

1       2       M      3 
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Abb. 3.42: Konstruktion von pSynect3 und Nachweis von ectC in Synechocystis
A) Für die Konstruktion von pSynect3 wurden die Gene ectABC von A. cryptum in einer SOE-PCR mit
der Promotorregion des psbA1 -Gens von Synechocystis (PpsbA1) fusioniert. Das SOE-Produkt wurde
über die Schnittstellen PstI und XbaI in den Vektor pVZ322 integriert. GmR: Gentamicinresistenz, KmR:
Kanamycinresistenz, mobABC: Mobilisierungsproteine, ori: Replikationsursprung. B) PCR von ectC
mit den Primern ectC_Acr_for und ectC_Acr_rev (411 bp). Als Template dienten Gesamt-DNA von
Synechocystis pSynect3 (2), DNA des Wildtyps als Negativkontrolle (1) und Vektor-DNA pSynect3 als
Positivkontrolle (3). 1,5%iges Agarosegel in 1xTAE, M: GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder
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Schließlich wurden für die Untersuchung der heterologen Produktion von Ectoinen noch zwei

Mutanten von Synechocystis herangezogen (∆GK2, ∆GS2), denen das Gen ggpS und somit die

Fähigkeit zur Synthese des kompatiblen Soluts Glucosylglycerin fehlt (Marin et al., 1998). Die

∆ggpS-Mutanten können daher, anders als der Wildtyp, bei einer NaCl-Konzentration von 2 bis

3% nicht mehr wachsen.

Mittels Konjugation wurden der Vektor pSynect2 in Synechocystis ∆GK2 (Kanamycinresistenz)

und pSynect3 in die Mutante ∆GS2 (Spectinomycinresistenz) eingebracht und beide Mutanten

auf BG11-Agarplatten mit 2%NaCl kultiviert. Synechocystis Wildtyp und die ∆ggpS-Mutanten

ohne Expressionsvektor wurden unter den gleichen Bedingungen als positive bzw. negative

Wachstumskontrolle angezogen. Im Fall einer ausreichenden Produktion und Wirkung der

Ectoine sollten die konjugierten ∆ggpS-Mutanten trotz 2%NaCl wachsen können, genau wie der

Wildtyp, der unter diesen Bedingungen Glucosylglycerin zur Anpassung an den osmotischen

Stress synthetisiert. Der Wildtyp war erwartungsgemäß auf den Agarplatten gewachsen. Für die

∆ggpS-Mutanten mit den Expressionsvektoren war genau wie im Fall ohne Vektor kein Wachstum

zu beobachten, was auf einen unzureichenden Schutz gegenüber dem osmotischen Stress unter den

getesteten Bedingungen hindeutet.

Insgesamt konnte gezeigt werden, dass sowohl die Expression von ectC aus A. cryptum als auch

des ectABCD-Genclusters aus P. stutzeri unter Verwendung des pRL59EH-Ω-Vektors mit tac-

Promotor in Synechocystis möglich ist. Mit den entwickelten Produktionsstämmen konnten zumin-

dest geringe Mengen von EctC bzw. Hydroxyectoin nachgewiesen werden. Aufgrund der geringen

Produktion und starken Schwankungen konnten jedoch bisher keine weiteren physiologischen

Untersuchungen zur Wirkung der Ectoine in Synechocystis verfolgt werden.
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4.1 Das ectABCDask-Gencluster von A. cryptum

In dieser Arbeit wurde das ectABCDask-Gencluster von A. cryptum in Bezug auf die Anpassung

an osmotischen Stress durch NaCl bzw. Al2(SO4)3 und dessen Potenzial für die Produktion

von Ectoinen in E. coli näher charakterisiert. Die Organisation des Genclusters, wie im Fall von

A. cryptum, ist bislang nur bei einigen anderen α-Proteobakterien und wenigen γ-Proteobakterien

zu finden (vgl. 1.2.3). Eine Besonderheit ist das Gen ask für eine putative Aspartokinase, auf die

zunächst näher eingegangen wird.

4.1.1 Die Aspartokinase von A. cryptum

Die Aspartokinase übernimmt eine wichtige Funktion bei der Bereitstellung von Aspartat-β-

semialdehyd, das u.a. als Vorstufe für die Ectoine und die Aminosäuren der Aspartat-Familie dient

(vgl. Abb. 1.1). Viele Mikroorganismen haben mehrere Aspartokinasen, die abhängig vom Bedarf

der Vorstufe Aspartat-β-semialdehyd für die verschiedenen Biosynthesewege einer unterschiedlichen

allosterischen Regulation unterliegen (Lo et al., 2009). Bei A. cryptum befindet sich das Gen ask

unmittelbar stromabwärts von ectD und das Stop- und Startcodon überlappen, was eine spezifische

Funktion der putativen Aspartokinase für die Hydroxyectoin-Synthese impliziert. Im Genom von

A. cryptum JF-5 (GenBank CP000697) ist neben der im ectABCDask-Gencluster annotierten

Aspartokinase Ask (Acry_3012), die sich nur in zwei Aminosäuren von Ask des Typstamms

DSM2389T unterscheidet, ein weiteres Gen für eine putative Aspartokinase (Acry_1008), im

Folgenden LysC genannt, vorhanden. Daher ist anzunehmen, dass A. cryptum DSM2389T ebenfalls

eine zweite Aspartokinase besitzt.

Ask von A. cryptum DSM2389T und LysC des Stamms JF-5 bestehen aus 488 bzw. 405

Aminosäuren und haben nur eine Übereinstimmung von ca. 20%. Demgegenüber konnten hohe

Sequenzhomologien für Ask von A. cryptum mit anderen in einem Ectoin- bzw. Hydroxyectoin-

Gencluster annotierten Aspartokinasen festgestellt werden (Moritz, 2012). Dies verdeutlicht, dass

die beiden putativen Aspartokinasen von A. cryptum zu unterschiedlichen Gruppen gehören, die

von Lo et al. (2009) anhand bioinformatischer Daten beschrieben wurden. Demnach kann Ask zur

α-Gruppe und LysC zur β-Gruppe gezählt werden.

Die P. stutzeri-Stämme DSM 5190T und A1501 besitzen auch jeweils zwei verschiedene

Aspartokinasen, die sich im bzw. außerhalb des ectABCDask-Genclusters befinden und schon

näher charakterisiert wurden (Weissgerber, 2010; Stöveken et al., 2011). Die Aspartokinase

Ask, die bei beiden Stämmen identisch ist, umfasst 476 Aminosäuren und hat eine hohe
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Übereinstimmung von 45% mit Ask des A. cryptum-Genclusters (vgl. Abb. 4.1). Darüber hinaus

ergeben sich für die Aspartokinase LysC von A. cryptum JF-5 große Sequenzhomologien zu

LysC von P. stutzeri und C. glutamicum (vgl. Abb. 7.3 im Anhang). Im Fall von A. cryptum und

P. stutzeri sind die Aminosäuresequenzen sogar zu 56% identisch und zu 72% ähnlich.

Acry_Ask  MSMAPSVEKIGGTSIAATDAVVGNVLIAGRAGRDLYRRIFVVSAYGGITDLLLEPKKKTDAAKPPGLYAS   70 

Pstu_Ask  ---MHTVEKIGGTSMSRFEEVLDNIFIGRREGAALYQRIFVVSAYSGMTNLLLEHKKTGE----PGVYQR   63 

               :********::  : *: *: *  * *  **:******** *:*:**** **  :    **:*   

 

Acry_Ask  FAADGEKGDWRDALDAVAAAMRARNEEVFGTSPERAVADDFVAARIGETRACLDDLDRLRGHGHFRLDEP  140 

Pstu_Ask  FADAQSEGAWREALEGVRQRMLAKNAELFSSEYELHAANQFINSRIDDASECMHSLQKLCAYGHFQLSEH  133 

          **    :* **:**: *   * *:* *:* :  *   *: *: :** :   *:  * :*   ***:* *  

 

Acry_Ask  LATLRELLAGLGEAHSAHNTALLLRARGVNAAFVDLTGWQDGRNLDLDERIRTGLDGIDSATTLPIVTGY  210 

Pstu_Ask  LMKVREMLASLGEAHSAFNSVLALKQRGVNARLADLTGWQQEAPLPFEEMISSHFAGFDFSRELVVATGY  203 

          *  :**:** ******* *: * *: *****   ******    *  :* * :   * * :  * : *** 

 

Acry_Ask  VKCSDGMVRKYDRGYTEMTFARLAVLTGAREAIIHKEFHLSSADPKVVGVGKARKIGRTNYDVTDQLANL  280 

Pstu_Ask  THCAEGLMNTFDRGYSEITFAQIAAATGAREAIIHKEFHLSSADPNLVGADKVVTIGRTNYDVADQLSNL  273 

            *::*::  :****:*:***::*  ******************* :**  *   ******** ***:** 

 

Acry_Ask  GVEVIHPGAARGLRQAGIPLRVRNTFDRHDEGTLICADYVSAAPRIEIVTGIRELRALQFFEQDMVGKKG  350 

Pstu_Ask  GMEAIHPRAAKTLRRAGVELRIKNAFEPEHGGTLISQDYKSEKPCVEIIAGRKDVFGIEVFDQDMLGDIG  343 

          *:* *** **: **:**: **::* *:    ****  ** *  * :**: * :::  :: *:***:*  * 

 

Acry_Ask  YDAAILDTLTKHRARIVSKSSNANAITHYLAAGGPTVRRVIADLEARFPNAEVSAPRLAMVALIGSDLSA  420 

Pstu_Ask  YDMEISKLLKQLKLYVVNKDSDANSITYYASGSRKLINRAARLIEEQYPAAEVTVHNLAIVSAIGSDLKV  413 

          **  *   * : :  :*:* *:**:**:* :     : *    :* ::* ***:   **:*: *****   

 

Acry_Ask  EGCVGRALDALGAAGIGVKAMQHQMRNVDIQFILDTDRFDDAIRALHAALVECRAAQDGKGGTLRTAA    488 

Pstu_Ask  KGILAKTVAALAEAGISIQAIHQSIRQVEMQCVVNEEDYDAAIAALHRALIE----PENHGDVIAAA-    476 

          :* : : : **  *** ::*:   :* *::* ::: : :* ** *** **:*     :  *  :  * 

 

Abb. 4.1: Sequenzvergleich der Aspartokinase Ask
Die Aminosäuresequenz der im ectABCDask-Gencluster annotierten Aspartokinase von A. cryptum
DSM2389T (Acry_Ask) wurde mit der von P. stutzeri DSM5190T (Pstu_Ask) mittels EMBOSS Needle
(Needleman & Wunsch, 1970) verglichen. Konservierte Aminosäuren (45%) sind mit einem Stern und
Aminosäuren mit ähnlichen Eigenschaften (19%) mit einem Doppelpunkt markiert.

Enzymtests in vitro zeigten, dass Ask von P. stutzeri DSM 5190T durch Kaliumglutamat und

ADABA leicht aktiviert wird und nur durch Threonin deutlich inhibiert werden kann, wobei die

Feedback-Inhibition durch Kombination von Threonin, Lysin und Methionin vollständig aufgehoben

wird (Weissgerber, 2010). Im Vergleich dazu wurde die Aktivität von LysC durch Threonin sowie

in verschiedenen Kombinationen mit Lysin und Methionin fast vollständig gehemmt. Außerdem

war keine Aktivierung mittels Kaliumglutamat oder ADABA nachweisbar. Zudem konnte nur im

Fall von Ask ein geringer Anstieg des relativen mRNA-Levels bei Wachstum mit 3% und 5%

NaCl beobachtet werden. Für die beiden Aspartokinasen von P. stutzeri A1501 wurde auch eine

Feedback-Inhibition mittels Threonin und bei LysC zusätzlich durch Kombination mit Lysin in

vitro festgestellt (Stöveken et al., 2011). Die Feedback-Inhibition von Ask war in Anwesenheit

von 0,65M NaCl oder KCl deutlich reduziert, was bei LysC nicht der Fall war. Anhand der

Ergebnisse wurde von Weissgerber und Stöveken et al. geschlussfolgert, dass beide Aspartokinasen

unterschiedliche Funktionen im Stoffwechsel von P. stutzeri übernehmen. LysC scheint allgemein

für die Biosynthese der Aminosäuren genutzt zu werden, während Ask vornehmlich eine Rolle für

die Ectoin- bzw. Hydroxyectoin-Synthese unter osmotischen Stressbedingungen spielt, um einen
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eventuellen Engpass durch das stärker Feedback-regulierte Enzym LysC zu kompensieren. Eine

biochemische Charakterisierung der Aspartokinasen von A. cryptum könnte zeigen, ob sich für

diese eine ähnliche Rollenverteilung im Stoffwechsel ableiten lässt.

4.1.2 Osmotische Anpassung von A. cryptum

4.1.2.1 Geringe Toleranz gegenüber Natriumchlorid

A. cryptum besitzt in M269 nur eine relativ geringe Salztoleranz von ≤ 5%NaCl. Bei Anzucht mit

4%NaCl war die Wachstumsrate etwa 50% reduziert im Vergleich zum Wachstum ohne NaCl

(vgl. Abb. 3.1). Die Ergebnisse sind ähnlich zu dem salzsensitiven Bakterium E. coli, das in MM63

bis maximal 4%NaCl wächst (Larsen et al., 1987) und bei Anzucht mit 3% statt ohne NaCl

eine um die Hälfte verminderte Wachstumsrate aufweist (Bestvater et al., 2008). Im Vergleich

dazu hat das halotolerante Bakterium P. stutzeri seine maximale Wachstumsrate bei 2%NaCl

in MM63, wächst zudem noch bei einer Salinität von 7,5%NaCl und hat dabei nur eine 40%

reduzierte Wachstumsrate gegenüber dem Maximum (Seip et al., 2011). H. elongata, ein moderat

halophiler Vertreter, kann demgegenüber in Minimalmedium mit NaCl-Konzentrationen von bis zu

20% wachsen und besitzt sein Optimum bei ca. 3%NaCl (Vreeland & Martin, 1980). Demzufolge

kann das acidophile Bakterium A. cryptum, trotz Vorhandensein des ectABCDask-Genclusters

zur Synthese von Hydroxyectoin, als nicht-halophil eingestuft werden,

4.1.2.2 Hohe Toleranz gegenüber Aluminiumsulfat

Bei Wachstum mit 10 bis 100mMAl2(SO4)3 hatte A. cryptum eine ca. 30% höhere Wachstumsrate

als ohne Al2(SO4)3 (vgl. Abb. 3.3). Für die Hauptkulturen mit 10mMAl2(SO4)3 war die Vorkul-

tivierung ohne Al2(SO4)3 erfolgt, was auf einen wachstumsfördernden Effekt durch Al2(SO4)3

hinweist. Wakao et al. (2002) konnten für A. cryptum und andere Acidophile ebenfalls erhöhte

Wachstumsraten mit 20 bis 100mM Aluminium beobachten. Der wachstumsfördernde Effekt

könnte laut Wakao et al. u.a. mit einer möglichen Pufferwirkung von Al2(SO4)3 zusammenhängen,

da der pH-Wert der Kulturen mit Al2(SO4)3 im Wachstumsverlauf weniger stark gesunken war

als bei Wachstum ohne Al2(SO4)3. Bei Anzucht in M269 mit 300mMAl2(SO4)3 hatte A. cryptum

mit 0,10 h-1 eine etwa 50% verringerte Wachstumsrate gegenüber dem Maximum von 0,21 h-1

(vgl. Abb. 3.3). Bei 400mMAl2(SO4)3 war das Wachstum nur eingeschränkt möglich. Fischer

et al. (2002) haben für A. cryptum in einem ähnlichen Medium mit 300mMAl2(SO4)3, auch nach

Vorkultivierung mit 50mMAl2(SO4)3, eine Wachstumsrate von 0,125 h-1 beschrieben.

Außerdem konnten Fischer et al. bei A. cryptum eine spezifisch durch Aluminiumionen indu-

zierbare Aluminium-Resistenz feststellen. Bei anderen acidophilen und acidotoleranten Mikroor-

ganismen war eine hohe Aluminium-Toleranz zu beobachten, aber ohne erkennbare Induktion

(Fischer et al., 2002; Kawai et al., 2000). Im Gegensatz dazu wird das Wachstum von E. coli bereits
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durch 2,25mM Aluminium bei pH 5,4 fast vollständig gehemmt (Guida et al., 1991). Die toxische

Wirkung wird vor allem den Al3+-Ionen zugeschrieben und scheint u.a. mit der Substitution von

Mg2+-Ionen in biologischen Prozessen in Verbindung zu stehen (Macdonald & Martin, 1988).

Al3+-Ionen binden ATP4- fast 107-mal stärker als Mg2+-Ionen und der Ligandenaustausch ist etwa

105-mal langsamer gegenüber Mg2+-Ionen Dadurch können Mg2+-abhängige Enzyme und Liganden

inhibiert werden. Darüber hinaus könnten eine Bindung an DNA, Zellwand oder Membranen

und die damit verbundenen negativen Effekte für die Aluminium-Toxizität bei Mikroorganismen

verantwortlich sein (Piña & Cervantes, 1996). Die Tatsache, dass vor allem Acidophile eine hohe

Aluminium-Toleranz aufweisen, lässt sich auf die pH-abhängige Löslichkeit der toxischen Al3+-Ionen

zurückführen. Bei neutralem pH-Wert liegt hauptsächlich unlösliches Aluminiumhydroxid vor,

während bei pH<5 überwiegend Al3+-Ionen vorkommen (Martin 1986). Die Aluminium-Toleranz

acidophiler Mikroorganismen stellt wahrscheinlich eine Anpassung an erhöhte Konzentrationen

von Metall-Ionen in den sauren Lebensräumen, z.B. acid mine drainage, dar.

Potenzielle Mechanismen der Aluminium-Toleranz bzw. -Resistenz sind u.a. eine extrazelluläre

oder intrazelluläre Komplexierung, eine Bindung an die Zellwand und ein aktiver Export (Piña

& Cervantes, 1996). Bei A. cryptum wurde durch Isolierung Transposon-induzierter Aluminium-

sensitiver Mutanten ein Protein gefunden, das signifikante Ähnlichkeiten zu Efflux-Systemen

der RND-Familie (resistance nodulation division) aufweist und mit der Aluminium-Resistenz in

Verbindung gebracht wird (Friedrich, 2001).

4.1.2.3 Vergleich der osmotischen Konzentration von NaCl und Al2(SO4)3

Bei der Messung der osmotischen Konzentration von M269 ergab sich für NaCl abhängig von der

Anzahl der osmotisch aktiven Teilchen eine lineare Beziehung zwischen Osmolalität und Molarität

(vgl. Abb. 3.4). Für Al2(SO4)3 hingegen war nur bis ca. 300mM eine lineare Korrelation festzustellen.

Zudem fiel die osmotische Konzentration niedriger aus als entsprechend der Teilchenzahl zu erwarten

war, was auf eine mögliche Interaktion von Al2(SO4)3 mit anderen Medienkomponenten hindeutet.

In M269 mit 2%NaCl (342mM) bzw. 300mM Al2(SO4)3 war die osmotische Konzentration sehr

ähnlich (ca. 0,6Osmol/kg). Unter diesen Bedingungen hatte A. cryptum mit NaCl eine höhere

Wachstumsrate und einen etwas geringeren Solutgehalt als bei Wachstum mit Al2(SO4)3 (vgl.

Abb. 3.1 und 3.3). Auffällig war, dass annähernd das gleiche Verhältnis der akkumulierten Solute

Trehalose und Hydroxyectoin von 1,5:1 vorlag. Für P. stutzeri, der ebenfalls mehrere Solute

gleichzeitig im Cytoplasma akkumuliert, konnte beobachtet werden, dass der relative Anteil der

Solute sogar unabhängig von der NaCl-Konzentration gleich bleibt (Seip et al., 2011).
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4.1.2.4 Hydroxyectoin und Trehalose als Antwort auf osmotischen Stress

A. cryptum synthetisierte hauptsächlich Hydroxyectoin und Trehalose als Antwort auf osmoti-

schen Stress und der intrazelluläre Solutgehalt stieg mit zunehmender NaCl- bzw. Al2(SO4)3-

Konzentration an (vgl. Abb. 3.1 und 3.3). Viele andere Bakterien, die mit den Ectoin- bzw.

Hydroxyectoin-Synthesegenen ausgestattet sind, gehören zu den halophilen Vertretern und akku-

mulieren vornehmlich Ectoin, Hydroxyectoin oder beide Solute in Kombination (Severin et al.,

1992). Die Akkumulation von Hydroxyectoin in Verbindung mit Trehalose als vorherrschende

Solute, wie im Fall von A. cryptum, ist ungewöhnlich. Severin et al. (1992) haben halophile Micro-

coccus-Arten beschrieben, die Hydroxyectoin zusammen mit Trehalose intrazellulär akkumulieren,

aber Ectoin als primäres Solut nutzen. P. stutzeri synthetisiert zur Anpassung an osmotischen

Stress vorwiegend Hydroxyectoin und in geringeren Maßen N-Acetyl-glutaminylglutamin-1-amid

(NAGGN) sowie Trehalose (Seip et al., 2011).

Trehalose wird vor allem bei geringen Salinitäten bzw. von Mikroorganismen mit geringer

Salztoleranz als kompatibles Solut genutzt (Galinski & Trüper, 1994; Reed et al., 1986). Dies

kann dem relativ hohen Energiebedarf verglichen mit anderen Soluten, z.B. Ectoin, zugeschrieben

werden (Oren, 1999). In Übereinstimmung damit wird im Fall von A. cryptum, der eine geringe

NaCl-Toleranz besitzt, zunächst vornehmlich Trehalose akkumuliert und mit steigender Salinität

der Anteil an Hydroxyectoin erhöht (vgl. Abb. 3.1).

Neben Trehalose und Hydroxyectoin wurde auch Glutamat in geringen Mengen bei A. cryptum

nachgewiesen. Glutamat wird bei vielen Bakterien, z.B. E. coli, als erste Antwort unter hyperosmo-

tischen Bedingungen zusammen mit K+-Ionen im Cytoplasma akkumuliert (Dinnbier et al., 1988).

Bei Vertretern, die vornehmlich Ectoine de novo synthetisieren, kommt Glutamat in geringen

Mengen vor (Severin et al., 1992). Im Fall von A. cryptum scheint Glutamat auch eine unterge-

ordnete Rolle bei der osmotischen Anpassung zu spielen. Bei Wachstum mit NaCl konnte eine

intrazelluläre Glucose-Akkumulation von bis zu 85µmol/gTBM nachgewiesen werden, obwohl

Glycerin als C-Quelle diente. Dies könnte mit der Trehalose-Synthese zusammenhängen. Im Genom

von A. cryptum befinden sich die putativen Gene otsAB, die in E. coli die osmotisch regulierte

Trehalose-Synthese ausgehend von UDP-Glucose und Glucose-6-phosphat vermitteln (Giæver et al.,

1988). Ectoin konnte nur in vernachlässigbaren Mengen detektiert werden, was darauf schließen

lässt, dass es direkt in Hydroxyectoin umgewandelt wird und ansonsten keine Funktion bei der

Osmoadaptation in A. cryptum hat. Dies könnte u.a. an der Organisation des Genclusters liegen.

P. stutzeri, der auch ein ectABCDask-Gencluster besitzt, akkumuliert bei Salzstress ebenfalls nur

geringfügige Mengen an Ectoin (Seip et al., 2011).

Hydroxyectoin wurde in großen Mengen von A. cryptum synthetisiert, wobei jedoch nur eine

geringe Salztoleranz vermittelt wurde. Bisher ist nicht bekannt, ob Hydroxyectoin neben der

Osmoadaptation eine weitere Funktion zur Anpassung an die sauren Metall-reichen Lebensräume

(z.B. acid mine drainage) hat. Der pH-Wert und die Temperatur haben unabhängig von der

NaCl-Konzentration keinen Einfluss auf die Hydroxyectoin-Synthese in A. cryptum (Moritz, 2012).
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Denkbar wäre ein direkter Effekt auf das toxische Aluminium, z.B. als Chelator. Dieser Annah-

me könnte mit Hilfe des Hydroxyectoin-Produzenten E. coli pASK_ectABCDask nachgegangen

werden, da E. coli normalerweise keine Aluminium-Toleranz besitzt. Goltsman et al. (2009) haben

in Biofilmen aus acid mine drainage acidophile Vertreter der Gattung Leptospirillum gefunden, die

einen vollständigen Biosyntheseweg für Hydroxyectoin aufweisen, und konnten die entsprechenden

Proteine detektieren. Darüber hinaus konnte mittels Metabolomanalyse der in acid mine drainage

auftretenden Biofilme gezeigt werden, dass Hydroxyectoin häufig vorhanden ist und scheinbar

vor allem in der frühen Phase der Biofilm-Bildung eine Anpassung an den erhöhten osmotischen

Stress bietet (Mosier et al., 2013). Insgesamt lassen die Erkenntnisse darauf schließen, dass die

Produktion von Hydroxyectoin nicht auf halophile Vertreter beschränkt ist, sondern weit verbreitet

ist. In diesem Zusammenhang wäre es möglich, dass A. cryptum das ectABCDask-Gencluster über

horizontalen Gentransfer erworben hat. Allerdings unterscheidet sich der GC-Gehalt der Gene

ectABCDask kaum von dem des A. cryptum-Genoms.

4.1.3 Potenzial des A. cryptum-Genclusters für die heterologe Expression in E. coli

Der bioinformatische Vergleich von EctC verschiedener Vertreter der Bacteria zeigte, dass das

Protein von A. cryptum eine sehr geringe Acidität aufweist und sich dadurch deutlich von denen

halophiler Bakterien unterscheidet (vgl. Abb. 3.5). Die Acidität ergibt sich aus den sauren Amino-

säuren (Aspartat, Glutamat) abzüglich der basischen Aminosäuren (Arginin, Lysin) bezogen auf

die Gesamtzahl der Aminosäuren und ist ein Maß für den sauren Charakter eines Proteins.

Für die Proteine halophiler Archaeen, die an hohe intrazelluläre Ionenkonzentrationen angepasst

sind, ist bekannt, dass sie einen Überschuss von sauren zu basischen Aminosäuren haben und

folglich die Acidität hoch ist. Die sauren Aminosäuren sind vermehrt an der Proteinoberfläche

und führen zu einer erhöhten negativen Oberflächenladung. Diese ermöglicht den Proteinen mit

Ionen um die vorhandenen Wassermoleküle zu konkurrieren und somit die Löslichkeit der Proteine

bei geringer Wasserverfügbarkeit aufrechtzuerhalten (Fukuchi et al., 2003; Reed et al., 2013).

Bei dem bioinformatischen Vergleich konnte vor allem für EctC halophiler Vertreter, z.B.

H. elongata, eine hohe Acidität festgestellt werden, die ebenfalls mit einer Salzabhängigkeit in

Verbindung gebracht werden kann. EctC von A. cryptum hingegen ist aufgrund der geringen

Acidität nicht als halophiles Protein einzuordnen. Dies steht in Übereinstimmung mit vorherigen

Aktivitätstests des Enzyms in vitro, bei denen eine deutliche Abnahme der Aktivität mit steigender

NaCl-Konzentration beobachtet wurde (Moritz, 2012). Weiterhin zeigten die Wachstumsversuche,

dass A. cryptum eine geringe NaCl-Toleranz hat, genau wie E. coli, was auf ähnliche physiologische

Bedingungen im Cytoplasma hindeutet. Außerdem konnte die Hydroxyectoin-Synthese und somit

die Expression der Biosynthesegene bereits bei einer geringen Salinität (1%NaCl) festgestellt

werden. Insgesamt lassen die Ergebnisse darauf schließen, dass das ectABCDask-Gencluster von

A. cryptum für die Produktion der Ectoine in E. coli bei geringer Salinität geeignet ist.
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4.2 Heterologe Produktion von Ectoinen in E. coli mittels des
A. cryptum-Genclusters

Ectoine sind wegen ihrer vielseitigen protektiven Wirkung auf Biomoleküle, Zellen und Gewebe

von großem Interesse für biotechnologische Anwendungen (Lentzen & Schwarz, 2006b; Pastor

et al., 2010). Ectoin wird bereits im industriellen Maßstab produziert und in verschiedenen

Kosmetik- und Medizinprodukten eingesetzt. Die industrielle Produktion erfolgt derzeit mit Hilfe

des natürlichen Ectoin-Produzenten H. elongata (Kunte et al., 2014) und bedarf wegen dessen

halophiler Lebensweise größerer Mengen an NaCl. Eine erhöhte NaCl-Konzentration ist nicht

nur für die Fermentertechnik auf Dauer von Nachteil, sondern führt auch durch die erforderliche

Trennung der Ectoine vom Salz zu einem zeit- und kostenintensiven Gewinnungsprozess.

Mehrere Versuche wurden bereits unternommen, um eine heterologe Produktion der Ectoine

bei geringer Salinität bzw. ohne NaCl mit Hilfe eines nicht-halophilen Wirts zu erreichen und

somit das Produktionsverfahren zu optimieren (vgl. 4.2.3). E. coli bietet sich aufgrund seiner nicht-

halophilen Lebensweise und der weitreichenden Erfahrung, diesen Modellorganismus als heterologes

Produktionssystem zu nutzen, für eine salzfreie Produktion der Ectoine an. Das ectABCDask-

Gencluster von A. cryptum ist ein vielversprechender Kandidat für die heterologe Produktion von

Ectoinen in E. coli bei geringer Salinität (vgl. 4.1.3). Bei der Expression des A. cryptum-Genclusters

unter Kontrolle des tet-Promotors in E. coli DH5α konnte eine hohe Produktion der Ectoine und

deren Sekretion ins Medium festgestellt werden. In ersten Wachstumsversuchen mit Glucose

und 1%NaCl bzw. ohne NaCl konnte ein extrazellulärer Solutgehalt von bis zu 1,3 g/gTBM

erreicht werden (Bethlehem, 2015). In dieser Arbeit wurde das heterologe Produktionssystem für

Ectoine in E. coli DH5α unter Verwendung des ectABCDask-Gencluster von A. cryptum weiter

charakterisiert und optimiert. Alle verwendeten Produktionsstämme basieren auf E. coli DH5α

und werden im gesamten Kapitel 4.2 zur vereinfachten Schreibweise nur mit E. coli bezeichnet.

4.2.1 Überblick zum heterologen Produktionssystem für Ectoine in E. coli

Zunächst wird ein Überblick über das in dieser Arbeit verwendete Produktionssystem für Ectoine

in E. coli gegeben (vgl. Abb. 4.2). Die heterologe Produktion von Ectoin bzw. Hydroxyectoin wird

durch einen Expressionsvektor auf Basis von pASK-IBA3 mit einer hohen Kopienzahl vermittelt,

der das A. cryptum-Gencluster unter Kontrolle des starken induzierbaren tet-Promotors enthält.

Durch Zugabe des Induktors AHT wird die Expression des Genclusters induziert und die für die

Synthese der Ectoine erforderlichen Enzyme produziert.

C-Quelle Als C-Quellen wurden vorwiegend Glycerin und Glucose eingesetzt. Glucose wird in

erster Linie über das Phosphotransferasesystem (PTS) aufgenommen, wobei die Phosphatgruppe

von Phosphoenolpyruvat (PEP) durch Gruppentranslokation auf Glucose übertragen und Glucose-

6-phosphat gebildet wird (Kundig et al., 1966). In dieser Form fließt Glucose in den zentralen

Stoffwechsel und über die Glykolyse in Richtung der Synthese von Ectoin bzw. Hydroxyectoin.
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Glycerin wird durch erleichterte Diffusion mittels des Facilitator-Proteins GlpF aufgenommen. Im

Cytoplasma wird Glycerin durch ATP-abhängige Phosphorylierung mittels der Glycerinkinase zu

Glycerin-3-phosphat umgesetzt. Anschließend erfolgt die Oxidation zu Dihydroxyacetonphosphat

(DHAP) mittels der Membran-assoziierten Glycerin-3-phosphat-Dehydrogenase, wobei FADH2

gebildet wird (Lin, 1976). Über DHAP erfolgt der Eintritt in die Glykolyse und derselbe Weg wie

im Fall von Glucose führt zur Synthese der kompatiblen Solute.

Synthese der Ectoine Für die Biosynthese der Ectoine wird Aspartat benötigt, das durch

Transaminierung von Oxalacetat bereitgestellt werden kann. Oxalacetat wiederum entsteht durch

Carboxylierung von PEP mittels der PEP-Carboxylase oder wird aus dem Citratzyklus abgezogen.

Ausgehend von Aspartat wird Aspartat-β-semialdehyd gebildet, das sowohl als Vorstufe für die

Ectoine als auch für die Aminosäuren der Aspartat-Familie dient. Anschließend werden Ectoin

und Hydroxyectoin mit Hilfe der rekombinanten Enzyme synthetisiert (vgl. Abb. 4.2 und 1.1). Bei

der EctB-vermittelten Transaminierung handelt es sich um eine reversible Reaktion (Ono et al.,

1999), während die durch EctA bzw. EctD katalysierte Reaktion Acetyl-CoA bzw. O2 benötigt und

irreversibel ist. Im Fall von EctC besteht sehr wahrscheinlich eine Gleichgewichtsreaktion zwischen

ADABA und Ectoin, bei der das Gleichgewicht deutlich auf Seiten der zyklischen und stabileren

Form Ectoin liegt. Darauf weisen Aktivitätstests in vitro mit dem Enzym von H. elongata hin

(Witt et al., 2011). Der Aktivitätstest mit dem aus A. cryptum stammenden EctC im Rohextrakt

von E. coli lässt ebenfalls auf ein Reaktionsgleichgewicht schließen, wobei ADABA und Ectoin in

einem Verhältnis von 1 zu 16 - 20 detektiert wurden (vgl. 3.3.6).

Efflux der Ectoine Die de novo-synthetisierten Solute werden aufgrund der hohen Produktions-

rate und geringen Salinität des Mediums aus den Zellen geschleust. Je nach Produktionsbe-

dingungen und verwendetem Expressionsvektor werden ADABA, Ectoin und/oder Hydroxyectoin

extrazellulär akkumuliert. Die verantwortlichen Efflux-Systeme sind bisher noch nicht eindeutig

aufgeklärt. E. coli besitzt mechanosensitive Kanäle, die bei einem Anstieg des Turgordrucks unter

hypoosmotischen Bedingungen einen schnellen Ausstrom der intrazellulär akkumulierten Solute

vermitteln, um das osmotische Gleichgewicht aufrechtzuerhalten (Berrier et al., 1996; Levina et al.,

1999). Andererseits konnte kürzlich für E. coli-Mutanten, denen die mechanosensitiven Kanäle

fehlen, demonstriert werden, dass Hydroxyectoin trotzdem extrazellulär akkumuliert wird (Czech

et al., 2016). Demzufolge könnten in E. coli neben den mechanosensitiven Kanälen auch spezifische

Transportsysteme für den Efflux der kompatiblen Solute verantwortlich sein.

Wiederaufnahme der Ectoine Aufnahmeexperimente haben gezeigt, dass E. coli nicht in der Lage

ist die Ectoin-Vorstufe ADABA aufzunehmen (Voß, 2002). Dadurch ist eine hohe extrazelluläre

Akkumulation von ADABA möglich, sofern die Vorstufe aus den Zellen geschleust wird. Die

Tatsache, dass unter manchen Produktionsbedingungen ein Ausstrom von ADABA aufgetreten

ist, wird in Kapitel 4.2.2.14 erläutert. Für Ectoin ist bekannt, dass es von E. coli mittels der

osmotisch regulierten Transporter ProP und ProU aufgenommen werden kann (Jebbar et al., 1992).

Mittlerweile gibt es auch Hinweise darauf, dass die Aufnahme von Hydroxyectoin über dieselben
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Transportsysteme erfolgt (Czech et al., 2016). Inwiefern der dritte Transporter PutP, der nicht

direkt in die Osmoregulation von E. coli involviert ist (Grothe et al., 1986), die Aufnahme der

Ectoine bei Salinitäten ≤ 1%NaCl beeinflusst, ist bislang nicht untersucht worden. Aufnahmeraten

von Ectoin in E. coli wurden bisher bei 1%NaCl oder höheren Salinitäten bestimmt, wobei die

Aufnahme bei 1%NaCl mit 80 - 100 nmol/(min xmgProtein) erfolgt (Galinski unveröffentlicht).

Bei Salinitäten <1%NaCl, die in dieser Arbeit für die Produktion der Ectoine vornehmlich

verwendet wurden, sind die Aufnahmeraten von Ectoin und Hydroxyectoin nicht bekannt.

Glycerin Glucose

Acetyl-CoA

Glykolyse

Oxalacetat

Citratzyklus

Aspartat

Ask

Asd

Aspartat-β-

semialdehyd
EctB

DABA

EctA

ADABA

EctC

Ectoin

EctD

Hydroxyectoin

? ?

ADABA Ectoin

Hydroxyectoin

Periplasma

intrazellulär

extrazellulär

PEP

Abb. 4.2: Schematische Darstellung des Produktionssystems für Ectoine in E. coli
Die vorwiegend eingesetzten C-Quellen Glycerin und Glucose werden durch erleichterte Diffusion bzw.
aktiven Transport aufgenommen und fließen über die Glykolyse in den Stoffwechsel. Ausgehend von
Aspartat erfolgt die Synthese der Ectoine (vgl. Abb. 1.1). EctC stellt sehr wahrscheinlich ein Gleichge-
wicht zwischen ADABA und Ectoin ein (1:16 - 20). Die Solute werden extrazellulär akkumuliert, wobei
die verantwortlichen Efflux-Systeme noch nicht aufgeklärt sind. Anders als ADABA können Ectoin und
Hydroxyectoin über die Transporter ProP, ProU und evtl. PutP aufgenommen werden, aber deren Akti-
vität bei < 1%NaCl wurde bisher nicht untersucht.

4.2.2 Charakterisierung und Optimierung des heterologen Produktionssystems

4.2.2.1 Akkumulation von Ectoin durch Mutation im Vektor pASK_ectABCDm

Im Expressionsvektor pASK_ectABCDm wurde eine Punktmutation in ectD identifiziert, die

einen Aminosäureaustausch von Leucin zu Prolin an Position 118 zur Folge hat. Mit dem neu

konstruierten Expressionsvektor ohne Mutation in ectD (pASK_ectABCD2) konnte nachgewiesen

werden, dass der Aminosäureaustausch mit einem Funktionsverlust von EctD und somit der

Produktion von Ectoin statt Hydroxyectoin einhergeht (vgl. Abb. 3.7). Der Vergleich der Amino-

säuresequenz von EctD (vgl. Abb. 3.6) zeigte, dass die betroffene Aminosäure in unmittelbarer

Nähe zur Consensus-Sequenz und zu Aminosäuren liegt, die in verwandten EctD-Proteinen an der
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Ligandenbindung im aktiven Zentrum beteiligt sind (Reuter et al., 2010; Höppner et al., 2014).

Dabei könnte Prolin anstelle von Leucin einen entscheidenden Einfluss auf die Proteinstruktur

von EctD und somit auf die Funktionalität des Enzyms haben.

Prolin ist eine zyklische Aminosäure mit einer sekundären Aminogruppe, wodurch in der Peptid-

bindung der Amidwasserstoff zur Ausbildung von Wasserstoffbrückenbindungen fehlt. Außerdem

führt die Ringstruktur von Prolin zu einer eingeschränkten und starren Konformation in der

Proteinstruktur. Aufgrund dieser Eigenschaften stört Prolin die regelmäßigen Sekundärstrukturen,

wie α-Helices und β-Faltblätter, indem es einen Knick bzw. eine Krümmung hervorruft, und ist

bevorzugt am Übergang der verschiedenen Sekundärstrukturelemente zu finden (MacArthur &

Thornton, 1991). Welchen Effekt Prolin an Position 118 in EctD von A. cryptum tatsächlich hat,

kann aufgrund der fehlenden Kristallstruktur des Proteins an dieser Stelle nicht geklärt werden.

4.2.2.2 Die Transaminase EctB scheint in E. coli essenziell zu sein

Der Stamm E. coli pASK_ectACD, bei dem ein 120 bp großes Fragment im ectB-Gen fehlt und

somit EctB funktionslos ist, konnte kein Ectoin produzieren. Dieses Ergebnis weist darauf hin,

dass EctB für die Ectoin-Produktion in E. coli essenziell ist, anders als es in dem natürlichen

Ectoin-Produzenten H. elongata der Fall ist (Schwibbert et al., 2011). Neben dem Leserahmen ist

auch die Sequenz 130 bp stromaufwärts des nachfolgenden Gens ectC mit putativen Promotorre-

gionen oder anderen regulatorischen Elementen im Vektor pASK_ectACD unverändert geblieben.

Trotzdem kann nicht völlig ausgeschlossen werden, dass die Expression von ectC durch die fehlende

ectB-Sequenz negativ beeinflusst wurde. Durch einen Nachweis der Aktivität von EctC könnte

sichergestellt werden, dass das Ausbleiben der Ectoin-Produktion nicht mit einem Defekt von

EctC zusammenhängt, sondern tatsächlich auf das funktionslose EctB-Protein zurückzuführen ist.

4.2.2.3 Geringer positiver Effekt der Aspartokinase auf die Hydroxyectoin-Produktion

Im direkten Vergleich von E. coli pASK_ectABCD2 und pASK_ectABCDask fiel der extrazel-

luläre Solutgehalt bei dem Produktionsstamm mit Aspartokinase Ask etwas höher aus und der

Ectoin-Anteil war 50% geringer, so dass schlussendlich eine höhere Ausbeute an Hydroxyectoin

erreicht wurde (vgl. Abb. 3.7). Demnach kann von einem geringen positiven Effekt von Ask

auf die heterologe Hydroxyectoin-Produktion gesprochen werden. Die Aspartokinase katalysiert

die ATP-abhängige Phosphorylierung von Aspartat und ist für die Bereitstellung der Vorstufe

Aspartat-β-semialdehyd im Zuge der Synthese der Ectoine wichtig. E. coli besitzt drei Isoenzyme

der Aspartokinase, die einer transkriptionalen Regulation und negativen Feedback-Regulation

durch die Aminosäuren der Aspartat-Familie unterliegen (Patte, 1996). Bestvater et al. (2008)

konnten demonstrieren, dass die Aspartokinase der limitierende Faktor (metabolic bottle-neck) für

die heterologe Ectoin-Produktion in E. coli DH5α ist, wobei die ectABC -Gene mit dem nativen

salzinduzierten Promotor aus dem halophilen M. halophilus verwendet wurden. Durch eine deregu-
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lierte Aspartokinase aus C. glutamicum, deren Expression unter Kontrolle des tac-Promotors stand,

konnte in diesem Produktionsstamm der Flaschenhals-Effekt umgangen und die Ectoin-Produktion

deutlich gesteigert werden (Bestvater et al., 2008).

Im Fall von E. coli pASK_ectABCDask wird das Gencluster unter Kontrolle des starken

AHT-induzierbaren tet-Promotors exprimiert, wobei keine Informationen über die Transkripti-

onsrate des Gens ask vorliegen. Falls weitere regulatorische Elemente stromaufwärts von ask

im A. cryptum-Gencluster vorhanden sind, könnten diese die Expression des ask-Gens unter

den Produktionsbedingungen in E. coli beeinträchtigt haben. Außerdem ist nicht bekannt, ob

Ask von A. cryptum einer Feedback-Regulation unterliegt (vgl. 4.1.1). Darüber hinaus erreichte

E. coli pASK_ectABCDask einen bis zu 35-mal höheren Solutgehalt im Medium als der von

Bestvater et al. beschriebene Produktionsstamm intrazellulär aufwies (0,4mmol/gTBM). Dies

könnten mögliche Gründe für einen geringeren positiven Effekt von Ask auf das hier vorgestellte

Produktionssystem für Hydroxyectoin sein. Auffällig ist jedoch, dass das heterologe Produktions-

system eine sehr hohe Produktion der Ectoine unabhängig von der im Gencluster codierten

Aspartokinase oder einem deregulierten Enzym erlaubt und somit die Aktivität der E. coli-eigenen

Aspartokinasen ausreichend zu sein scheint. Das lässt darauf schließen, dass die Aspartokinase

nicht generell der limitierende Faktor für die Produktion von Ectoinen in E. coli DH5α sein muss.

4.2.2.4 Die produzierten Ectoine werden überwiegend extrazellulär akkumuliert

Bei dem vorgestellten heterologen Produktionssystem wird die überwiegende Menge der produ-

zierten Ectoine aus den Zellen geschleust und im Medium akkumuliert. Bei Anzucht mit 1%NaCl

machte der intrazelluläre Ectoin- bzw. Hydroxyectoin-Gehalt 3% bzw. 6% der gesamten produ-

zierten Solute aus und bei geringeren Salinitäten betrug der prozentuale Anteil weniger als 1%

bzw. 3%. Dies steht in Übereinstimmung mit der Beobachtung, dass der intrazelluläre Solutgehalt

bei Anstieg der Salinität von 0 bis 1%NaCl zunahm (vgl. Abb 7.1). Für E. coli ist schon länger

bekannt, dass kompatible Solute, z.B. Glycinbetain oder Ectoin, proportional zur osmotischen

Konzentration des Mediums intrazellulär akkumuliert werden (Le Rudulier & Bouillard, 1983;

Jebbar et al., 1992). Der hohe extrazelluläre Anteil der produzierten Ectoine kann zum einen

auf die geringe osmotische Konzentration des Mediums (≤ 1%NaCl) zurückgeführt werden. Zum

anderen weist das heterologe Produktionssystem eine hohe Produktionsrate auf, mit spezifischen

Produktivitäten von bis zu 350mg/(gTBMxh). Beides hat einen schnellen und kontinuierlichen

Ausstrom der Ectoine aus der Zelle zur Folge, um den Turgordruck anzupassen und das osmotische

Gleichgewicht aufrechtzuerhalten. Dabei ist noch nicht eindeutig aufgeklärt, ob der Efflux über

mechanosensitive Kanäle und/oder spezifische Transportsysteme in E. coli vermittelt wird.

Weiterhin ist nicht bekannt, ob eine Wiederaufnahme der extrazellulär akkumulierten Solute

bei Salinitäten unterhalb von 1%NaCl erfolgt und diese die Effizienz des Produktionssystems

aufgrund des zusätzlichen Energieaufwands beeinträchtigt. Dafür wäre es hilfreich die Aufnahme-
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raten der Produktionsstämme für Ectoin bzw. Hydroxyectoin bei < 1%NaCl zu bestimmen. Für

Glycinbetain konnte gezeigt werden, dass in E. coli die anfängliche Aufnahmerate bei Anzucht

ohne NaCl deutlich geringer ist als bei 0,15MNaCl (ca. 0,9%) und höheren Salinitäten (Perroud &

Le Rudulier, 1985). Falls das auch auf Ectoin und Hydroxyectoin zutreffen sollte, die über die glei-

chen Transportsysteme aufgenommen werden, wäre bei < 1%NaCl eine langsame Wiederaufnahme

der produzierten Solute aus dem Medium zu erwarten. Außerdem kann davon ausgegangen werden,

dass aufgrund der geringen osmotischen Konzentration des Mediums und des damit verbundenen

niedrigen intrazellulären Solutgehalts nur eine geringe Menge der Ectoine wieder aufgenommen

wird. In Kombination mit der hohen Produktionsrate kann daher angenommen werden, dass

die Wiederaufnahme der extrazellulär akkumulierten Ectoine keinen wesentlichen Einfluss auf

die Effizienz des heterologen Produktionssystems hat. Dieser Annahme könnte durch heterologe

Produktion der Ectoine in einem E. coli-Stamm ohne die entsprechenden Aufnahmesysteme ProP,

ProU und PutP nachgegangen werden. Hierfür könnte z.B. E. coli MKH13 (Haardt et al., 1995)

oder der Stamm BKA-13 verwendet werden, der zusätzlich Trehalose-defizient ist (Burdziak, 2006).

4.2.2.5 Höchste Produktion der Ectoine bei geringer Salinität

Für das Produktionssystem konnte festgestellt werden, dass der extrazelluläre Solutgehalt bei

einer geringen Salinität von 0,25 bzw. 0,5%NaCl höher ist als bei Anzucht ohne Salz oder mit

1%NaCl (vgl. Abb. 3.9 und 3.14). Für E. coli pASK_ectABCDask ergab sich eine extrazellu-

läre Hydroxyectoin-Konzentration von fast 10mM bei Wachstum in MM63-0,5 mit Glycerin,

was einem maximalen Solutgehalt von 13,8mmol/gTBM (2,2 g/gTBM) entspricht. Im Fall von

E. coli pASK_ectABCDm konnte unter den gleichen Bedingungen eine Ectoin-Konzentration

von 10,8mM und ein Solutgehalt von 17,4mmol/gTBM (2,5 g/gTBM) im Medium erreicht

werden. Bei Anzucht mit 0,25%NaCl fiel die Ectoin-Konzentration mit 11,7mM und der Solut-

gehalt mit 20,6mmol/gTBM (2,9 g/gTBM) sogar noch höher aus. Die Produktion mit E. coli

pASK_ectABCDask bei 0,25%NaCl wurde nicht getestet, so dass offen bleibt, ob die Ausbeute

an Hydroxyectoin ebenfalls noch größer gewesen wäre.

Die höhere Produktion bei 0,25 bzw. 0,5%NaCl ist vor allem auf die geringere Biomasse und

höhere Solutkonzentration im Medium zurückzuführen, was in einem deutlichen Unterschied des

Solutgehalts bezogen auf TBM resultiert. Diese Korrelation in der Batch-Kultur konnte auch

im Zusammenhang mit einer variierenden Induktionszeit festgestellt werden (vgl. Abb. 3.12). Je

später die Induktion erfolgte, desto mehr Biomasse konnte gebildet werden und umso weniger

Ressourcen standen für die Produktion der Ectoine zur Verfügung. Beim direkten Vergleich des

Produktionsverlaufs in MM63 mit 0,25 und 0,5%NaCl ist die Korrelation auch deutlich sichtbar

(vgl. Abb. 3.16). Bei Anzucht mit 0,5%NaCl wurde die C-Quelle schneller verbraucht, was mit

einer höheren Wachstumsrate und TBM-Produktion einherging und dazu führte, dass weniger

Solute produziert und im Medium akkumuliert werden konnten.
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Die Korrelation von Solut- und TBM-Produktion ist auch ein Grund für die geringere Ausbeute

an Hydroxyectoin mit E. coli pASK_ectABCDask im Vergleich zu der Ectoin-Ausbeute mit

E. coli pASK_ectABCDm. Eine mögliche Erklärung für die geringere Hydroxyectoin-Produktion

wäre der zusätzliche O2-Bedarf für die Hydroxylierung mittels EctD. Für H. elongata zeigte

sich, dass die O2-Versorgung ein limitierender Faktor der Hydroxyectoin-Produktion sein kann

(Meffert, 2011; Witt, 2011). E. coli pASK_ectABCDask hatte jedoch kaum Ectoin intrazellulär

akkumuliert (vgl. Abb. 7.1), was gegen eine reduzierte Umsetzung von Ectoin zu Hydroxyectoin

spricht. Andererseits könnte es sein, dass Hydroxyectoin langsamer aus den Zellen fließt als Ectoin,

was auch mit einer langsameren Produktion verbunden wäre. Im Vergleich zum intrazellulären

Ectoin-Gehalt von E. coli pASK_ectABCDm fiel der intrazelluläre Gehalt an Hydroxyectoin bei

E. coli pASK_ectABCDask etwas höher aus (vgl. Abb. 7.1). Für das Wachstum mit Glycerin konnte

zudem tendenziell eine langsamere Zunahme der extrazellulären Hydroxyectoin-Konzentration

gegenüber der Ectoin-Konzentration beobachtet werden (nicht gezeigt). Dies sind Hinweise darauf,

dass der Ausstrom von Hydroxyectoin langsamer ist und somit auch die Bildungsgeschwindigkeit

geringer ausfällt. Eine langsamere Hydroxyectoin-Produktion wiederum hätte zur Folge, dass

mehr C-Quelle in den Aufbau der Biomasse fließt, was eine Erklärung für die höhere TBM und

schlussendlich für den geringeren Solutgehalt des Hydroxyectoin-Produzenten wäre.

E. coli pASK_ectABCDask akkumulierte bei Anzucht ohne NaCl und mit 0,5%NaCl geringe

Mengen an Ectoin im Medium, während dies bei 1%NaCl nicht der Fall war (vgl. Abb. 3.10).

Eine mögliche Erklärung ist eine langsamere Aufnahme von Ectoin bei einer niedrigeren Salinität,

was zumindest für Glycinbetain beobachtet werden konnte (Perroud & Le Rudulier, 1985). Dazu

kommt, dass intrazellulär weniger Solute akkumuliert werden und die Aufnahmerate für Ectoin in

Gegenwart von Hydroxyectoin verringert ist (Brauner, 2016). Für E. coli pASK_ectABCDm ergab

sich bei Wachstum mit Glucose eine NaCl-abhängige Akkumulation von ADABA im Medium (vgl.

Abb. 3.15), was in Kapitel 4.2.2.14 erläutert wird.

Schließlich zeigte sich, dass die Wachstumsrate bei Anzucht ohne NaCl geringer war als bei

Salinitäten von 0,25 bis 1%NaCl. Bisher gibt es keinen Hinweis darauf, dass E. coli ein Bedürfnis

für Natrium hat. Aber es ist bekannt, dass geringe NaCl-Konzentrationen das Wachstum fördern

(Neidhardt et al., 1974) und vielen Standardmedien wird daher eine geringe NaCl-Menge zugesetzt.

4.2.2.6 Keine Produktion von Ectoinen in Komplexmedium

Bei Wachstum in Komplexmedien ohne oder mit 0,5%NaCl konnte keine Produktion der Ectoine

festgestellt werden. Über die Ursachen kann nur spekuliert werden, da keine Informationen über

die Expression der rekombinanten Proteine und deren Aktivität in Komplexmedium vorliegen.

Die Produktion rekombinanter Proteine mit dem verwendeten Vektorsystem inkl. tet-Promotor

ist in Komplexmedium grundsätzlich möglich (Skerra, 1994). Allerdings könnten andere putative

Promotorelemente innerhalb des A. cryptum-Genclusters durch Bestandteile des Komplexmediums,
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z.B. Glycinbetain, negativ beeinflusst und dadurch die Transkription gehemmt worden sein.

Für ectABC aus den moderat halophilen Bakterien M. halophilus und C. salexigens konnte eine

transkriptionale Inhibierung und verminderte Ectoin-Produktion durch extern zugeführtes Glycin-

betain beobachtet werden (Bestvater & Galinski, 2002; Calderón et al., 2004). Seip et al. (2011)

konnten bei der Hydroxyectoin-Produktion in E. coli unter Verwendung des P. stutzeri-Genclusters

ebenfalls feststellen, dass diese durch Supplementierung mit Glycinbetain fast vollständig gehemmt

wird. Schließlich wird auch bei E. coli die Trehalose-Synthese durch Glycinbetain weitestgehend

unterdrückt und Glycinbetain zum osmotischen Ausgleich intrazellulär akkumuliert (Dinnbier et al.,

1988; Giæver et al., 1988). Bei Anzucht von E. coli pASK_ectABCDm und pASK_ectABCDask

in MM63-0,5 konnte jedoch kein negativer Effekt auf die heterologe Produktion durch Zugabe von

2mM Glycinbetain festgestellt werden. Demnach kann Glycinbetain zumindest nicht alleine der

Grund für das Ausbleiben der Produktion in Komplexmedium sein.

Eine andere Erklärung wäre, dass die Aspartokinasen von E. coli durch Feedback-Regulation

mittels der im Komplexmedium enthaltenen Aminosäuren Lysin, Threonin oder Methionin inhi-

biert wurden und dadurch die Vorstufe für die Ectoin-Synthese nicht zur Verfügung stand. Dagegen

spricht, dass Ning et al. (2016) mit E. coli und dem ectABC -Gencluster von H. elongata ohne

zusätzliche Aspartokinase eine Ectoin-Produktion in Komplexmedium erreicht haben. Allerdings

fiel die Produktion bei zusätzlicher Expression einer Feedback-resistenten Aspartokinase höher

aus. Im Hinblick auf die industrielle Produktion der Ectoine ist festzuhalten, dass bei einem Kom-

plexmedium gegenüber einem Minimalmedium die Produktgewinnung aus dem Medienüberstand

wegen der komplexen und nicht genau definierten Zusammensetzung aufwendiger ist. Daher lag in

dieser Arbeit der Fokus auf der heterologen Produktion in Minimalmedium.

4.2.2.7 Höchste Produktausbeute und -reinheit mit Glycerin als C-Quelle

Von allen getesteten C-Quellen erwies sich Glycerin als beste Wahl für das heterologe Produktions-

system (vgl. Abb. 3.13). Die Wachstumsrate fiel zwar niedriger aus als bei anderen C-Quellen,

aber dafür konnte mit Glycerin die höchste Ausbeute an Ectoin bei einer geringfügigen Menge

unerwünschter Nebenprodukte erreicht werden. Bei Anzucht mit allen anderen C-Quellen hingegen

wurde neben Ectoin auch ADABA in nennenswerten Mengen extrazellulär akkumuliert.

Glycerin vs. Glucose Bei der Produktion der Ectoine ausgehend von Glycerin ergaben sich eine

geringere Wachstumsrate und TBM als bei Anzucht mit Glucose. Gleichzeitig konnte eine höhere

extrazelluläre Solutkonzentration und somit ein deutlich höherer Solutgehalt bezogen auf TBM

erreicht werden (vgl. Abb. 3.9 und 3.14). Anhand des Wachstumsverlaufs der Ectoin-Produktion

zeigte sich, dass Glycerin langsamer verbraucht wird als Glucose (vgl. Abb. 3.16 und 3.17), was eine

Erklärung für die geringere Wachstumsrate ist und bereits für andere E. coli-Stämme beobachtet

wurde (Holms, 1996; Martínez-Gómez et al., 2012). Ein Grund könnte die Feedback-Inhibition der

Glycerinkinase durch Fructose-1,6-bisphosphat sein, wodurch der Eintritt von Glycerin in den
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zentralen Stoffwechsel verzögert wird. Denn mit einer Feedback-resistenten Glycerinkinase kann

E. coli deutlich schneller mit Glycerin wachsen (Zwaig et al., 1970). Weiterhin konnten Martínez-

Gómez et al. für E. coli JM101 (K12-Derivat) zeigen, dass bei Anzucht mit Glycerin, neben

dem glykolytischen Metabolismus, vor allem gluconeogenetische Enzyme, Gene der allgemeinen

Stressantwort und der Glyoxylatzyklus hochreguliert sind. Dadurch ist das Wachstum langsamer,

aber wahrscheinlich geht weniger Kohlenstoff in Form von CO2 im Citratzyklus verloren, sondern

kann über den Glyoxylatzyklus recycelt werden (Martínez-Gómez et al., 2012).

Die extrazelluläre ADABA-Akkumulation, die deutlich bei Anzucht mit Glucose, aber kaum im

Fall von Glycerin, auftrat (vgl. Abb. 3.14), könnte Folge eines Überflussmetabolismus gewesen

sein (vgl. auch 4.2.2.14). Bei E. coli tritt ein Überflussmetabolismus häufig unter Bedingungen mit

hoher Wachstumsrate auf und kommt durch ein Ungleichgewicht zwischen hoher Aufnahmerate der

C-Quelle und limitierter Kapazität des oxidativen Stoffwechsels zustande (Han et al., 1992; Holms,

1996). Eine hohe Aufnahmerate sowie ein erhöhter Stofffluss sind auch eine mögliche Erklärung für

die höhere TBM- und geringere Ectoin-Produktion bei Wachstum mit Glucose statt Glycerin. Für

die Glucose-Aufnahme wird PEP benötigt und in Pyruvat umgewandelt, wodurch weniger PEP für

die Ectoin-Produktion zur Verfügung steht. Dadurch ist die Ectoin-Synthese eventuell verlangsamt

und die C-Quelle wird vermehrt in Richtung Biomasse-Produktion gelenkt. Im Fall von Glycerin

ist kein PEP für die Aufnahme nötig. Außerdem werden ein Überflussmetabolismus und eine

Anhäufung von Intermediaten vermutlich durch die geringere Wachstumsrate unterbunden, so

dass schlussendlich mehr C-Quelle in die Ectoin-Produktion fließt.

Glutamat Glutamat hatte keinen positiven Einfluss auf die heterologe Ectoin-Produktion. Mit

Glycerin bzw. Glucose als Kosubstrat wurden nur 20 bis 30% des eingesetzten Glutamats aufge-

nommen. Für E. coli K-12 zeigte sich, dass der Glutamat-Transport Na+- und K+-Ionen benötigt

und die Affinität des Aufnahmesystems durch Erhöhung der Na+-Konzentration deutlich gesteigert

wird (Halpern et al., 1973). Bei Anzucht von E. coli pASK_ectABCDm mit Glutamat war kein

NaCl im Medium enthalten. Na+-Ionen wurden nur in Form von Na-Glutamat bereitgestellt, was

eventuell der Grund für die verminderte Glutamat-Aufnahme sein könnte. In Kombination mit

Lactat wurden 40% Glutamat aufgenommen, was mit einer höheren Na+-Konzentration, in Form

von Na-Lactat, zusammenhängen könnte. Außerdem konnte für Lactat ein stimulierender Effekt

auf die Glutamat-Aufnahme beobachtet werden (Lombardi & Kaback, 1972).

Aspartat Bei Wachstum mit Glycerin in Kombination mit Aspartat wurden nur etwa 20% der

Aminosäure aufgenommen. E. coli K-12 besitzt mind. zwei Aufnahmesysteme für Aspartat (Kay,

1971), für die unter den gegebenen Produktionsbedingungen jedoch kein inhibitorischer Effekt zu

erwarten war. Trotz der verminderten Aspartat-Aufnahme und somit einem geringeren Verbrauch

an C-Quelle, erreichte E. coli pASK_ectABCDm einen etwas höheren extrazellulären Solutgehalt

als bei Wachstum mit der gleichen Menge Glycerin als einziger C-Quelle (vgl. Abb. 3.13). Für die

Kombination von Glycerin und Aspartat ist somit auch der Ertrag der produzierten Solute pro

g verbrauchter C-Quelle mit 0,44 g/g höher als nur mit Glycerin (0,33 g/g). Demzufolge hatte
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Aspartat einen stimulierenden Effekt auf die heterologe Ectoin-Produktion in E. coli, was bereits

für andere Produktionssysteme demonstriert werden konnte (He et al., 2015; Czech et al., 2018).

Allerdings wurde neben Ectoin auch ADABA extrazellulär akkumuliert und machte mit 15% einen

relativ hohen Anteil am Solutgehalt aus (vgl. Abb. 3.13). Außerdem ist Aspartat als Substrat im

Hinblick auf die industrielle Ectoin-Produktion deutlich teurer als Glycerin.

4.2.2.8 C-Bilanz (total) und Ertrag des heterologen Produktionssystems

Bei Anzucht in MM63-0,5 mit Glycerin erreichte E. coli pASK_ectABCDm gegenüber E. coli

pASK_ectABCDask eine etwas höhere extrazelluläre Solutkonzentration (10,8mM Ectoin vs.

10,0mM Hydroxyectoin), aber eine etwas niedrigere TBM (0,62 vs. 0,72 g/L). Daher ergaben

sich annähernd gleiche Werte für den Ertrag und die C-Bilanz (vgl. Tab. 3.1 und 3.2), wobei

für die Berechnung ein Kohlenstoffgehalt von 48% in der TBM von E. coli angenommen wurde

(Folsom & Carlson, 2015). Entsprechend der C-Bilanz (total) sind 58 bzw. 59% des eingesetzten

Kohlenstoffs in TBM und extrazelluläre Solute geflossen. Daraus kann geschlossen werden, dass die

restlichen 42 bzw. 41% der C-Quelle für die Energiegewinnung erforderlich waren und in Form von

CO2 freigesetzt wurden. Der Kontrollstamm E. coli pASK-IBA3, der keine Ectoine produzieren

kann, hat unter den gleichen Bedingungen 1 gTBM aus 2,66 g Glycerin gebildet. Demnach sind

46% Kohlenstoff in TBM und 54% in die Energiegewinnung geflossen, was verdeutlicht, dass die

Produktion und Sekretion der Ectoine weniger Energie benötigen als der Aufbau der Biomasse.

Dies spiegelt sich auch im Ertrag der produzierten TBM und Ectoine pro g C-Quelle wider, der bei

E. coli pASK-IBA3 mit 0,38 g/g deutlich geringer ausfällt als beim Ectoin- bzw. Hydroxyectoin-

Produzenten (Y(X+E)/S von 0,46 bzw. Y(X+H)/S von 0,49 g/g).

In dieser Arbeit wurden keine Wachstumsdaten zu E. coli DH5α ohne Plasmid aufgenommen.

Aber Martínez-Gómez et al. (2012) haben das Wachstum von E. coli JM101, ebenfalls ein K12-

Derivat, in M9-Medium mit Glycerin untersucht, was als Vergleich herangezogen werden kann.

E. coli JM101 hat 1 gTBM aus 2,22 g Glycerin generiert, was einem Ertrag von 0,45 g/g und einem

Anteil von 55% des eingesetzten Kohlenstoffs in der TBM entspricht. Demzufolge waren 45% der

C-Quelle für die Energiegewinnung notwendig. Ertrag und C-Bilanz entsprechen etwa denen von

E. coli pASK_ectABCDm und pASK_ectABCDask, obwohl bei diesen Stämmen ein zusätzlicher

Energiebedarf aufgrund der Aufrechterhaltung des Plasmids zu erwarten ist. Dies könnte auch mit

dem geringeren Energieverbrauch bei der Synthese der Ectoine verglichen mit der TBM-Produktion

zusammenhängen. Der Vergleich von E. coli JM101 ohne Plasmid und E. coli pASK-IBA3 zeigt

jedoch, dass das Plasmid und die Selektion durch das Antibiotikum eine Belastung für die Zelle

sind und sich negativ auf den Ertrag auswirken können. Aus mehreren Studien ist bekannt, dass bei

Plasmid-tragenden E. coli-Stämmen durch die Aufrechterhaltung des Plasmids der als metabolic

burden bezeichnete Effekt auftritt und zu einer verringerten Wachstumsrate und Biomasse führt

(Seo & Bailey, 1985; Bentley et al., 1990; Rozkov et al., 2004; Ow et al., 2006).
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Der theoretisch maximale Ertrag, der bei der Umwandlung von zwei Molekülen Glycerin (2 x

92,1 g/mol) zu einem Molekül Ectoin (142,2 g/mol) bzw. Hydroxyectoin (158,2 g/mol) erreicht

werden kann, beträgt 0,77 g/g im Fall von Ectoin und 0,86 g/g für Hydroxyectoin. Für den Ertrag

an Ectoin bzw. Hydroxyectoin bezogen auf die eingesetzte C-Quelle (YE/S, YH/S) ergab sich ein

Wert von 0,33 g/g im Fall des Ectoin-Produzenten und 0,34 g/g beim Hydroxyectoin-Produzenten.

Der Ertrag entspricht somit 43 bzw. 40% des theoretischen Maximums und ist relativ hoch, wenn

bedacht wird, dass aus der eingesetzten C-Quelle auch TBM gebildet wurde und Energie für

die allgemeinen zellulären Prozesse erforderlich war. Um den Ertrag an Ectoinen unabhängig

von diesen Faktoren einschätzen zu können, wurde die separate C-Bilanz für die Ectoin- bzw.

Hydroxyectoin-Produktion berechnet (vgl. 4.2.2.9).

4.2.2.9 Energiebilanz und separate C-Bilanz der Ectoin- und Hydroxyectoin-Produktion

Wenn die Ectoin-Synthese separat vom restlichen Metabolismus betrachtet wird, sind ein Aspartat,

das über Oxalacetat bereitgestellt werden kann, ein Acetyl-CoA, ein ATP, ein NADPH und

zweimal Glutamat als Aminogruppendonor erforderlich (vgl. Abb.1.1). Dabei werden Oxalacetat

und Acetyl-CoA aus einer Glucose bzw. zwei Molekülen Glycerin gebildet.

H. elongata Für den natürlichen Ectoin-Produzenten H. elongata wurde anhand von kalorime-

trischen Messungen gezeigt, dass die Umwandlung von Glucose zu Ectoin in etwa ausgeglichen

ist und somit ein Ertrag von nahezu 100% erreicht werden kann (Maskow & Babel, 2001).

Schwibbert et al. (2011) haben basierend auf der genomischen Annotation von H. elongata sogar

den Gewinn von einem ATP pro Ectoin postuliert. Dies wäre möglich, wenn Glucose über den

Embden-Meyerhof-Parnas-Weg (EMP-Weg) abgebaut wird, Oxalacetat mittels Malatenzym sowie

Malat-Dehydrogenase aus Pyruvat entsteht (anaplerotische Reaktion) und Stickstoff via Glutamat-

Dehydrogenase (Glutamat-DH) gebunden wird. Durch das kürzlich veröffentlichte Modell zur

Osmoregulation in H. elongata, das u.a. auf Proteomanalysen bei verschiedenen Salinitäten beruht,

konnte dieser Syntheseweg jedoch nicht bestätigt werden (Kindzierski et al., 2017). Bei Salzstress,

wenn die Ectoin-Synthese induziert wird, ist der Entner-Doudoroff-Weg (ED-Weg) statt dem

EMP-Weg hochreguliert, das Malat-Enzym ist nicht anaplerotisch wirksam und die Glutamat-DH

ist nicht hochreguliert. Alternativ könnte Glutamat durch Kombination von Alanin-Dehydrogenase

und Alanin-Transaminase bereitgestellt werden und Oxalacetat durch Carboxylierung von Pyruvat

via Oxalacetat-Decarboxylase entstehen. Dann wäre nur die Energie für den Export von zwei Na+-

Ionen nötig (ca. 0,5 - 1ATP), die in Verbindung mit der Carboxylierung ins Cytoplasma gelangen.

Demnach ist unter bestimmten Voraussetzungen weniger als ein ATP für die Ectoin-Synthese aus

Glucose erforderlich und somit ein Ertrag nahe 100% möglich.

E. coli Im Vergleich zu H. elongata wird im Zuge der Ectoin-Synthese in E. coli mehr NADH

gebildet, aber auch mehr NADPH benötigt (vgl. Abb. 4.3), weshalb die Synthese nicht so effizient

sein kann. Zum einen besitzt E. coli, anders als H. elongata, eine NADP-abhängig Glutamat-DH.
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Zum anderen wird in E. coli Glucose primär über den EMP-Weg abgebaut, während der ED-Weg,

bei dem NADPH gebildet wird, dem Abbau von Zuckersäuren, z.B. Gluconat, dient (Klingner

et al., 2015; Peekhaus & Conway, 1998).

Ectoin-Synthese aus Glucose Der Abbau der Glucose zu Pyruvat über den EMP-Weg liefert

zwei ATP sowie zwei NADH und bei der Oxidation von einem Pyruvat zu Acetyl-CoA entsteht ein

weiteres NADH (vgl. Abb. 4.3). In E. coli ist keine direkte Umwandlung von Pyruvat zu Oxalacetat

möglich, da weder eine Pyruvat-Carboxylase noch eine Oxalacetat-Decarboxylase vorhanden ist.

Die Synthese mittels des Malat-Enzyms ist unwahrscheinlich, weil die Decarboxylierung von

Malat zu Pyruvat unter physiologischen Bedingungen begünstigt ist (Sauer & Eikmanns, 2005).

Daher kann davon ausgegangen werden, dass Oxalacetat mittels der PEP-Carboxylase aus PEP

gebildet wird, wodurch ein ATP weniger in der Glykolyse entsteht. Unter der Annahme, dass

Stickstoff in hoher Konzentration vorliegt und mittels der Glutamat-DH gebunden wird, werden

bei der Umwandlung von Glucose zu Ectoin drei NADPH verbraucht und die gleiche Menge

NADH generiert (vgl. Abb. 4.3). Für eine ausgeglichene Bilanz ist daher zumindest die Energie

zur Regeneration von NADPH aus NADH erforderlich, wobei verschiedene Energie-abhängige

Wege für die NADPH-Regeneration in Betracht kommen (Spaans et al., 2015). Im günstigsten

Fall könnte eine direkte Umwandlung von NADH zu NADPH mittels einer membrangebundenen

Transhydrogenase erfolgen, die an die Translokation von einem Proton pro NADPH (<1 ATP)

gekoppelt ist.

Ectoin-Synthese aus Glycerin Der für Glucose beschriebene Syntheseweg könnte auch auf

Glycerin als C-Quelle zutreffen, wobei durch die Oxidation von Glycerin-3-phosphat zu DHAP

zusätzlich zwei FADH2 pro gebildetem Ectoin gewonnen werden (vgl. Abb 4.3). Die Elektronen

des FADH2 werden von der Membran-assoziierten Glycerin-3-phosphat-DH (GlpD) direkt in die

Atmungskette geschleust (Yeh et al., 2008). Die zwei FADH2 können bis zu vier ATP liefern,

die zur Regeneration von NADPH genutzt werden könnten. Allerdings muss bei Wachstum mit

Glycerin statt Glucose generell bedacht werden, dass zusätzlich gluconeogenetische Reaktionen

zum Aufbau von C6- und C5-Zuckern nötig sind, die wiederum Energie verbrauchen.

separate C-Bilanz Zur Berechnung der C-Bilanz der Produktionsstämme für die Ectoin- bzw.

Hydroxyectoin-Synthese unabhängig von der für die TBM-Produktion wurde der Kontrollstamm

E. coli DH5α pASK-IBA3 herangezogen, der unter den gleichen Bedingungen nur TBM produziert.

Anhand der C-Bilanz des Kontrollstamms wurde ermittelt, wie viel Glycerin die Produktions-

stämme für die gebildete TBM und damit verbunden für den Energiebedarf der Gluconeogenese,

der Aufrechterhaltung des Plasmids sowie sonstiger zellulärer Prozesse benötigt haben. Aus der

verbleibenden Menge der eingesetzten C-Quelle ergab sich die separate C-Bilanz für die heterologe

Produktion der Ectoine (vgl. Tab. 3.1 und 3.2). Von dem Kohlenstoff waren 67 bzw. 66% im

Produkt enthalten. Neben den zwei theoretisch benötigten Molekülen Glycerin wurde demnach

ein weiteres Glycerin pro Ectoin bzw. Hydroxyectoin verbraucht. Ein möglicher Grund für den

höheren Energieverbrauch ist die Biosynthese der rekombinanten Proteine (EctABCD/Ask) und
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der damit verbundene metabolic burden. Dieser ist u.a. von der Größe und Kopienzahl des Vektors

sowie der Expressionsstärke abhängig (Glick, 1995), kann jedoch für das heterologe Produktions-

system nicht genau beziffert werden. Außerdem ist die Energiebilanz der Ectoin-Synthese in E. coli

davon abhängig, auf welchem Weg das verbrauchte NADPH regeneriert wird. Zudem könnte der

Energiebedarf höher ausfallen, wenn die Biosynthese unter den gegebenen Bedingungen anders

als zuvor beschrieben abläuft. Bei einer geringen NH4
+-Konzentration im späten Wachstums-

verlauf könnte die N-Assimilation eventuell nicht mehr mittels der Glutamat-DH erfolgen, die

einen Km-Wert von 1,1mM für NH4
+ hat (Sakamoto et al., 1975). Stattdessen würde E. coli die

Glutamin-Synthetase (Km-Wert <0,2mM, Miller & Stadtman, 1972) in Kombination mit der

Glutamat-Synthase (GS/GOGAT-System) nutzen, was zusätzlich ein ATP pro Glutamat kostet.

Insgesamt ist der Ertrag von 66%, der sich anhand der separaten C-Bilanz für die Synthese der

Ectoine ergibt, unter Berücksichtigung der genannten Faktoren relativ hoch.

2 Glycerin

Glucose

Citratzyklus

DABA ADABA Ectoin Hydroxyectoin

2 GAP

2 ATP

2 ATP

2 FADH2

PEP PEP

2 NADH

2 ATP

CO2
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NADPH
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ATP
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CO2
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Abb. 4.3: Energiebilanz der Ectoin- und Hydroxyectoin-Synthese in E. coli
Unter der Annahme, dass die C-Quelle über den EMP-Weg abgebaut wird, Oxalacetat durch Carboxylie-
rung von Phosphoenolpyruvat (PEP) entsteht und NH4

+ via Glutamat-Dehydrogenase gebunden wird, ist
bei der Ectoin-Synthese aus Glucose zumindest die Energie zur NADPH-Regeneration aus NADH erfor-
derlich. Ausgehend von Glycerin können 2 FADH2 pro gebildetem Ectoin in die Atmungskette einfließen.
Bei der Hydroxyectoin-Synthese werden 1 GTP und 1 NADH weniger im Citratzyklus gebildet als im Fall
von Ectoin, wenn angenommen wird, dass α-Ketoglutarat aus dem Citratzyklus bereitgestellt wird und
in Form von Succinat zurückfließt. GAP: Glycerinaldehyd-3-phosphat, ASA: Aspartat-β-semialdehyd

Vergleich zwischen Ectoin und Hydroxyectoin Die C-Bilanz für die Produktion von Ectoin und

Hydroxyectoin war nahezu identisch, obwohl im Fall von Hydroxyectoin ein weiterer Reaktions-

schritt mittels EctD und α-Ketoglutarat sowie O2 als Kosubstrate erforderlich ist. Wenn davon

ausgegangen wird, dass α-Ketoglutarat aus dem Citratzyklus bereitgestellt wird und in Form von

Succinat wieder einfließt, werden bei der Hydroxyectoin-Synthese ein GTP und ein NADH weniger

133



4 Diskussion

generiert als im Fall von Ectoin (vgl. Abb. 4.3). Von den drei benötigten Glycerin-Molekülen werden

zwei in Ectoin bzw. Hydroxyectoin umgewandelt und das dritte Glycerin liefert bei vollständiger

Oxidation zu CO2 im Citratzyklus 21 ATP im Fall von Ectoin und 17 ATP bei Hydroxyectoin.

Diese Werte ergeben sich unter der Annahme, dass drei ATP pro NADH und zwei ATP pro

FADH2 in der Atmungskette generiert werden.

Um einschätzen zu können, inwiefern sich der Unterschied von vier ATP auf die gesamte Energie-

bilanz auswirkt, muss die TBM-Produktion miteinbezogen werden. Entsprechend der C-Bilanz

für die TBM-Produktion sind ca. 50% der eingesetzten C-Quelle in die TBM geflossen und das

restliche Glycerin wurde veratmet. Wenn wie bei der Produktion der Ectoine von drei Glycerin

ausgegangen wird, wären somit 1,5 Glycerin in der TBM enthalten und 1,5 Glycerin würden durch

vollständige Oxidation im Citratzyklus 31,5 ATP liefern. Tatsächlich zeigen die C-Bilanzen, dass

TBM und Ectoine nicht zu gleichen Teilen produziert wurden. Bei E. coli pASK_ectABCDask

sind 40% und beim Ectoin-Produzenten sogar nur 35% der eingesetzten C-Quelle in den Aufbau

der TBM geflossen, während der Rest für die Produktion der Ectoine verwendet wurde (vgl.

Tab. 3.1 und 3.2). Demnach lässt sich für den Ectoin-Produzenten abschätzen, dass ausgehend

von sechs Glycerin 22 ATP im Zuge der TBM-Produktion und 27 ATP bei der Ectoin-Synthese

entstehen. Im Fall des Hydroxyectoin-Produzenten werden entsprechend rund 46 ATP gebildet, so

dass der Unterschied nur etwa 6% beträgt. Für die Mittelwerte der Solutkonzentration und TBM,

die zur Berechnung der C-Bilanz herangezogen wurden, ergab sich eine Standardabweichung von 8

bis 11%. Der Unterschied in der ATP-Produktion könnte daher wegen des experimentellen Fehlers

nicht erkennbar sein.

4.2.2.10 N-Limitierung in MM63 durch erhöhten Bedarf an Stickstoff

Für die Berechnung der N-Bilanz der Produktionsstämme wurde ein C:N-Verhältnis von 48 zu 12%

in der TBM von E. coli angenommen (Folsom & Carlson, 2015). Bei Anzucht in MM63-0,5 mit

Glycerin hatten E. coli pASK_ectABCDm und pASK_ectABCDask 90 bzw. 88% der N-Quelle

in der stationären Phase (C-limitiert) verbraucht (vgl. Tab. 3.1 und 3.2). Demnach wurde fast

eine N-Limitierung erreicht. MM63 hat, genau wie in der TBM von E. coli angenommen, ein

C:N-Verhältnis von ca. 4:1. Die Menge an Stickstoff sollte eigentlich ausreichend sein, da ein

Anteil der C-Quelle auch für die Energiegewinnung benötigt wird. Unter der Annahme, dass

40 bis 50% der C-Quelle in Form von CO2 freigesetzt werden, sollte die Stickstoffmenge in

MM63 sogar für etwa die doppelte Menge an C-Quelle ausreichen. Aber in MM63 mit doppelter

Glycerin-Konzentration (C:N-Verhältnis von ca. 8:1) erreichte E. coli pASK_ectABCDm eindeutig

die N-Limitierung und 40% der C-Quelle waren in der stationären Phase noch übrig. Gleichzeitig

war die Produktion von Ectoin und TBM nur geringfügig höher als bei Wachstum in MM63

mit einfacher Glycerin-Konzentration (vgl. Abb. 3.18). Durch Zugabe einer höheren Menge an

N-Quelle war hingegen eine Steigerung der Produktion von Ectoin und TBM möglich.
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Der höhere Bedarf an Stickstoff kann dadurch erklärt werden, dass die Produktionsstämme

deutlich mehr Ectoine als TBM gebildet haben, wobei ca. 80% der N-Quelle in den extrazellulären

Solutgehalt und 20% in die TBM geflossen sind. Der Stickstoffanteil in Ectoin und Hydroxyectoin

ist mit fast 20% deutlich höher als in der TBM (ca. 12%), so dass die Produktionsstämme mehr

N-Quelle im Verhältnis zur C-Quelle benötigt haben als bei der Medienkonzeption angenommen

wurde. Außerdem ist die Produktion der Ectoine mit einem geringeren Energiebedarf verbunden als

der Aufbau der TBM (vgl. 4.2.2.8), wodurch insgesamt weniger C-Quelle für die Energiegewinnung

verbraucht wurde und mehr C-Quelle für die Produktion der Solute und Biomasse zur Verfügung

stand. Insgesamt haben die Ergebnisse der N-Bilanz gezeigt, dass das üblich verwendete MM63 mit

einem C:N-Verhältnis von 4:1 nicht für das hier vorgestellte heterologe Produktionssystem geeignet

ist. Durch den erhöhten Stickstoffbedarf im Zuge der Produktion der Ectoine ist für die Kultivierung

der Produktionsstämme ein Medium mit einem C:N-Verhältnis von 3:1 entsprechend dem in Ectoin

bzw. Hydroxyectoin besser geeignet, um eine frühzeitige N-Limitierung und Einschränkung der

Produktionsleistung zu vermeiden.

4.2.2.11 Spezifische Produktivität des heterologen Produktionssystems

Mit dem hier vorgestellten Produktionssystem konnte unter optimierten Bedingungen im Schüttel-

kolben eine hohe extrazelluläre Ectoin- bzw. Hydroxyectoin-Konzentration (≥ 10mM) in weniger

als 20 Stunden nach Induktion erreicht werden. Gleichzeitig fiel die TBM-Produktion relativ

gering aus. Daraus resultieren hohe spezifische Produktivitäten, wobei das Maximum in der

mittleren bis spät exponentiellen Phase erzielt wurde. Für die Ectoin-Produktion mit E. coli

pASK_ectABCDm konnte eine maximale spezifische Produktivität von 352,9mg/(gTBMxh)

bei Anzucht in MM63-0,5 mit Glycerin erreicht werden. Unter anderen Wachstumsbedingun-

gen (0,25%NaCl bzw. Glucose) lag die Produktivität in der gleichen Größenordnung. Für die

Hydroxyectoin-Produktion mit E. coli pASK_ectABCDask ergab sich in MM63-0,5 mit Glycerin

eine spezifische Produktivität von 202,8mg/(gTBMxh). Hierbei konnte die Produktivität auf-

grund weniger Datenpunkte nur für die früh exponentielle Phase ermittelt werden und ist daher

sehr wahrscheinlich unterbestimmt.

Ein weiterer Grund für die geringere spezifische Produktivität ist, dass der Hydroxyectoin-

Produzent weniger Solute und mehr Biomasse produziert hat als der Ectoin-Produzent, wodurch

der extrazelluläre Solutgehalt bezogen auf TBM niedriger ausfiel (vgl. 4.2.2.5). Außerdem konn-

te für das Wachstum mit Glycerin tendenziell eine langsamere Zunahme der extrazellulären

Hydroxyectoin-Konzentration gegenüber der Ectoin-Konzentration beobachtet werden (nicht

gezeigt), was ebenfalls in einer geringeren Produktivität resultiert. Weitere Experimente zum

Produktionsverlauf mit E. coli pASK_ectABCDask unter den optimierten Bedingungen wären

hilfreich, um diese Beobachtung zu bestätigen und die maximale spezifische Produktivität genauer

zu bestimmen.
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4.2.2.12 Plasmidstabilität des Produktionssystems

Das Produktionssystem basiert auf einem Expressionsvektor mit Ampicillinresistenz. Durch den

Selektionsmarker soll das Wachstum Plasmid-freier Zellen unterbunden und die Plasmidstabili-

tät aufrechterhalten werden, die einen großen Einfluss auf die Produktivität haben kann. Der

verwendete E. coli-Stamm DH5α ist anders als der Wildtyp K-12 recA-defizient, wodurch die

Rekombination der Plasmid-DNA verhindert wird und die Plasmidstabilität erhöht werden kann

(Casali, 2003; Marisch et al., 2013). Das Enzym β-Lactamase dient als Selektionsmarker und

verleiht die Resistenz gegenüber Ampicillin und anderen β-Lactam-Antibiotika, indem es ins Peri-

plasma transportiert wird und das Antibiotikum durch Hydrolyse des β-Lactam-Rings inaktiviert

(Sykes & Matthew, 1976). Durch den fortlaufenden Abbau des Antibiotikums ist es jedoch möglich,

dass Zellen ohne Plasmid überleben. Diese können aufgrund der höheren Wachstumsrate gegenüber

den Plasmid-tragenden Zellen im Wachstumsverlauf zunehmen (Diaz Ricci & Hernández, 2000),

was die Plasmidstabilität und heterologe Produktion reduzieren kann.

Um diesem Problem entgegenzuwirken, wurde Carbenicillin statt Ampicillin verwendet, das

stabiler gegenüber der Hydrolyse durch β-Lactamasen ist (Sykes & Matthew, 1976). Zudem wurden

die Vorkulturen zentrifugiert und die Zellen vom Medienüberstand mit möglicherweise aktiver

β-Lactamase getrennt, bevor sie für die Produktion eingesetzt wurden. Bei der Fermentation

wurde Carbenicillin im Wachstumsverlauf erneut zugegeben.

In dieser Arbeit wurden Kulturproben aus der stationären Phase auf das Vorhandensein der

Expressionsvektoren durch Extraktion der Plasmid-DNA und Agarosegelelektrophorese überprüft

(vgl. Abb. 3.33). Die Plasmid-DNA konnte nachgewiesen werden, jedoch war keine Aussage über den

Anteil der Plasmid-tragenden Zellen an der Gesamtzellzahl möglich. In einem anderen Experiment

zur Plasmidstabilität des Produktionssystems wurden Kulturproben zu verschiedenen Zeitpunkten

auf Agarplatten mit bzw. ohne Carbenicillin ausgestrichen, um das Verhältnis von Plasmid-

tragenden Zellen zur Gesamtzellzahl zu bestimmen (Bethlehem unveröffentlicht). Dabei konnte

tendenziell eine Abnahme der Plasmid-tragenden Zellen im Wachstumsverlauf festgestellt werden,

wobei 20 Stunden nach Induktion noch 60% Plasmid-tragende Zellen in der Kultur vorhanden

waren.

Die Plasmidstabilität und somit auch die Produktivität könnten eventuell durch einen anderen

Selektionsmarker gesteigert werden. Die Selektion mit Tretracyclin hat gegenüber Carbenicillin den

Vorteil, dass der Resistenzmechanismus nicht auf dem Abbau des Antibiotikums beruht, sondern

auf aktivem Transport aus der Zelle. Korpimäki et al. (2003) haben bei einem direkten Vergleich

beobachtet, dass Tetracyclin in der Kultur deutlich stabiler ist als Carbenicillin. Dadurch kann das

Wachstum Plasmid-freier Zellen reduziert werden. Alternativ zu einer Antibiotikaresistenz könnte

die Plasmidstabilität durch ein Toxin/Antitoxin-System, z.B. das Hok/Sok-System (Gerdes, 1988),

oder eine Stoffwechsel-abhängige Selektion gewährleistet werden. Für das verwendete Produktions-

system würde sich die Thiamin-Auxotrophie von E. coli DH5α anbieten. Damit verbunden wäre

bei der Anzucht in Minimalmedium die Zugabe der Vitaminlösung nicht mehr nötig.
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4.2.2.13 Aktivität und Gleichgewichtsreaktion der Ectoinsynthase

Aktivität von EctC Unter manchen Produktionsbedingungen konnte neben Ectoin auch ADABA

in signifikanten Mengen im Medium nachgewiesen werden (vgl. 4.2.2.14). EctC katalysiert die

intramolekulare Kondensation von ADABA zu Ectoin, weshalb die extrazelluläre ADABA-

Akkumulation auf eine fehlende oder zu geringe Aktivität von EctC zurückzuführen sein könnte.

Der Aktivitätstest mit Rohextrakten der Produktionsstämme aus der stationären Phase zeigte,

dass EctC unter den getesteten Bedingungen grundsätzlich noch aktiv war (vgl. Abb. 3.34). Trotz

Nachweis der Aktivität könnte EctC jedoch ein limitierender Faktor bei der Ectoin-Produktion

gewesen sein, wenn die Aktivität bzw. Proteinmenge geringer war als die von EctA und EctB,

durch deren Reaktionen ADABA bereitgestellt wird. Ein Vergleich der Enzymaktivität ist we-

gen fehlender Informationen zu den Aktivitäten von EctA und EctB nicht möglich. Anhand

der SDS-PAGE des löslichen Zellproteins kann keine eindeutige Aussage über die Proteinmenge

getroffen werden. Aber bei E. coli pASK_ectABCDm und pASK_ectAB-C war die mutmaßliche

EctC-Bande in den Proben der stationären Phase schwächer ausgeprägt als die Proteinbanden

von EctA und EctB, was auf weniger aktives EctC hindeutet und ein Grund für die Anhäufung

von ADABA wäre (vgl. Abb. 3.24).

Die geringere Proteinmenge könnte mit einem schnelleren Abbau von EctC oder einer niedrigeren

Translationsrate erklärt werden. Andererseits könnten sich auch die Transkriptionsraten der Gene

ectABC unterscheiden, selbst wenn diese als Operon ausgehend von einem Promotor transkribiert

werden. Das Phänomen, dass die Expression der weiter vom Promotor entfernt liegenden Gene

eines Operons geringer ist als bei den nahe des Promotors gelegenen Gene wird als natural

polarity bezeichnet und wurde u.a. für das Lactose-Operon von E. coli (lacZYA) beobachtet

(Zabin & Fowler, 1970). Dabei zeigte sich, dass drei- bis fünfmal mehr β-Galactosidase (LacZ)

als β-Galactosid-Transacetylase (LacA) produziert wird. Ursache dafür scheinen eine häufigere

Translationsinitiation im Fall von lacZ und ein schnellerer Abbau der lacA-mRNA zu sein (Kennell

& Riezman, 1977). Für das Galactose-Operon von E. coli konnten unterschiedlich lange mRNA-

Moleküle identifiziert werden und damit verbunden ein Gradient der mRNA-Konzentration, der

vom Promotor zum 3’-Ende des Operons abnimmt und wahrscheinlich durch Termination der

Transkription zustande kommt (Lee et al., 2008; Wang et al., 2014). Eine Quantifizierung der

mRNA der Gene ectABC war im Zuge dieser Arbeit nicht möglich (vgl. 4.2.2.18). Diese könnte

Aufschluss darüber geben, ob sich die Transkriptionsraten der Gene unterscheiden und somit einen

Einfluss auf die Proteinmenge haben.

Gleichgewichtsreaktion von EctC Der Aktivitätstest zeigte, dass nach 30 Stunden Reaktionszeit,

trotz schneller Umsetzung von ADABA zu Ectoin, noch 5 bis 6% des Substrats im Reaktionsansatz

enthalten waren (vgl. Abb. 3.34). Dies lässt auf eine Gleichgewichtsreaktion zu Gunsten von

Ectoin schließen. Für EctC aus H. elongata konnte auch in vitro festgestellt werden, dass bei der

Reaktion von ADABA zu Ectoin das Gleichgewicht fast vollständig auf Seiten des Ectoins liegt

(Witt et al., 2011). Zuvor wurde lange Zeit angenommen, dass die EctC-vermittelte Reaktion
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irreversibel ist. Aber Witt et al. (2011) konnten anhand der Hydrolyse alternativer Substrate,

z.B. ADPC und Homoectoin, eindeutig die Reversibilität von EctC nachweisen. Dabei ergab

sich für das Reaktionsgleichgewicht zwischen Glutamin und ADPC ein Verhältnis von 80 zu

20%. Für EctC aus A. cryptum konnten durch Aktivitätstests in vitro ebenfalls die Reversibilität

und die Gleichgewichtsreaktion zwischen Glutamin und ADPC bestätigt werden (Moritz, 2012).

Demzufolge ist die verbleibende ADABA-Menge im Reaktionsansatz sehr wahrscheinlich auf ein

EctC-vermitteltes Gleichgewicht zwischen ADABA und Ectoin zurückzuführen, das mit einem

Verhältnis von 1 zu 16 - 20 deutlich auf Seiten der zyklischen und stabileren Form liegt. Allerdings ist

eine Wiederholung des Aktivitätstests, der in Einfachbestimmung durchgeführt wurde, notwendig,

um dieses Ergebnis eindeutig zu bestätigen. Welchen Einfluss die Gleichgewichtsreaktion auf die

heterologe Ectoin-Produktion und die extrazelluläre ADABA-Akkumulation haben könnte, wird

im folgenden Kapitel näher erläutert.

4.2.2.14 Extrazelluläre Akkumulation der Ectoin-Vorstufe ADABA

ADABA ist ein Intermediat der Ectoin-Biosynthese in Mikroorganismen. Zudem wurde ADABA in

wenigen Pflanzenarten nachgewiesen (Liss, 1962; Fowden, 1972), wobei die Funktion nicht bekannt

ist. Eine Akkumulation von ADABA wurde bisher nur in C. salexigens (Cánovas et al., 1997) und

H. elongata (Witt et al., 2011) nach Deletion von ectC beschrieben. Dabei konnte ADABA als

kompatibles Solut dienen und eine Salztoleranz vermitteln. In dieser Arbeit wurde ADABA mit

E. coli pASK_ectAB erstmals in großen Mengen heterolog produziert und extrazellulär akkumuliert

(13,2mmol/gTBM, vgl. Abb. 3.22). Aber auch für die Ectoin-produzierenden Stämme war unter

manchen Wachstumsbedingungen eine Akkumulation von ADABA im Medium zu beobachten. Die

Problematik besteht darin, dass ADABA nicht von E. coli aufgenommen werden kann (Voß, 2002)

und somit keine weitere Umsetzung zu Ectoin erfolgt, wodurch schlussendlich die Ectoin-Ausbeute

geringer ausfällt. Außerdem ist im Hinblick auf die Produktgewinnung eine Trennung von Ectoin

und ADABA erforderlich.

Verschiedene Faktoren könnten für die extrazelluläre ADABA-Akkumulation verantwortlich sein.

Aktivität von EctC Naheliegend wäre eine zu geringe Aktivität von EctC. Der Aktivitätstest hat

gezeigt, dass EctC in der stationären Phase grundsätzlich noch aktiv ist, aber das Enzym könnte

trotzdem der limitierende Faktor gewesen sein (vgl. 4.2.2.13). Dadurch würde ADABA intrazellulär

akkumulieren und bei Überschreiten eines gewissen Schwellenwerts aus der Zelle geschleust werden.

Dies trifft sehr wahrscheinlich auf den Produktionsstamm E. coli pASK_ectAB-C zu, für den sich

ein sehr hoher extrazellulärer ADABA-Gehalt ergab, der durch Erhöhung der AHT-Konzentration

und somit der Proteinmenge deutlich reduziert werden konnte (vgl. Abb. 3.22 und Kap. 4.2.2.17).

Im Fall von E. coli pASK_ectABCDm und pASK_ectAB-RectC hatte eine Steigerung der AHT-

Konzentration keinen Einfluss auf die heterologe Produktion. Unter den getesteten Bedingungen

wurde jedoch kein bzw. kaum ADABA im Medium akkumuliert, so dass nicht unbedingt ein posi-
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tiver Effekt zu erwarten war. Interessant wäre bei diesen Produktionsstämmen unter Bedingungen

mit hoher ADABA-Akkumulation zu testen, ob diese durch Zugabe einer höheren AHT-Menge

reduziert werden kann. Für E. coli pASK_ectAB-RectC, bei dem die Expression von ectC erhöht

ist, ergab sich bei Anzucht mit Glucose ein deutlich geringerer ADABA-Gehalt als bei E. coli

pASK_ectABCDm unter denselben Wachstumsbedingungen (vgl. Abb. 3.28). Demnach kann in

diesem Fall auch ein positiver Effekt durch die höhere EctC-Menge angenommen werden. Das lässt

darauf schließen, dass bei E. coli pASK_ectABCDm unter bestimmten Produktionsbedingungen

die Kapazitätsgrenze von EctC überschritten wird.

Erhöhter Stofffluss Bei Anzucht mit Glycerin anstelle von Glucose akkumulierte E. coli

pASK_ectABCDm kaum bzw. kein ADABA im Medium (vgl. Abb. 3.14), weshalb die Aktivität

von EctC nicht alleine der limitierende Faktor sein kann. Glucose wird von dem Produktionsstamm

schneller verbraucht als Glycerin und führt zu einer höheren Wachstumsrate (vgl. 4.2.2.7), was

häufig mit einem Überflussmetabolismus und der Anhäufung von Intermediaten verbunden ist

(Han et al., 1992; Holms, 1996). Demnach könnte bei Wachstum mit Glucose ein erhöhter Stofffluss

in der Zelle vorliegen und zusätzlich eine Anhäufung von ADABA hervorrufen. Dies könnte auch

eine Erklärung für die ADABA-Akkumulation unter anderen Produktionsbedingungen sein, die

schnelles Wachstum fördern. Für die Anzucht mit Glutamat zeigte sich eine Korrelation zwischen

der Zunahme der Wachstumsrate und des extrazellulären ADABA-Gehalts (vgl. Abb. 3.13). Bei der

Fed-Batch-Fermentation und der Ganzzellbiokatalyse wurden hohe Konzentrationen von Glycerin

eingesetzt und es kam zur Anhäufung von ADABA sowie Acetat. Demzufolge führt auch eine zu

hohe Glycerin-Konzentration möglicherweise zu einem Ungleichgewicht im Stoffwechsel und dem

Erreichen der Kapazitätsgrenze von EctC (vgl. 4.2.2.15 und 4.2.2.16).

Reaktionsgleichgewicht Ein weiterer Grund für die extrazelluläre ADABA-Akkumulation könnte

das EctC-vermittelte Reaktionsgleichgewicht zwischen ADABA und Ectoin sein (vgl. 4.2.2.13).

Wenn eine hohe Ectoin-Konzentration intrazellulär vorliegt, ist durch die Einstellung des Gleichge-

wichts automatisch auch die ADABA-Konzentration höher und letztendlich gelangt mehr ADABA

ins Medium. Bei Wachstum von E. coli pASK_ectABCDm mit Glucose und steigender NaCl-

Konzentrationen ist die Korrelation zwischen der Zunahme des intrazellulären Ectoin-Gehalts,

bedingt durch den Anstieg der osmotischen Konzentration, und der Zunahme des extrazellulären

ADABA-Gehalts deutlich zu sehen (vgl. Abb. 3.14 und 7.1). Bei 1%NaCl war auch mit Glycerin

eine nennenswerte Akkumulation von ADABA zu beobachten und mit Glucose war der ADABA-

Gehalt wesentlich höher als bei geringeren Salinitäten (vgl. Abb. 3.14). Unter diesen Bedingungen

waren der intrazelluläre Ectoin-Gehalt und die Wachstumsrate am höchsten, so dass vermutlich

das Reaktionsgleichgewicht im Zusammenspiel mit einem erhöhten Stofffluss und einer zu geringen

EctC-Aktivität ausschlaggebend waren.

Die Ergebnisse zu E. coli pASK_ectABCDask unterstützen die Annahme, dass das Reakti-

onsgleichgewicht zwischen ADABA und Ectoin einen Einfluss auf die extrazelluläre ADABA-

Akkumulation hat. Bei E. coli pASK_ectABCDask wird Ectoin mittels EctD zu Hydroxyectoin

139



4 Diskussion

umgesetzt und dem Gleichgewicht entzogen, da es sich bei der Hydroxylierung um eine irreversible

Reaktion handelt. In Übereinstimmung damit konnte nur sehr wenig Ectoin intrazellulär detektiert

werden (vgl. Abb. 7.1). Aufgrund des Gleichgewichts ist auch eine geringe ADABA-Konzentration

im Cytoplasma anzunehmen, was schlussendlich ein Grund für die marginale extrazelluläre

ADABA-Akkumulation im Fall von E. coli pASK_ectABCDask sein könnte (vgl. Abb. 3.9). Der

intrazelluläre Solutgehalt wurde mittels isokratischer HPLC bestimmt (vgl. 2.9.4), bei der wegen

Signalüberlagerungen keine genaue Detektion und Quantifizierung von ADABA möglich war. Die

Zellextrakte könnten mittels FMOC-ADAM-HPLC analysiert werden, um den intrazellulären

ADABA-Gehalt eindeutig zu ermitteln und der Annahme nachzugehen, dass das Reaktionsgleich-

gewicht zwischen ADABA und Ectoin die intrazelluläre und extrazelluläre ADABA-Konzentration

beeinflusst.

ADABA-Akkumulation trotz hoher EctC-Menge Entgegen den Erwartungen ergab sich für

E. coli pASK_ectAB-RectC, trotz der sehr hohen EctC-Produktion und -Aktivität, ein extrazellulä-

rer ADABA-Gehalt von 4% (vgl. Abb. 3.28). Ein möglicher Grund wäre, dass die Ectoin-Produktion

schneller war als der Ausstrom von Ectoin, wodurch die intrazelluläre ADABA-Konzentration

angestiegen ist und ADABA ins Medium geschleust wurde. Auffällig ist jedoch, dass der extrazel-

luläre ADABA-Gehalt unabhängig von der AHT-Konzentration gleich war und das Verhältnis

von ADABA zu Ectoin im Medium annähernd dem vermuteten Reaktionsgleichgewicht (1:16 - 20)

entspricht. Daher wäre eine andere Erklärung, dass EctC ins Medium gelangt ist und das Gleich-

gewicht eingestellt hat. Die Ectoin-Konzentration im Medium lag mit rund 10mM im Bereich

des Km-Werts von EctC, der im Fall des Enzyms von H. elongata 8 -11mM und bei EctC von

S. alaskensis 5mM beträgt (Ono et al., 1999; Widderich et al., 2016b). Außerdem war der intra-

zelluläre EctC-Gehalt von E. coli pASK_ectAB-RectC sehr hoch im Vergleich zu den restlichen

Proteinen (vgl. Abb. 3.27) und EctC könnte durch lysierte Zellen oder in Folge eines steigenden

osmotischen Drucks ins Medium gelangt sein. Schubert et al. (2007) konnten für ein vergleichbares

Produktionssystem einen Anstieg des extrazellulären Proteingehalts von 0,4 auf 7% nach Induktion

mit AHT feststellen. Die Vermutung könnte überprüft werden, indem die Medienproben von

E. coli pASK_ectAB-RectC mit ADABA versetzt und auf eine EctC-vermittelte Umsetzung zu

Ectoin getestet werden.

Insgesamt kann festgehalten werden, dass eine extrazelluläre ADABA-Akkumulation unterbun-

den werden kann, wenn die Ectoin-Konzentration in der Zelle gering ist (niedrige Osmolarität

des Mediums) und sich kein ADABA durch eine zu hohe Wachstumsrate bzw. einen erhöhten

Stofffluss anhäufen kann. Dies konnte mit E. coli pASK_ectABCDm bei Anzucht mit Glycerin

und einer geringen Salinität (0,25 - 0,5%NaCl) erreicht werden.
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4.2.2.15 Fed-Batch-Fermentation

Bei der Fermentation von E. coli pASK_ectABCDm ergab sich aus der Anfangskonzentration von

50mM Glycerin eine extrazellulärer Ectoin-Konzentration von 1,54 g/L, genau wie im Schüttel-

kolben. Im Fermenter wurde der Ectoin-Gehalt 12 Stunden und im Kolben ca. 19 Stunden nach

Induktion erreicht (vgl. Abb. 3.19 und 3.16). Insgesamt konnte bei der Fed-Batch-Fermentation

mit 4,21 g/L eine hohe Solutkonzentration im Medium erzielt werden, wobei Ectoin und ADABA

im Verhältnis von etwa 1:1 vorlagen. Außerdem sind ca. 75% der verbrauchten C-Quelle in

Biomasse und extrazelluläre Solute geflossen, so dass mit 25% deutlich weniger C-Quelle für die

Energiegewinnung benötigt wurde als im Schüttelkolben (41%). Das könnte auf die pH-Kontrolle,

die höhere Stickstoffmenge im Medium und die bessere O2-Versorgung bei der Fermentation

zurückgeführt werden. Problematisch hingegen war, dass der Produktionsstamm nach ca. 20

Stunden Fermentation kaum noch Ectoin produziert hat und stattdessen ADABA und Acetat im

Medium angehäuft wurden.

Acetat-Akkumulation Acetat könnte durch gemischte Säuregärung entstanden sein, falls die

O2-Versorgung nicht ausreichend war. Unter aeroben Bedingungen ist bei E. coli eine Sekretion von

Acetat zu beobachten, wenn eine hohe Substratkonzentration und/oder hohe Wachstumsrate vor-

liegt. Dabei ist die Acetat-Produktion vom E. coli-Stamm abhängig (Luli & Strohl, 1990; Shiloach

et al., 1996). Die Anhäufung von Acetat ist auf einen Überflussmetabolismus zurückzuführen, der

durch ein Ungleichgewicht zwischen einer hohen Aufnahmerate der C-Quelle und der limitierten

Kapazität des oxidativen Stoffwechsels verursacht wird (Han et al., 1992; Holms, 1996). Hierbei

scheint vor allem eine Sättigung des Citratzyklus entscheidend zu sein (Han et al., 1992; Veit et al.,

2007). Acetat kann das Wachstum, die Produktion von Biomasse und von rekombinanten Proteinen

inhibieren, was sich auch negativ auf die Produktivität auswirkt (Shimizu et al., 1988; Luli &

Strohl, 1990; Jensen & Carlsen, 1990; Shiloach et al., 1996). Genau wie andere schwache organische

Säuren kann Acetat in der protonierten Form die Cytoplasmamembran passieren, im Cytoplasma

aufgrund des höheren pH-Werts dissoziieren und als Entkoppler der protonenmotorischen Kraft

wirken (Repaske & Adler, 1981).

Bei der Fed-Batch-Fermentation mit E. coli pASK_ectABCDm könnte Acetat aufgrund einer

zu schnellen Fütterung mit Glycerin und somit einer zu hohen Substratkonzentration angehäuft

worden sein. Die Acetat-Konzentration im Medium stagnierte oder sank zwischenzeitlich (vgl.

Abb 3.19). Dies ist dadurch zu erklären, dass Acetat wieder aufgenommen wird und in den

zentralen Stoffwechsel fließt, wenn die ursprüngliche C-Quelle kaum noch vorhanden ist (Kleman

& Strohl, 1994; Wolfe, 2005). Ab einer Acetat-Konzentration von ca. 5 g/L ist der inhibitorische

Effekt sichtbar, aber bereits in geringeren Konzentrationen hemmt Acetat das Wachstum und die

Produktion (Luli & Strohl, 1990; Jensen & Carlsen, 1990). Demnach könnten die Wachstumsrate

und Ectoin-Produktion durch die Akkumulation von Acetat (max. 1,7 g/L) beeinträchtigt worden

sein, obwohl E. coli pASK_ectABCDm weitergewachsen ist. Eine Möglichkeit, um die Anhäufung

von Acetat zu minimieren, ist die Aufnahmerate der C-Quelle zu verringern (Han et al., 1992;
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Holms, 1996; Fuentes et al., 2013). Im Fall der Fermentation von E. coli pASK_ectABCDm könnte

dies eventuell schon durch eine langsamere Zugabe von Glycerin erreicht werden.

ADABA-Akkumulation Die Akkumulation von ADABA, die auch unter manchen Wachstums-

bedingungen im Schüttelkolben zu beobachten war, deutet darauf hin, dass die Kapazitätsgrenze

von EctC überschritten wurde (vgl. 4.2.2.14). Allerdings zeigte sich bei der Produktion mit E. coli

pASK_ectABCDm in Batch-Kultur, dass ADABA parallel zu Ectoin im Medium akkumuliert

wurde (vgl. Abb. 3.11 und 3.17). Bei der Fed-Batch-Fermentation hingegen stieg die extrazelluläre

ADABA-Konzentration an, als der Stamm kaum noch Ectoin produzierte (vgl. Abb 3.19). Das

Ausbleiben der Ectoin-Produktion deutet darauf hin, dass kein aktives EctC mehr vorhanden war.

Das Enzym könnte im Verlauf der Fermentation inhibiert worden sein oder die Inaktivität wurde

eventuell durch den Mangel eines Cofaktors hervorgerufen. Für EctC von S. alaskensis konnte eine

Metall-Abhängigkeit nachgewiesen werden, wobei sehr wahrscheinlich Eisen als Cofaktor dient

(Widderich et al., 2016b). Eisen müsste mit 10mg/L in ausreichender Menge im Fermentations-

medium enthalten gewesen sein (10-fach höhere Menge als in MM63). Falls das aus A. cryptum

stammende EctC ein anderes Metall als Cofaktor benötigt, könnte dies eine mögliche Erklärung

für die Inaktivität sein, da dem Medium keine Spurenelementlösung zugegeben wurde.

EctA und EctB müssen noch aktiv gewesen sein, da ADABA weiter produziert wurde. Demzufolge

könnte ein Mangel des Selektionsmarkers Carbenicillin oder des Induktors AHT nur dann als

möglicher Grund für die fehlende Ectoin-Produktion in Betracht kommen, wenn die Enzyme EctA

und EctB noch vorhanden waren, EctC hingegen nicht mehr. Das ist denkbar, wenn EctC in

geringeren Mengen gebildet wird und/oder weniger stabil ist (vgl. 4.2.2.13). Carbenicillin und

AHT wurden zwar während der Fermentation erneut zugegeben (nach 26 h), aber eventuell zu

spät oder zu wenig, so dass die Plasmidstabilität und/oder Expression des A. cryptum-Genclusters

nicht mehr gewährleistet war und kein neues EctC produziert werden konnte. Die Stabilität von

AHT könnte bei der länger andauernden Fermentation relevant gewesen sein. Politi et al. (2014)

haben festgestellt, dass AHT in Minimalmedium M9 bei pH7 und 37 °C eine Halbwertszeit von

ca. 15 Stunden hat. Außerdem ist AHT lichtempfindlich (Huang & Lindblad, 2013). Anders als

die Batch-Kulturen im Kolben, die im Dunkeln kultiviert wurden, erfolgte die Fermentation unter

Einfluss von Tageslicht, was den Abbau von AHT beschleunigt haben könnte.

Bei der Fed-Batch-Fermentation von E. coli zur heterologen Produktion einer humanen Prolyl-4-

Hydroxylase konnte durch wiederholte Zugabe von AHT eine Verbesserung der Produktion erreicht

werden (Neubauer et al., 2007). Möglichkeiten zur Optimierung der Ectoin-Produktion mittels Fed-

Batch-Fermentation wären somit eine höhere bzw. häufigere AHT-Zugabe und den Fermenter vor

Licht zu schützen. Dabei sollte die minimale Hemmkonzentration für E. coli von 2mg/L (Rasmussen

et al., 1991) nicht überschritten werden. Weiterhin könnte eine langsamere Glycerin-Fütterung

ausprobiert werden, um der Anhäufung von ADABA und Acetat entgegenzuwirken. Zudem sollte

eine Spurenelementlösung zugesetzt werden, um sicherzustellen, dass die als potenzielle Cofaktoren

benötigten Spurenelemente in ausreichender Menge zur Verfügung stehen.
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4.2.2.16 Ectoin-Produktion mit ruhenden Zellen

Das Produktionssystem wurde zur Ectoin-Produktion mit ruhenden Zellen anlehnend an die Arbeit

von He et al. (2015) verwendet. He et al. haben durch Ganzzellbiokatalyse ausgehend von Aspartat

und Glycerin in E. coli BW25113 (K-12-Derivat) mit dem ectABC -Gencluster aus H. elongata

eine hohe extrazelluläre Ectoin-Konzentration im Schüttelkolben erreicht (2,7 g/L). Gegenüber

der Methode von He et al. wurden einige Änderungen vorgenommen, aber der Reaktionspuffer

enthielt die gleiche Aspartat- sowie Glycerin-Konzentration (je 100mM) und wurde ebenfalls auf

eine OD600 von 5 eingestellt, so dass ein Vergleich möglich ist. In den ersten fünf Stunden verlief

die Ganzzellbiokatalyse mit beiden Produktionsstämmen ähnlich. Für den Stamm von He et al.

ergab sich nach vier Stunden eine extrazelluläre Ectoin-Konzentration von etwa 0,5 g/L, was

einer Produktivität von 125mg/(L x h) entspricht (vgl. Abb. 4.4). E. coli pASK_ectABCDm hatte

nach 4,75 Stunden eine fast doppelt so hohe Ectoin-Konzentration erreicht und die Produktivität

fiel mit 200mg/(L x h) 60% höher aus (vgl. Abb. 3.20). Im weiteren Verlauf der von He et al.

durchgeführten Ganzzellbiokatalyse blieb die Produktivität nahezu konstant. Nach 24 Stunden

war eine Ectoin-Konzentration von 2,7 g/L (ca. 19mM) im Reaktionspuffer vorhanden.

Abb. 4.4: Ganzzellbiokatalyse von Aspartat und Glycerin zu Ectoin (He et al., 2015)
E. coli BW25113 mit dem ectABC -Gencluster aus H. elongata wurde verwendet. Die Ganzzellbiokata-
lyse erfolgte im Kolben mit Reaktionspuffer (100mM Natriumphosphat-Puffer pH7, 100mM Aspartat,
100mM Glycerin, 100mM KCl) bei OD600 5, 30 °C und 200 rpm. Gezeigt sind der Verbrauch der Sub-
strate Aspartat und Glycerin (mM) sowie der extrazelluläre und intrazelluläre Ectoin-Gehalt (mg/L).

Die Ganzzellbiokatalyse mit E. coli pASK_ectABCDm hingegen geriet nach fünf Stunden ins

Stocken (vgl. Abb. 3.20). Während die Ectoin-Konzentration nur noch langsam anstieg und

nach 25 Stunden nahezu gleich blieb (10mM), wurden ADABA (2,5mM) und Glutamat (9mM)

im Reaktionspuffer akkumuliert. Außerdem konnten 20mM Acetat nachgewiesen werden. Die

ADABA-Akkumulation deutet darauf hin, dass die Kapazitätsgrenze von EctC überschritten

wurde (vgl. 4.2.2.14). Die Anhäufung von Acetat könnte durch ein Ungleichgewicht im Stoffwechsel
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und einen daraus resultierenden Überflussmetabolismus aufgetreten sein (Han et al., 1992; Holms,

1996). Die Acetat-Konzentration im Reaktionsansatz könnte die ruhenden Zellen und die Ectoin-

Produktion negativ beeinflusst haben. Die Tatsache, dass die Biokonversion trotz vorhandenem

Substrat nachgelassen hat und nach 25 Stunden keine Umsetzung mehr zu beobachten war,

könnte auch mit einer fehlenden Aktivität der rekombinanten Proteine zusammenhängen. Denn

die Proteine wurden während der Ganzzellbiokatalyse nicht mehr produziert. Die unerwarte-

te Akkumulation von Glutamat könnte durch einen Überschuss im Citratzyklus und die hohe

Aspartat-Konzentration hervorgerufen worden sein. Weiterhin war überraschend, dass Aspartat mit

der Zeit langsamer aufgenommen wurde und nach 40 Stunden immer noch 40mM im Reaktions-

ansatz enthalten waren. Aspartat und Glutamat können ihre Aufnahme gegenseitig hemmen

(Kay, 1971; Schellenberg & Furlong, 1977). Durch die wechselseitige Inhibition konnte E. coli

pASK_ectABCDm Aspartat eventuell nur noch eingeschränkt aufnehmen, was eine weitere Er-

klärung für das Nachlassen der Ectoin-Produktion wäre. Letztendlich war der Versuch, eine

hohe Ectoin-Produktion durch Ganzzellbiokatalyse mit dem Produktionssystem zu erreichen,

nicht erfolgreich. Die Biokonversion ausgehend von Aspartat wurde nicht weiterverfolgt, da die

Aminosäure gegenüber anderen Substraten, z.B. Glycerin, relativ teuer ist und daher nicht für

eine industrielle Produktion in Betracht kommt.

4.2.2.17 Steigerung der heterologen Expression von ectC

In dieser Arbeit wurden zwei alternative Vektoren zu pASK_ectABCDm konstruiert, um eine

Steigerung der Expression von ectC auf Transkriptions- und Translationsebene zu erreichen. Beim

Vektor pASK_ectAB-C wird ectC unter Kontrolle eines separaten tet-Promotors exprimiert und

im Fall von pASK_ectAB-RectC ist zusätzlich eine optimierte RBS stromaufwärts von ectC

vorhanden. Im Vektor pASK_ectABCDm befindet sich das A. cryptum-Gencluster unverändert

stromabwärts des tet-Promotors. Hierbei konnte bisher nicht geklärt werden, ob die Transkription

von ectC zusammen mit ectA und ectB ausgehend vom tet-Promotor erfolgt, da weder ein

ectABC -Kotranskript nachgewiesen werden konnte noch potenzielle Promotoren vor ectC mittels

bioinformatischer Datenanalyse identifiziert wurden (vgl. 4.2.2.18).

Durch den separaten tet-Promotor stromaufwärts von ectC könnte dessen Transkriptionsrate

erhöht werden, falls ectC im Vektor pASK_ectABCDm unter Kontrolle eines nativen Promotors

aus A. cryptum steht. Im Fall eines ectABC -Kotranskripts wäre ebenfalls ein positiver Effekt

zu erwarten, wenn die Transkription des Genclusters nicht immer vollständig beendet wird und

dadurch weniger ectC -Transkripte vorliegen. Lee et al. (2008) konnten für das Galactose-Operon

von E. coli zeigen, dass sich die mRNA-Menge der einzelnen Gene unterscheidet und dadurch

wahrscheinlich die Expression der weiter vom Promotor entfernten Gene geringer ist (natural

polarity). Bei E. coli pASK_ectAB-RectC sollte durch die hoch effiziente RBS aus dem Vektor

pET-22b(+) die Expression von ectC auf Translationsebene gesteigert werden. Die RBS befindet
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sich stromaufwärts des Startcodons in der mRNA und beinhaltet die SD-Sequenz, die komplementär

zum 3’-Ende der 16S rRNA ist. Die RBS ermöglicht die Bindung zwischen der 16S rRNA des

Ribosoms und der mRNA (Shine & Dalgarno, 1974; Steitz & Jakes, 1975) und ist ein wichtiger

Faktor für die Initiation der Translation und somit auch für die Translationsrate.

Die Expressionsvektoren unterscheiden sich nur in der Nukleotidsequenz unmittelbar vor ectC,

während der Sequenzbereich von ectAB und dem stromaufwärts gelegenen tet-Promotor identisch

ist. Daher ist anhand der Ergebnisse zu den Produktionsstämmen eine Schlussfolgerung über die

Expression von ectC möglich.

E. coli pASK_ectAB-C Mit dem Expressionsvektor pASK_ectAB-C fiel die heterologe Ectoin-

Produktion deutlich geringer aus im Vergleich zu E. coli pASK_ectABCDm und ADABA war in

großen Mengen im Medium vorhanden (vgl. Abb. 3.22). Außerdem war die mutmaßliche EctC-

Bande nur schwach ausgeprägt und die Intensität der Proteinbande nahm in den Proben der

stationären Phase stärker ab als bei E. coli pASK_ectABCDm (vgl. Abb. 3.24). Die verwendete

Standardkonzentration des Induktors (0,2µg/mL) sollte mehr als ausreichend sein, da eine

vollständige Induktion und hohe Expression bereits bei einer AHT-Konzentration von 0,05µg/mL

erreicht wird (Lutz & Bujard, 1997). Trotzdem konnte im Fall von E. coli pASK_ectAB-C

durch Erhöhung der AHT-Konzentration und somit der Menge an rekombinanten Proteinen die

extrazelluläre ADABA-Konzentration deutlich reduziert und die Ectoin-Konzentration gesteigert

werden. Dies lässt darauf schließen, dass bei dem Produktionsstamm die extrazelluläre ADABA-

Akkumulation mit einer zu geringen Expression von ectC zusammenhängt (vgl. 4.2.2.14).

Die geringere ectC -Expression mit dem Vektor pASK_ectAB-C könnte darauf zurückzuführen

sein, dass nicht mehr dieselbe RBS wie bei pASK_ectABCDm stromaufwärts von ectC vorliegt,

sondern die zusammen mit dem tet-Promotor eingebrachte RBS aus pASK-IBA3. Im Expressi-

onsvektor pASK_ectABCDm ist vor ectC die putative RBS aus A. cryptum mit der SD-Sequenz

5’-AAGGAG-3’ vorhanden, die sehr ähnlich zur Consensus-Sequenz 5’-UAAGGAGGU-3’ von

E. coli ist (Gold, 1988). Außerdem umfasst der spacer, der Abstand zwischen SD-Sequenz und

Startcodon, sieben Nukleotide, was der für E. coli typischen Länge von 5 - 13 Nukleotiden entspricht

(Gold, 1988). Demgegenüber hat pASK_ectAB-C mit 5’-GAG-3’ eine kürzere SD-Sequenz und

mit 35 Nukleotiden einen deutlich längeren spacer stromaufwärts von ectC (vgl. Tab. 4.1). Dies

spiegelt sich auch in der theoretischen Ti-Rate für ectC wider, die im Fall von pASK_ectABCDm

25 mal höher ist. Bei der Berechnung der theoretischen Ti-Rate mit dem RBS Calculator (Salis

et al., 2009; Espah Borujeni et al., 2014) wird neben der RBS u.a. auch die Sekundärstruktur der

mRNA miteinbezogen, die einen Einfluss auf die Effizienz der Translation haben kann.

Letztendlich könnte der Austausch der RBS in pASK_ectAB-C, trotz des tet-Promotors

vor ectC, zu einer geringeren Expression und somit zur extrazellulären ADABA-Akkumulation

geführt haben. Überraschend ist jedoch, dass dieselbe Sequenz aus tet-Promotor und RBS auch

stromaufwärts von ectA vorliegt und die theoretische Ti-Rate mit einem relativen Wert von 5

noch geringer ausfällt. Denn eine Akkumulation von DABA, dem Substrat von EctA, konnte unter
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keinen Produktionsbedingungen festgestellt werden. Demnach scheint EctA kein limitierender

Faktor für die heterologe Ectoin-Produktion zu sein. Der Unterschied könnte durch die Position

im Gencluster und deren Einfluss auf die Expression, die Enzymaktivität oder die Stabilität

zustande kommen (vgl. 4.2.2.13).

Tab. 4.1: Vergleich der Expressionsvektoren im Hinblick auf die Translation von ectC
Angegeben sind die SD-Sequenz innerhalb der putativen RBS, der spacer (Abstand zwischen SD-Sequenz
und Startcodon) sowie die theoretische Translationsinitiations-Rate (Ti-Rate), die mit dem Online-Tool
RBS Calculator bestimmt wurde.

Expressionsvektor SD-Sequenz spacer [Nukleotide] Ti-Rate [relativer Wert]

pASK_ectABCDm 5’-AAGGAG-3’ 7 2694
pASK_ectAB-C 5’-GAG-3’ 35 106
pASK_ectAB-RectC 5’-AAGGAG-3’ 8 43951

E. coli pASK_ectAB-RectC Im Expressionsvektor pASK_ectAB-RectC befindet sich strom-

aufwärts von ectC die SD-Sequenz 5’-AAGGAG-3’ sowie ein spacer von acht Nukleotiden und

die theoretische Ti-Rate ist wesentlich höher als bei den anderen beiden Vektoren (vgl. Tab. 4.1).

Tatsächlich konnte mit pASK_ectAB-RectC die Expression von ectC deutlich gesteigert werden,

was anhand der stark ausgeprägten EctC-Bande im Proteingel erkennbar war (vgl. Abb. 3.27). Im

Vergleich zu pASK_ectAB-C konnte zudem der extrazelluläre ADABA-Gehalt auf ein Minimum

reduziert werden (vgl. Abb. 3.28). Dies weist ebenfalls darauf hin, dass bei E. coli pASK_ectAB-C

eine geringe Translation von ectC für die ADABA-Akkumulation verantwortlich ist. Im Vergleich zu

E. coli pASK_ectABCDm konnte bei Anzucht mit Glucose eine Steigerung der Ectoin-Produktion

durch die erhöhte EctC-Menge erreicht werden (vgl. Abb. 3.27). Der stets vorhandene ADABA-

Anteil von rund 4% kann nicht mit einer zu geringen EctC-Aktivität zusammenhängen, sondern

muss eine andere Ursache haben, weil durch Erhöhung der AHT-Menge keine Reduzierung erreicht

werden konnte (vgl. 4.2.2.14).

Bei Wachstum mit Glycerin war durch die gesteigerte ectC -Expression kein positiver Effekt auf

die Ausbeute an Ectoin sichtbar (vgl. Abb. 3.27). Ein möglicher Grund könnte die N-Limitierung

sein, die in dem verwendeten Medium nahezu erreicht wurde (vgl. 4.2.2.10). Des Weiteren hat

die Überproduktion von EctC sehr wahrscheinlich einen Einfluss auf das Wachstum und die

Produktion von Ectoin sowie Biomasse. Nach Induktion mit AHT fiel die Wachstumsrate von

E. coli pASK_ectAB-RectC etwas geringer aus. Außerdem zeigt sich anhand der C-Bilanz, dass

nur 53% der C-Quelle in TBM und Ectoin geflossen sind. Demnach wurde mit 47% mehr C-Quelle

für die Energiegewinnung benötigt als im Fall von E. coli pASK_ectABCDm (41%). Beides deutet

auf einen metabolic burden hin, dem E. coli pASK_ectAB-RectC durch die übermäßige EctC-

Produktion ausgesetzt sein könnte. Durch eine hohe Produktion rekombinanter Proteine werden

zusätzlich Energie und Rohstoffe benötigt, was häufig zu einem Ungleichgewicht im Stoffwechsel

führt und sich auf die Physiologie der Wirtszelle auswirkt (Bentley et al., 1990; Glick, 1995).
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Schlussendlich ist eine hohe Menge an rekombinanten Proteinen nicht unbedingt von Vorteil,

da der zusätzliche Bedarf an Ressourcen die Produktivität einschränken kann. Für E. coli

pASK_ectABCDm konnte unter den optimierten Produktionsbedingungen eine hohe Ectoin-

Produktion und spezifische Produktivität erreicht werden, obwohl die rekombinanten Proteine nur

schwach im Proteingel sichtbar waren.

4.2.2.18 RNA-Analyse des ectABCDask-Genclusters von A. cryptum

Mit der aus den E. coli-Stämmen extrahierten RNA war keine Aussage über die Transkription

des A. cryptum-Genclusters möglich. Die cDNA-Ansätze ohne reverse Transkriptase (Negativkon-

trollen) zeigten bei der anschließenden Kontroll-PCR mit Primern für das A. cryptum-Gencluster

und für das Vektorrückgrat entsprechende PCR-Produkte (vgl. Abb. 3.31). Dies lässt auf eine

Kontamination der cDNA-Ansätze mit Vektor-DNA schließen. Im Widerspruch dazu konnte bei der

PCR mit Gesamt-RNA als Template kein DNA-Produkt nachgewiesen werden. Der cDNA-Ansatz

ohne RNA ergab auch kein PCR-Produkt, so dass eine Verunreinigung des cDNA-Synthese-

Kits eigentlich ausgeschlossen werden kann. Andererseits zeigte sich für die Gesamt-RNA aus

A. cryptum mit dem gleichen Kit ebenfalls ein PCR-Produkt beim cDNA-Ansatz ohne reverse

Transkriptase, während dieses Problem mit einem anderen cDNA-Synthese-Kit nicht auftrat.

Schlussendlich konnte nicht geklärt werden, wodurch die Kontamination in den cDNA-Ansätzen

zustande gekommen ist.

Die Gesamt-RNA aus A. cryptum wurde in cDNA umgeschrieben, ohne dass eine Kontamination

mit genomischer DNA festgestellt werden konnte. Für die PCR von ectAB und ectABC ergab sich

kein PCR-Produkt (vgl. Abb. 3.32), was darauf hindeutet, dass die Gene nicht als Kotranskript

vorliegen. Allerdings kann nicht völlig ausgeschlossen werden, dass die Kotranskripte gebildet

wurden, aber bei der reversen Transkription nicht vollständig in cDNA umgeschrieben wurden

und daher nicht mittels PCR nachweisbar waren.

Für die Bildung einer polycistronischen mRNA spricht, dass die nicht-codierenden Bereiche

zwischen den einzelnen Genen im A. cryptum-Gencluster mit weniger als 40 bp sehr kurz sind

(vgl. Abb. 7.4). Im Fall von ectA/ectB und ectD/ask überlappt das Stopcodon sogar mit dem

nachfolgenden Startcodon (5’-ATGA-3’). Solche überlappenden Gene wurden in einigen Operons

festgestellt, z.B. dem Tryptophan-Operon von E. coli, und können eine regulatorische Bedeutung

haben (Oppenheim & Yanofsky, 1980; Normark et al., 1983). Zwei potenzielle σ70-abhängige

Promotoren wurden stromaufwärts von ectA identifiziert (Moritz, 2012). Mit Hilfe der Online-Tools

NNPP (Reese, 2001), BPROM (Solovyev & Salamov, 2011) und PromBase (Rangannan & Bansal,

2011) konnten keine Promotoren vor den anderen Gene gefunden werden. Dies weist auch darauf

hin, dass das ectABCDask-Gencluster von A. cryptum als Operon transkribiert wird. Jedoch wird

bei den Online-Tools in erster Linie nach σ70-Promotoren gesucht, so dass nicht ausgeschlossen

werden kann, dass Erkennungssequenzen für andere σ-Faktoren im Gencluster vorhanden sind.
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Für einige Ectoin- bzw. Hydroxyectoin-Gencluster wurde mittels Northern blot oder RT-PCR be-

stätigt, dass diese als Operon transkribiert werden. Dies trifft auf das ectABCDask-Gencluster von

P. stutzeri (Stöveken et al., 2011), das ectABCask-Gencluster von Methylomicrobium alcaliphilum

(Reshetnikov et al., 2006) sowie auf die ectABC -Gencluster von Bacillus pasteurii (Kuhlmann

& Bremer, 2002), Virgibacillus salexigens (Bursy et al., 2007) und Virgibacillus pantothenticus

(Kuhlmann et al., 2008) zu. In allen Fällen wird die Transkription osmotisch reguliert und

geht meist von einem σ70- bzw. σA-Promotor aus. Andererseits gibt es Vertreter, bei denen die

transkriptionale Regulation des Genclusters komplexer ist. Calderón et al. (2004) konnten vor

ectA von C. salexigens zwei σ70-abhängige Promotoren und einen σ38-Promotor für die generelle

Stressantwort identifizieren. Außerdem wurde ein σ32-abhängiger Promotor stromaufwärts von

ectB gefunden. Für das ectABC -Gencluster von H. elongata wurden die drei Einzeltranskripte

sowie verschiedene Kotranskripte nachgewiesen (Stumpfe, 2003). In Übereinstimmung damit

konnten ein σ70- und ein σ38-abhängiger Promotor vor ectA, ein σ32-Promotor vor ectB sowie ein

σ54-Promotor vor ectC gefunden werden (Schwibbert et al., 2011; Witt, 2011). Bisher wurden

jedoch nur Transkriptionsstartpunkte stromaufwärts von ectA und ectC ermittelt.

Um aufzuklären, ob das A. cryptum-Gencluster als Operon transkribiert wird, müsste die RNA

erneut mittels RT-PCR oder Northern Blot analysiert werden. Weiterhin könnten Transkriptions-

startpunkte im Gencluster gesucht werden, z.B. mittels 5’-RACE-PCR (Tillett et al., 2000).

4.2.3 Vergleich bisheriger Produktionssysteme für Ectoin und Hydroxyectoin

Um die Leistung des hier vorgestellten Produktionssystems einordnen zu können, wurde es mit

in der Literatur beschriebenen Produktionssystemen verglichen. Der Schwerpunkt wurde auf

Produktionsstämme gelegt, die ebenfalls Ectoin bzw. Hydroxyectoin ins Medium sekretieren und

nur wenig bzw. kein NaCl benötigen. Der Vergleich ist jedoch nur eingeschränkt möglich, da sich

die Produktionssysteme in einigen Aspekten unterscheiden, wie dem Wirts- und Donorstamm,

dem Produktionsverfahren und der C-Quelle (vgl. Tab. 4.2). Zudem wird die Produktivität auf

unterschiedliche Art und Weise in der Literatur angegeben. Ein Vergleich der volumetrischen

Produktivität ist nicht sinnvoll, da mit E. coli pASK_ectABCDm und pASK_ectABCDask bisher

noch keine Hochzelldichte-Fermentation etabliert wurde und die Biomasse pro Liter Batch-Kultur

gering ausfällt. Außerdem wird bei der volumetrischen Produktivität nicht berücksichtigt, aus

wie viel Biomasse die Ectoine produziert wurden und wie hoch der Verbrauch an C-Quelle war.

Deshalb wurde die Biomasse-bezogene Produktivität für den Vergleich herangezogen. Dafür wurde

anhand der Literaturangaben die maximale spezifische Produktivität ermittelt, also die höchste

Zunahme der extrazellulären Solutkonzentration bezogen auf die entsprechende Zeitdifferenz und

mittlere Biomasse. Zusätzlich wurde der Ertrag an Ectoin bzw. Hydroxyectoin bezogen auf die

gesamte verbrauchte C-Quelle verglichen. Bei den verwendeten C-Quellen entspricht 1 g C-Quelle

etwa 0,4 g Kohlenstoff, so dass ein direkter Vergleich des Ertrags möglich ist.
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4.2.3.1 Vergleich der Ectoin-Produktion

Zur industriellen Produktion von Ectoin wird derzeit das moderat halophile Bakterium H. elongata

eingesetzt (Kunte et al., 2014). Dafür wurde das als bacterial milking bekannte Verfahren entwickelt

(Sauer & Galinski, 1998). Hierbei wird Ectoin mittels Fermentation von H. elongata bei einer hohen

Salinität (10 - 15%NaCl) intrazellulär akkumuliert und anschließend durch einen hypoosmotischen

Schock aus den Zellen gewonnen. Durch diese mehrmals wiederholbare Methode kann ein Ectoin-

Gehalt von 155mg/gTBM pro Zyklus erzielt werden (Sauer & Galinski, 1998). Darüber hinaus

wurde eine sogenannte leaky mutant von H. elongata erzeugt, die aufgrund einer Mutation des

Ectoin-Transporters TeaABC Ectoin ins Medium ausscheidet (Grammann et al., 2002; Kunte et al.,

2002). Im Gegensatz zum bacterial milking ist die Ectoin-Produktion nicht vom intrazellulären

Solutgehalt abhängig, wodurch weniger NaCl erforderlich ist. Außerdem wird die extrazelluläre

Ectoin-Konzentration nicht länger durch die Zelldichte limitiert und die Produktreinigung ist

vereinfacht (vgl. Abb. 1.3). Durch zusätzliche Deletion des Gens doeA (super-leaky mutant) ist der

Abbau von Ectoin in H. elongata nicht mehr möglich und die Produktivität kann im Vergleich

zur leaky mutant um das Dreifache gesteigert werden (Kunte et al., 2014). Jedoch werden in der

Literatur keine konkreten Werte für die Produktivität angegeben.

Zhang et al. (2009) haben erstmals von einem natürlichen Ectoin-sekretierenden Stamm,

H. salina DSM5928T, berichtet, der bei einer moderaten Salinität (2,9%) wächst und Ectoin

extrazellulär akkumuliert. In einem kombinierten Prozess aus Fermentation und anschließender

Produktion mit ruhenden Zellen in der Phosphat-limitierten stationären Phase erreichte der

Stamm einen extrazellulären Ectoin-Gehalt von ca. 0,28 g/gTBM (Lang et al., 2011). Dabei diente

Glutamat als C- und N-Quelle. Weiterhin ergab sich eine maximale spezifische Produktivität von

bis zu 30mg/(gTBMxh) und ein Ertrag an Ectoin von 0,13 g/g (vgl. Tab. 4.2).

Moderat halophile Vertreter, wie H. elongata und H. salina, sind für die Ectoin-Produktion

jedoch auf NaCl angewiesen, da die Expression von ectABC durch osmotischen Stress reguliert

wird. Für die industrielle Produktion ist eine hohe NaCl-Konzentration von Nachteil, weil dadurch

die Haltbarkeit der Fermentertechnik einschränkt wird und der Gewinnungsprozess zeit- und

kostenintensiver ist.

Eine attraktive Möglichkeit, um den industriellen Prozess zu verbessern, ist die Ectoin-

Produktion vom NaCl-Bedarf loszulösen. Dies kann erreicht werden, indem ein nicht-halophiler

Wirt für die Expression der Biosynthesegene unter Kontrolle eines starken NaCl-unabhängigen

Promotors verwendet wird. In der Literatur sind bereits einige heterologe Produktionsstämme

beschrieben, wobei vorwiegend die Modellorganismen E. coli und C. glutamicum eingesetzt wurden.

Als Donorstamm dienten entweder halophile Vertreter, wie H. elongata und C. salexigens, oder

das halotolerante Bakterium P. stutzeri.
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Schubert et al. (2007) haben zum ersten Mal mit E. coli eine extrazelluläre Akkumulation von

Ectoin in Glucose-Mineralsalzmedium ohne Zusatz von NaCl erreicht (6 g/L). Das Produktions-

system basierte genau wie E. coli pASK_ectABCDm auf einem pASK-Vektor mit dem starken

AHT-induzierbaren tet-Promotor. Jedoch wurde das ectABC -Gencluster des moderat halophilen

C. salexigens DSM3043T verwendet. Sowohl die maximale spezifische Produktivität als auch der

Ertrag fielen deutlich geringer aus als bei E. coli pASK_ectABCDm (vgl. Tab. 4.2).

Becker et al. (2013) ist erstmals eine salzfreie Produktion und Sekretion von Ectoin mit einem

genetisch modifizierten C. glutamicum-Stamm gelungen. Dazu wurden die Gene ectABCD von

P. stutzeri A1501 Codon-optimiert und unter Kontrolle eines starken konstitutiven C. glutamicum-

Promotors ins Genom integriert. Zusätzlich verfügte der Produktionsstamm über eine Feedback-

resistente Aspartokinase und der Ausstrom von Lysin, das als Nebenprodukt auftrat, wurde durch

Inaktivierung des entsprechenden Efflux-Systems LysE unterbunden. Trotz metabolic engineering

konnte nur eine maximale Produktivität von ca. 30mg/(gTBMxh) erreicht werden, die im Bereich

der des natürlichen Ectoin-Produzenten H. salina liegt (vgl. Tab. 4.2). Zudem ist nicht klar, warum

der Stamm kaum Hydroxyectoin produziert hat (6%).

Kürzlich konnte die Ectoin-Produktion mit C. glutamicum gesteigert werden (Pérez-García
et al., 2017). Im Vergleich zu Becker et al. ergab sich mittels Fed-Batch-Fermentation, ebenfalls

ohne NaCl und mit Glucose als C-Quelle, eine fast fünfmal höhere Ectoin-Konzentration (22 g/L)

und mit 120mg/(gTBMxh) eine viermal höhere spezifische Produktivität (vgl. Tab. 4.2). Die

heterologe Ectoin-Produktion wurde durch einen Vektor mit ectABC aus C. salexigens unter

Kontrolle des tac-Promotors und Induktion mit IPTG ermöglicht. Darüber hinaus verfügte der

Produktionsstamm über eine optimierte Pyruvat-Carboxylase und eine deregulierte Aspartokinase,

um den Oxalacetat-Pool zu erhöhen und Aspartat-β-semialdehyd in ausreichender Menge bereitzu-

stellen. Jedoch wurden neben Ectoin große Mengen an Lysin extrazellulär angehäuft (21%). Wenn

der Lysin-Transporter inaktiviert wurde, wie bei dem Produktionsstamm von Becker et al., wurde

zwar nur noch Ectoin im Medium akkumuliert, aber die Konzentration war um das Fünffache

reduziert und somit in der gleichen Größenordnung wie bei Becker et al. (2013). C. glutamicum,

der für die industrielle Lysin-Produktion genutzt wird, scheint wegen der gemeinsamen Vorstufe

Aspartat-β-semialdehyd als Ectoin-Produzent geeignet zu sein. Die Schwierigkeit besteht jedoch

darin, die Produktion von Lysin gering zu halten und den Fluss in Richtung Ectoin-Synthese zu

lenken. Schlussendlich waren die höchsten Werte für die Produktivität und den Ertrag immer

noch zwei- bis dreimal niedriger verglichen mit E. coli pASK_ectABCDm (vgl. Tab. 4.2).

Der bisher höchste extrazelluläre Ectoin-Gehalt (4,05 g/gTBM) wurde mit dem ectABC -

Gencluster aus H. elongata DSM2581T unter Kontrolle eines Arabinose-induzierbaren Promotors

in E. coli BW25113 erzielt (He et al., 2015). Weiterhin war die maximale spezifische Produktivität

mit rund 250mg/(gTBMxh) sehr hoch und wurde nur von E. coli pASK_ectABCDm übertroffen

(vgl. Tab. 4.2). Aber die Ectoin-Produktion erfolgte mittels Ganzzellbiokatalyse aus der Vorstufe

Aspartat und Glycerin bei einer hohen Zelldichte (OD600 20). Die vorangegangene Fed-Batch-
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Fermentation zur Bildung der Biomasse wurde in den scheinbar sehr guten Produktionsdaten

nicht miteinbezogen. Bei den anderen Produktionssystemen hingegen beziehen sich die Angaben

auf die Produktion von Ectoin und Biomasse.

Kürzlich wurde von einem Ectoin-sekretierenden E. coli-Stamm unter Verwendung des Gen-

clusters aus P. stutzeri A1501 berichtet (Czech et al., 2018). In Batch-Kultur mit Glucose und

Aspartat als C-Quellen sowie 0,4MNaCl (2,3%) wurde eine ähnlich hohe Ectoin-Konzentration

wie mit E. coli pASK_ectABCDm erreicht, aber der Ectoin-Gehalt bezogen auf TBM fiel geringer

aus (vgl. Tab. 4.2). Die höchste Ectoin-Ausbeute wurde mit dem Stamm E. coli SK51 erzielt, der

keine Trehalose synthetisieren kann und dem die Transporter ProP und ProU zur Aufnahme

von Ectoin fehlen. Die Expression erfolgte unter Kontrolle des P. stutzeri-eigenen Promotors mit

einer Mutation in der -35-Region. Bei Anzucht ohne Salz statt 2,3%NaCl war die Ausbeute

an Ectoin deutlich verringert (< 0,2 g/L). Demnach benötigt der Produktionsstamm NaCl als

Induktor. Weiterhin haben Czech et al. einen Ertrag an Ectoin von 0,3 g/g Glucose angegeben. Das

Medium enthielt jedoch auch Aspartat, so dass anhand der eingesetzten Mengen beider C-Quellen

der Ertrag auf lediglich 0,18 g/g geschätzt werden kann. Die maximale spezifische Produktivität

konnte wegen fehlender Wachstumsdaten nicht ermittelt werden. Die mittlere spezifische Produk-

tivität, also die Ectoin-Produktion bezogen auf den gesamten Wachstumszeitraum (24 h), betrug

rund 44mg/(gTBMxh). Demgegenüber ergab sich für E. coli pASK_ectABCDm bei 24-stündiger

Anzucht mit 0,25%NaCl eine mittlere Produktivität von 120mg/(gTBMxh).

Eine sehr hohe Ectoin-Produktion (25,1 g/L) haben Ning et al. (2016) in E. coli W3110 mit

dem ectABC -Gencluster aus H. elongata 1A01717 unter Kontrolle des starken IPTG-induzierbaren

trc-Promotors erreicht. Dabei konnte die Produktivität vor allem durch metabolic engineering ge-

steigert werden. Durch Deletion des Gens thrA, das für die bifunktionelle Aspartokinase/Homoserin-

Dehydrogenase codiert, und durch Überproduktion einer deregulierten Aspartokinase wurde der

Fluss von Aspartat-β-semialdehyd in Richtung Ectoin begünstigt. Außerdem erfolgte die Expression

der PEP-Carboxylase unter Kontrolle des trc-Promotors, um den Oxalacetat-Pool zu erhöhen.

Schlussendlich konnte eine maximale spezifische Produktivität von rund 160mg/(gTBMxh) in

einem Komplexmedium mit Glucose und ohne NaCl erzielt werden. Demnach war die Produktivität

etwa halb so hoch wie bei dem in dieser Arbeit vorgestellten Produktionssystem und abgesehen

von der Ganzzellbiokatalyse (He et al., 2015) der höchste Literaturwert (vgl. Tab. 4.2). Der Er-

trag lag in der gleichen Größenordnung wie bei E. coli pASK_ectABCDm, wobei die komplexen

Bestandteile des Mediums, Hefeextrakt und Trypton, nicht miteinbezogen wurden. Laut Ning

et al. könnte die Codon-optimierte Sequenz zu einer Instabilität oder Fehlfaltung der mRNA und

folglich zu einer verminderten Expression geführt haben.
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Tab. 4.2: Vergleich der Ectoin- und Hydroxyectoin-Produktion bisheriger Produktionssysteme
Aufgelistet sind heterologe Produktionsstämme, mit Ausnahme eines natürlichen Produzenten, die wenig NaCl benötigen und Ectoin bzw. Hydroxyectoin ins Medium sekretieren.
Die Angaben wurden den Referenzen direkt entnommen oder anhand der angegebenen Produktionsdaten ermittelt (∼). Ac: Acetat, Asp: Aspartat, Ect: Ectoin, Glu: Glucose,
Glut: Glutamat, Gly: Glycerin, HE: Hefeextrakt, α-Keto: α-Ketoglutarat, ME: Methanol, Sor: Sorbitol, Try: Trypton, TBM: Trockenbiomasse, n.e.: nicht ermittelbar

Ursprung Verfahren NaCl C-Quelle Titer1 Solutgehalt1 Produktivität2 YP/S
3 Nebenprodukte4 Referenz

der Gene [%] [g/L] [g/gTBM] [mg/(gTBMxh)] [g/g]

Ectoin
E. coli pASK_ectABCDm A. cryptum Batch (Kolben) 0 Gly 1,33 2,30 n.e. 0,29 3%ADABA diese Arbeit

0,25 Gly 1,66 2,93 345,1 0,36 keine diese Arbeit
0,5 Gly 1,54 2,47 352,9 0,33 1%ADABA diese Arbeit

E. coli SK51 pLC75 P. stutzeri Batch (Kolben) 2,3 Glu, Asp 1,5 1,05 n.e. ∼ 0,185 keine Czech et al. (2018)
E. coli ECT05 H. elongata Fed-Batch (Kolben) 0 Glu, HE, Try 13,6 1,7 ∼ 160 ∼ 0,386 keine Ning et al. (2016)

Fed-Batch 0 Glu, HE, Try 25,1 0,8 ∼ 125 ∼ 0,116 <7%Ac, 4%α-Keto Ning et al. (2016)
E. coli pBAD-ectABC H. elongata Ganzzellbiokatalyse 0 Gly, Asp 25,17 4,057 ∼ 2507 n.e. keine He et al. (2015)
E. coli pASK-ectABC C. salexigens Fed-Batch 0 Glu 6,0 0,27 ∼ 5 ∼ 0,02 keine Schubert et al. (2007)

C. glutamicum Ecto5 C. salexigens Fed-Batch 0 Glu 22,0 ∼ 1,8 ∼ 120 0,16 21%Lys, 4%Glut Pérez-García et al. (2017)
C. glutamicum ECT-28 P. stutzeri Fed-Batch 0 Glu, HE 4,5 ∼ 0,25 ∼ 30 n.e. 6%Hydroxyectoin Becker et al. (2013)

H. salina DSM5928T - Batch 2,9 Glut 6,84 ∼ 0,2 ∼ 30 ∼ 0,10 keine Lang et al. (2011)
Kombination9 2,9 Glut 11,75 ∼ 0,28 ∼ 25 ∼ 0,13 keine Lang et al. (2011)

Hydroxyectoin
E. coli pASK_ectABCDask A. cryptum Batch (Kolben) 0 Gly 0,93 0,95 n.e. 0,20 7%Ect, 4%ADABA diese Arbeit

0,5 Gly 1,57 2,18 202,8 0,34 4%Ect diese Arbeit
1,0 Gly 1,39 1,80 n.e. 0,30 keine diese Arbeit

E. coli SK51 pASTI14 P. stutzeri Batch (Kolben) 2,3 Glu, Asp 1,30 1,20 n.e. ∼ 0,165 32%Ect Czech et al. (2018)
(1,90)10 (1,75)10 n.e. (0,23)10

H. polymorpha EctBACD8 H. elongata Fed-Batch 0,03 Gly, Sor, ME 2,8 0,06 ∼ 2 n.e. 2%Ect Eilert et al. (2013)

1 Ectoin bzw. Hydroxyectoin im Medium
2 Maximale spezifische Produktivität; entspricht der höchsten Zunahme der extrazellulären Solutkonzentration bezogen auf die Zeitdifferenz und mittlere TBM
3 Ertrag an extrazellulärem Ectoin bzw. Hydroxyectoin (P) aus der gesamten verbrauchten C-Quelle (S); 1 g C-Quelle entspricht ca. 0,4 g Kohlenstoff (HE, Try ausgeschlossen)
4 Nebenprodukte, die zusätzlich zu Ectoin bzw. Hydroxyectoin im Medium akkumuliert wurden; die Prozentzahl bezieht sich auf den extrazellulären Gesamtsolutgehalt
5 geschätzt anhand der eingesetzten Menge an Glucose (5 g/L) und Aspartat (25mM = 3,3 g/L)
6 Der Ertrag bezieht sich nur auf die verbrauchte Glucose; das Medium enthielt zusätzlich 2 g/L Hefeextrakt und 4 g/L Trypton
7 Die Bildung der bei der Ganzzellbiokatalyse eingesetzten Biomasse ist in den Daten nicht miteinbezogen
8 Die ect-Gene wurden Codon-optimiert ins Genom integriert, während die anderen heterologen Systeme auf einem Plasmid basieren
9 komninierter Prozess aus Batch-Fermentation und anschließender Produktion mit ruhenden Zellen in der Phosphat-limitierten stationären Phase
10 Angaben in Klammern beziehen sich auf Hydroxyectoin + Ectoin
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E. coli pASK_ectABCDm hat von allen Produktionsstämmen die höchste spezifische Produktivität

und fast immer den höchsten Ertrag erzielt, ohne dass der Stamm durch metabolic engineering

optimiert wurde. Da sich die Produktionssysteme in einigen Punkten unterscheiden, kann über

die Gründe für die stark variierenden Produktivitäten nur spekuliert werden.

Eine unterschiedliche Kopienzahl der Expressionsvektoren könnte Einfluss auf die Ectoin-

Produktion gehabt haben. Bei dem von Becker et al. konstruierten C. glutamicum-Stamm befindet

sich nur eine Kopie des Genclusters im Genom, was eine Erklärung für die geringere Produk-

tion gegenüber den Plasmid-basierten Systemen sein könnte. Des Weiteren wurde das gesamte

Gencluster in den Wirtsstamm transferiert und nur der Promotor vor ectA durch einen starken

Wirts-eigenen Promotor ausgetauscht. Im Fall der moderat halophilen Donorstämme H. elongata

und C. salexigens befinden sich jedoch weitere Promotoren innerhalb des Genclusters, die von al-

ternativen σ-Faktoren erkannt werden und die Expression im Produktionsstamm beeinflusst haben

könnten (Schwibbert et al., 2011; Calderón et al., 2004). In H. elongata konnte für die Gene ectABC

zudem ein Anstieg des mRNA- und Proteinlevels in Abhängigkeit von der NaCl-Konzentration

festgestellt werden (Kindzierski et al., 2017). Außerdem könnten sich andere transkriptionale oder

translationale Regulationsmechanismen auf die heterologe Ectoin-Produktion im Wirtsstamm bei

Anzucht ohne bzw. mit wenig NaCl ausgewirkt haben.

Weiterhin wurden meistens die Gene ohne Codon-Optimierung in den Wirtsstamm eingebracht.

Folglich könnte eine vom Donorstamm abweichende codon usage die heterologe Ectoin-Produktion

beeinträchtigt haben, da diese eine große Rolle bei der Regulation der Translation spielt. Ning

et al. (2016) haben jedoch für ihren Produktionsstamm nach Codon-Optimierung eine niedrigere

Produktion beobachtet.

Schließlich könnte auch eine verminderte Aktivität der Enzyme aus den halophilen Donorstäm-

men unter den Produktionsbedingungen (kein bzw. wenig NaCl) zu einer geringeren Produktivität

geführt haben. Für H. elongata konnte in vitro gezeigt werden, dass EctA, EctB und EctC für eine

optimale Aktivität auf NaCl angewiesen sind (Ono et al., 1999). Im Gegensatz zu den anderen Pro-

duktionssystemen verfügt E. coli pASK_ectABCDm über die Enzyme aus einem nicht-halophilen

Stamm, A. cryptum, für dessen EctC bereits demonstriert wurde, dass kein NaCl für eine hohe

Aktivität erforderlich ist (Moritz, 2012).

4.2.3.2 Vergleich der Hydroxyectoin-Produktion

Die industrielle Produktion von Hydroxyectoin erfolgt zur Zeit mit H. elongata durch bacterial

milking (Sauer & Galinski, 1998) oder durch ein optimiertes Verfahren (permanent milking),

das auf einer kontinuierlichen Fermentation basiert (Lentzen & Schwarz, 2006a). Allerdings

wird Hydroxyectoin erst bei Salinitäten über 10%NaCl und Temperaturen oberhalb von 40 °C

intrazellulär akkumuliert (Wohlfarth et al., 1990; Meffert, 2011). Dabei wird ein Hydroxyectoin-

Anteil von maximal 50% erreicht. Andere Vertreter der Halomonadaceae, wie C. salexigens und
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Halomonas boliviensis, akkumulieren Hydroxyectoin ebenfalls nur in Kombination mit Ectoin

(García-Estepa et al., 2006; Van-Thuoc et al., 2010). Die Trennung von Hydroxyectoin und Ectoin

erfordert eine chromatographische Aufreinigung und macht den Produktionsprozess zeit- und

kostenintensiver.

Meffert (2011) konnte durch erhöhte ectD-Expression und einen Hitzeschock von 37 auf 50 °C

eine fast vollständige Umsetzung von Ectoin zu Hydroxyectoin in H. elongata erreichen. Der

gram-positive Stamm Marinococcus M52 hingegen akkumuliert bereits bei moderaten Tempe-

raturen in der stationären Phase überwiegend Hydroxyectoin. Aber anders als bei H. elongata

können die Solute nicht durch bacterial milking gewonnen werden, sondern müssen aus den Zellen

extrahiert werden (Frings et al., 1995). Durch genetische Manipulation von C. salexigens konnten

Rodríguez-Moya et al. (2013) einen intrazellulären Hydroxyectoin-Anteil von über 90% bei geringer

Salinität und Temperatur (4,35%NaCl, 37 °C) erzielen. Den höchsten Hydroxyectoin-Gehalt von

140mg/gTBM hatte ein C. salexigens-Stamm, bei dem die Gene ectABCD im Genom deletiert

waren und stattdessen mit Hilfe eines Vektors überexprimiert wurden.

Seip et al. (2011) haben erstmals eine de novo-Synthese von Hydroxyectoin in E. coli etabliert,

wobei das ectABCDask-Gencluster aus P. stutzeri DSM5190T unter Kontrolle der ursprünglichen

Promotoren exprimiert wurde. Bei 3%NaCl konnte in der spät stationären Phase ein intrazellulärer

Solutgehalt von rund 80mg/gTBM mit einem Hydroxyectoin-Anteil von mehr als 95% erzielt

werden. Neben dem in dieser Arbeit vorgestellten Produktionssystem wurden erst zwei andere

Produktionsstämme beschrieben, mit denen eine extrazelluläre Akkumulation von Hydroxyectoin

bei geringer Salinität möglich ist (vgl. Tab. 4.2).

Eilert et al. (2013) haben für die heterologe Hydroxyectoin-Produktion die Hefe Hansenula

polymorpha als Wirt verwendet. Die Gene ectABCD aus H. elongata wurden Codon-optimiert

und einzeln mit dem starken Methanol-induzierten FMD-Promotor ins Genom von H. polymorpha

integriert. Durch Fermentation mit Methanol, Glycerin und Sorbitol als C-Quellen ergab sich

eine extrazelluläre Hydroxyectoin-Konzentration von 2,8 g/L und ein Ectoin-Anteil von nur 2%.

Allerdings fielen der Biomasse-bezogene Solutgehalt und die spezifische Produktivität verglichen

mit E. coli pASK_ectABCDask sehr gering aus (vgl. Tab. 4.2).

Czech et al. (2018) haben neben dem Ectoin-Produzenten auch einen Hydroxyectoin-

sekretierenden E. coli-Stamm entwickelt, der ebenfalls auf dem Trehalose- sowie Transporter-

defizienten Stamm SK51 und einem Expressionsvektor mit dem P. stutzeri-Gencluster beruht

(vgl. 4.2.3.1). Der Produktionsstamm erreichte eine hohe extrazelluläre Solutkonzentration von

1,9 g/L, aber der Hydroxyectoin-Anteil lag nur bei 68% (1,3 g/L). Der Solutgehalt bezogen auf

TBM und der Ertrag fielen in jedem Fall geringer aus als bei E. coli pASK_ectABCDask (vgl.

Tab. 4.2). Anstatt der maximalen spezifischen Produktivität konnte nur die mittlere Produktivität

für den 24-stündigen Wachstumszeitraum ermittelt werden, die mit 50mg/(gTBMxh) etwa halb

so hoch war wie im Fall von E. coli pASK_ectABCDask (90mg/(gTBMxh)). Neben dem Nachteil

des hohen Ectoin-Anteils von 32% benötigt der Produktionsstamm von Czech et al. ca. 2%NaCl
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und Aspartat für eine hohe Hydroxyectoin-Produktion. E. coli pASK_ectABCDask hingegen

kann eine höherer Ausbeute an Hydroxyectoin mit Glycerin als C-Quelle und weniger NaCl

erreichen (vgl. Tab. 4.2). Das macht den Hydroxyectoin-Produzenten zu einem vielversprechenden

Kandidaten für die industrielle Produktion.

Insgesamt zeichnet sich das in dieser Arbeit optimierte Produktionssystem für Ectoin bzw.

Hydroxyectoin basierend auf E. coli mit dem A. cryptum-Gencluster durch eine hohe spezifische

Produktivität und einen hohen Ertrag aus. Die Ectoine werden überwiegend im Medium

akkumuliert (> 99%) und durch Optimierung der Produktionsbedingungen konnte der Anteil

unerwünschter Nebenprodukte auf ein Minimum reduziert werden, was die Produktgewinnung

vereinfacht. Darüber hinaus ist kein bzw. nur wenig NaCl (≤ 0,5%) für eine hohe Produktion der

Ectoine erforderlich. Daher werden die durch osmotischen Stress induzierten Regulationsmechanis-

men, wie die Synthese des Wirts-eigenen Soluts Trehalose, eine hohe intrazelluläre Akkumulation

und eine Wiederaufnahme der Solute, im Produktionsstamm E. coli unterbunden. Zudem können

im Hinblick auf die industrielle Produktion durch die geringe NaCl-Konzentration Zeit und

Kosten gespart werden. Weitere Vorteile sind, dass das Produktionssystem einfach zu handha-

ben ist und mit Glycerin eine günstige und in hoher Konzentration lösliche C-Quelle verwendet wird.

4.2.4 Weitere Untersuchungen und Optimierungen des Produktionssystems

E. coli pASK_ectABCDask Der Vergleich mit anderen Produktionsstämmen zeigt, dass das in

dieser Arbeit optimierte Produktionssystem Potenzial für die industrielle Produktion der Ectoine

hat. Der Hydroxyectoin-sekretierende Stamm E. coli pASK_ectABCDask sollte noch ausführli-

cher charakterisiert werden. Unter anderem sollte die Produktion bei einer NaCl-Konzentration

von 0,25% untersucht werden, die bei E. coli pASK_ectABCDm einen höheren extrazellulären

Solutgehalt verglichen mit 0,5%NaCl ergab. Zudem wäre eine erneute Bestimmung der maxi-

malen spezifischen Produktivität für E. coli pASK_ectABCDask sinnvoll. Weiterhin sollte die

Hydroxyectoin-Produktion im großen Maßstab Bestandteil zukünftiger Untersuchungen sein. Hier-

bei ist vor allem auf eine ausreichende O2-Versorgung zu achten, die ein limitierender Faktor bei

der Hydroxyectoin-Produktion sein kann (Meffert, 2011; Witt, 2011).

Aufnahmeraten Für die Produktionsbedingungen (< 1%NaCl) ist nicht bekannt, ob die Trans-

porter ProP, ProU sowie PutP in E. coli aktiv sind und Ectoin bzw. Hydroxyectoin aufgenommen

werden. Daher wäre es hilfreich, die Aufnahmeraten für beide Solute in E. coli pASK_ectABCDm

und pASK_ectABCDask zu bestimmen. Falls eine Wiederaufnahme der extrazellulär akkumu-

lierten Ectoine unter den Produktionsbedingungen erfolgt, könnte die Produktion in einem

Trehalose-defizienten E. coli-Stamm untersucht werden, um möglicherweise eine Steigerung der

Produktivität zu erreichen (vgl. 4.2.2.4).
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ADABA-Akkumulation Weitere Untersuchungen zur extrazellulären Akkumulation von ADABA

könnten zeigen, ob EctC ein limitierender Faktor für die Ectoin-Produktion in E. coli ist. Für die

Bedingungen, bei denen eine hohe ADABA-Akkumulation auftrat (z.B. Anzucht mit Glucose),

sollte getestet werden, ob diese durch Zugabe einer höheren AHT-Menge unterbunden werden

kann. Außerdem könnte eine Bestimmung der mRNA-Menge mittels RT-qPCR Aufschluss darüber

geben, ob ectC in geringerem Maße transkribiert wird als ectA und ectB.

Fermentation Das hier vorgestellte Produktionssystem erzielt einen hohen Solutgehalt bezogen

auf TBM und eine hohe spezifische Produktivität verglichen mit anderen Produktionsstämmen,

aber die Biomasse-Produktion und volumetrische Produktivität sind gering. Das Ziel zukünftiger

Experimente besteht somit darin, die Produktion der Ectoine im großen Maßstab mit einer

hohen Zelldichte zu erreichen und dabei die hohe Produktivität möglichst beizubehalten. Eine

Hochzelldichte-Fermentation mit Glycerin wurde bereits für E. coli entwickelt, wobei Zelldichten

oberhalb von 100 gTBM/L erzielt werden konnten (Korz et al., 1995; Nakano et al., 1997). Für

verschiedene rekombinante E. coli-Stämme wurde ebenfalls eine Fermentation mit hoher Zelldichte

beschrieben (Restaino et al., 2013; Kim et al., 2004; Hellmuth et al., 1994).

Bei der Fermentation der Produktionsstämme sollte auf eine ausreichende Stickstoff-Versorgung

für die Produktion der Ectoine geachtet werden (vgl. 4.2.2.10). Zur Optimierung der hetero-

logen Produktion könnten u.a. eine Spurenelementlösung zugesetzt werden, eine höhere bzw.

mehrmalige AHT-Zugabe erfolgen und der Fermenter vor Licht geschützt werden, um den Licht-

induzierten Abbau des Induktors zu unterbinden (vgl. 4.2.2.15). Außerdem sind im Zuge der

Fed-Batch-Fermentation Maßnahmen erforderlich, um eine extrazelluläre Akkumulation uner-

wünschter Nebenprodukte, wie ADABA und Acetat, zu vermeiden. Dies könnte eventuell durch

eine langsamere Fütterung mit Glycerin erreicht werden (vgl. 4.2.2.15).

Selektion Das Plasmid-basierte Produktionssystem benötigt, anders als der natürliche Ectoin-

Produzent H. elongata, Carbenicillin für die Selektion und AHT für die Induktion, was bei

einer industriellen Produktion höhere Kosten mit sich bringen würde. Andererseits kann die

Produktion durch den induzierbaren Promotor reguliert und der Produktionsstart individuell

festgelegt werden. Ein wichtiger Aspekt für die großtechnische Produktion ist die Plasmidstabilität,

die näher untersucht werden sollte. In der stationären Phase (18 h nach Induktion) konnten

zwar noch Plasmid-tragende Zellen nachgewiesen werden, aber über eine länger andauernde

Fermentation könnte die Plasmidstabilität trotzdem die Produktivität maßgeblich beeinflussen.

Daher wären die Verwendung eines anderen Selektionsmarkers (vgl. 4.2.2.12) und die genomische

Integration der Biosynthesegene zum Vergleich mit dem bisherigen Produktionssystem interessant.

Die genomische Integration durch homologe Rekombination ist gegenüber einem Plasmid stabiler,

aber dafür befindet sich nur eine Kopie im Genom, so dass die Produktion geringer ausfallen

könnte. Andererseits wurden Methoden beschrieben, durch die mehrere Kopien der Gene ins

Genom integriert werden können und die eine hohe genetische Stabilität sowie Expression erlauben

(Tyo et al., 2009; Gu et al., 2015).
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Metabolic engineering Eine weitere Optimierung des Produktionssystems könnte mittels meta-

bolic engineering erfolgen, was bereits für andere Ectoin-produzierende Stämme gezeigt wurde

(Ning et al., 2016; Pérez-García et al., 2017; Czech et al., 2018). Hierfür ist eine Analyse des

metabolischen Stoffflusses während der Produktion der Ectoine hilfreich, um mögliche Engpässe im

Stoffwechsel aufzudecken. Für die Ectoin-Produktion in E. coli wurde bereits eine Stoffflussanalyse

bei Wachstum mit 13C-markiertem Glycerin durchgeführt (Bethlehem et al., 2017). Dabei zeigte

sich, dass vermehrt Kohlenstoff von PEP direkt zu Oxalacetat fließt und der Glyoxylatzyklus

keine entscheidende Rolle spielt. Oxalacetat bildet mit Pyruvat und PEP einen wichtigen Kno-

tenpunkt im zentralen Stoffwechsel und wird für die Biosynthese der Ectoine und Aminosäuren

der Aspartat-Familie aus dem Citratzyklus abgeführt. Da E. coli keine Pyruvat-Carboxylase hat,

dient die Carboxylierung von PEP zu Oxalacetat mittels der PEP-Carboxylase als anaplerotische

Reaktion, was eine Erklärung für den erhöhten Stofffluss ist.

Die Produktion der Ectoine in E. coli könnte eventuell durch Überexpression der nativen PEP-

Carboxylase optimiert werden, die zu einem erhöhten Oxalacetat-Pool führt (Farmer & Liao,

1997). Weiterhin konnte in E. coli ein erhöhter Stofffluss Richtung Oxalacetat durch heterologe

Expression einer Pyruvat-Carboxylase erreicht werden (Gokarn et al., 2001; March et al., 2002).

Dadurch konnten die Biomasse und die Produktion eines rekombinanten Proteins erhöht und die

aerobe Acetat-Bildung deutlich reduziert werden, während die Wachstumsrate nicht beeinträchtigt

wurde.

Ein weiterer kritischer Punkt könnte die Bereitstellung von Aspartat-β-semialdehyd sein. Daher

wäre es interessant, den Effekt einer zusätzlichen Aspartokinase auf die Ectoin-Produktion in

E. coli zu untersuchen. Dafür könnte eine deregulierte Aspartokinase oder die Aspartokinase aus

dem ectABCDask-Gencluster von A. cryptum verwendet werden, deren Regulation jedoch nicht

bekannt ist.

Weiterhin ist die Produktion der Ectoine in E. coli mit einem erhöhten NADPH-Bedarf verbun-

den (vgl. 4.2.2.9). Ein möglicher Ansatz, um den NADPH-Pool zu erhöhen und die Produktion der

Ectoine eventuell zu steigern, wäre die heterologe Expression einer NAD-abhängigen Glutamat-DH

statt dem nativen NADP-abhängien Enzym. Schließlich könnte untersucht werden, ob sich die

Codon-Optimierung der Biosynthesegene und die Verwendung von synthetischen RBS geeigneter

Stärke positiv auf die heterologe Produktion auswirken.
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4.3 Synechocystis als heterologes Produktionssystem für Ectoine

Das halotolerante Cyanobakterium Synechocystis synthetisiert das kompatible Solut Glucosylgly-

cerin in Antwort auf osmotischen Stress und dient als Modellorganismus für die Osmoadaptation in

Cyanobakterien. Daher ist es interessant, die Wirkung von Ectoinen gegenüber osmotischen Stress

und anderen Stressfaktoren in Synechocystis zu untersuchen. Darüber hinaus könnte Synechocystis

für die heterologe Produktion von biotechnologisch interessanten Substanzen, wie den Ectoinen,

aus CO2 und Licht verwendet werden. Synechocystis ist für die genetische Manipulation und hete-

rologe Expression geeignet, da u.a. das Genom vollständig sequenziert ist, leicht transformierbare

Stämme zur Verfügung stehen und schon Vektorsysteme für die genomische Integration und auto-

nome Replikation entwickelt wurden. In den vergangenen Jahren wurden bereits einige Versuche

unternommen, Synechocystis als photoautotrophe Zellfabrik für Biokraftstoffe, z.B. Ethanol und

Isobutanol, aber auch für Lactat sowie Saccharose zu nutzen (vgl. 1.5.2). In dieser Arbeit wurde

erstmals versucht, die heterologe Produktion von Ectoinen in Synechocystis zu etablieren.

4.3.1 Hydroxyectoin-Produktion in Synechocystis

4.3.1.1 Überblick zum möglichen Biosyntheseweg in Synechocystis

Im Zuge dieser Arbeit konnte die Produktion von Hydroxyectoin erstmals unter photoautotrophen

Bedingungen in Synechocystis erreicht werden. Die heterologe Produktion wurde durch den

Expressionsvektor pSynect2 vermittelt, der auf dem Shuttle-Vektor pRL59EH-Ω basiert und das

ectABCD-Gencluster von P. stutzeri unter Kontrolle des tac-Promotors enthält (vgl. Abb. 3.39).

Der tac-Promotor ist ein Hybrid aus dem trp- und lac-Promotor (de Boer et al., 1983) und

sowohl in E. coli als auch in Synechocystis funktionell (Ferino & Chauvat, 1989). Der mögliche

Biosyntheseweg von Hydroxyectoin in Synechocystis ist schematisch in Abbildung 4.5 dargestellt.

Kohlenstoff-Assimilation Synechocystis besitzt einen ATP-abhängigen und zwei Na+-abhängige

Transporter zur Aufnahme von Hydrogencarbonat (HCO3
-). CO2 gelangt mittels passiver Diffusion

in die Zelle und wird durch Enzymkomplexe an der Thylakoidmembran in HCO3
- umgewandelt,

wozu NADPH oder reduziertes Ferredoxin benötigt wird (Price et al., 2008). Die CO2-Fixierung

mittels der Ribulose-1,5-bisphosphat-Carboxylase/Oxygenase (RubisCO), dem ersten Schritt

im Calvin-Zyklus, erfolgt in den Carboxysomen, die von einer Proteinhülle umgeben sind. Alle

anderen Enzyme des Calvin-Zyklus sind im Cytoplasma lokalisiert. Folglich müssen das im

Cytoplasma akkumulierte HCO3
- sowie Ribulose-1,5-bisphosphat in und 3-Phosphoglycerat aus

den Carboxysomen diffundieren, was durch Poren in der Proteinhülle ermöglicht wird (Kerfeld

et al., 2005). In den Carboxysomen wird HCO3
- durch eine Carboanhydrase in CO2 umgewandelt

und eine hohe CO2-Konzentration aufrechterhalten, um die Carboxylierung mittels der wenig

CO2-affinen RubisCO zu begünstigen (Price et al., 2008).
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Abb. 4.5: Schematische Darstellung der Hydroxyectoin-Synthese in Synechocystis pSynect2
HCO3

- und CO2 werden durch aktiven Transport bzw. passive Diffusion aufgenommen. CO2 wird an
der Thylakoidmembran in HCO3

- umgewandelt und die CO2-Fixierung mittels RubisCO erfolgt in den
Carboxysomen (nicht gezeigt). Das im Calvin-Zyklus gebildete 3-Phosphoglycerat wird vermutlich über
Phosphoenolpyruvat (PEP) zu Oxalacetat umgesetzt. Die Hydroxyectoin-Synthese geht von Aspartat aus
(vgl. Abb. 1.1). Der konventionelle Citratzyklus ist wegen der fehlenden α-Ketoglutarat-Dehydrogenase
unvollständig, kann aber durch alternative Wege geschlossen werden. Hydroxyectoin gelangt ins Medium,
wobei nicht bekannt ist, wie der Efflux erfolgt und ob Hydroxyectoin wieder aufgenommen werden kann.

Hydroxyectoin-Synthese Das im Calvin-Zyklus gebildete 3-Phosphoglycerat kann in PEP um-

gewandelt werden, das vermutlich mittels der PEP-Carboxylase zu Oxalacetat umgesetzt wird.

Aspartat wird durch Transaminierung von Oxalacetat bereitgestellt und weiter in Aspartat-β-

semialdehyd umgewandelt. Schließlich kann Hydroxyectoin mit Hilfe der rekombinanten Enzyme

synthetisiert werden (vgl. Abb. 4.5). Die für die Biosynthese benötigte Energie in Form von ATP

und die Reduktionsäquivalente werden primär durch Photosynthese bereitgestellt.

Eine Besonderheit der Cyanobakterien ist, dass die α-Ketoglutarat-Dehydrogenase zur Um-

setzung von α-Ketoglutarat zu Succinyl-CoA fehlt und somit der konventionelle Citratzyklus

unvollständig ist (Smith et al., 1967). Aber es gibt alternative Wege den Citratzyklus zwischen

α-Ketoglutarat und Succinat zu schließen. Dazu gehören die kürzlich in Cyanobakterien identifi-

zierten Enzyme α-Ketoglutarat-Decarboxylase und Succinat-semialdehyd-Dehydrogenase, welche

die Umsetzung von α-Ketoglutarat über Succinat-semialdehyd zu Succinat ermöglichen (Zhang &

Bryant, 2011). Außerdem kann der Citratzyklus in Synechocystis durch Konversion von Glutamat

zu Succinat über den γ-Aminobuttersäure-Shunt vervollständigt werden (Xiong et al., 2014).

Der Glyoxylatzyklus hingegen scheint in Synechocystis nicht aktiv zu sein (Knoop et al., 2013).

Allerdings dient der Citratzyklus während des phototrophen Wachstums ohnehin primär der

Bereitstellung von Vorstufen für die Biosynthese.
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Stickstoff-Assimilation Als N-Quelle wurde Nitrat eingesetzt, das von Synechocystis über einen

ATP-abhängigen Nitrat/Nitrit-Transporter aufgenommen wird (Flores et al., 2005). Im Cytoplasma

wird Nitrat durch die Ferredoxin-abhängigen Nitrat- und Nitrit-Reduktasen zu Ammonium

reduziert. Anschließend wird Ammonium via GS/GOGAT-System auf α-Ketoglutarat übertragen

und Glutamat gebildet, das als Aminogruppendonor im Zuge der Hydroxyectoin-Synthese dient.

Efflux und Influx von Hydroxyectoin Hydroxyectoin wurde sowohl intrazellulär als auch extra-

zellulär nachgewiesen, während Ectoin und andere Vorstufen nicht detektiert werden konnten.

Allerdings ist nicht bekannt, wie der Efflux von Hydroxyectoin erfolgt und ob Hydroxyectoin von

Synechocystis wieder aufgenommen werden kann (vgl. 4.3.1.2).

4.3.1.2 Extrazelluläre Akkumulation von Hydroxyectoin

Bei Wachstum in BG11 ohne NaCl hat Synechocystis pSynect2 Hydroxyectoin ins Medium sekre-

tiert, vorausgesetzt die extrazelluläre Akkumulation ist nicht auf lysierte Zellen zurückzuführen.

Mittels HPLC konnte eine Konzentration von bis zu 27,3 mg/L (0,17mM) im Medium detektiert

werden. Für die ∆ggtA-Mutante von Synechocystis, bei der der Transporter Ggt zur Aufnahme

von Glucosylglycerin defekt ist, zeigte sich, dass diese Glucosylglycerin kontinuierlich ins Medium

verliert (Hagemann et al., 1997a). Nach 48 Stunden Wachstum bei 4%NaCl ergab sich eine

extrazelluläre Konzentration von etwa 0,6mM, was rund 10% des gesamten Glucosylglycerins

entsprach. Für den Stamm Synechocystis sp. PCC6714, dem die Gene für den Transporter Ggt

im Genom fehlen, konnte auch eine Sekretion von Glucosylglycerin festgestellt werden (Kopf

et al., 2014). Die verantwortlichen Efflux-Systeme in Synechocystis sind noch unbekannt. Bei

dem heterotrophen Bakterium Stenotrophomonas rhizophila konnte ebenfalls ein selektiver Aus-

strom von Glucosylglycerin in der stationären Phase beobachtet werden (Roder et al., 2005).

Dieser Stamm besitzt das Gen für einen MFS-Transporter, das mit dem ggpPS-Gen für die

Glucosylglycerin-Synthese salzabhängig co-exprimiert wird und ein potenzieller Kandidat für ein

Efflux-System ist (Hagemann et al., 2008; Alavi et al., 2013).

Die Aufnahme von Hydroxyectoin wurde noch nicht in Synechocystis untersucht, weshalb nicht

bekannt ist, ob das Solut aufgenommen werden kann. Bisher wurde nur der salzregulierte Trans-

porter Ggt identifiziert, der neben Glucosylglycerin auch Saccharose und Trehalose transportiert

(Mikkat et al., 1996, 1997). Andere Zucker, wie Glucose und Maltose, sowie Glycinbetain werden

nicht aufgenommen. Weiterhin ist nicht klar, ob der Transporter in Abwesenheit von NaCl aktiv

ist. Bei einer minimalen NaCl-Konzentration von 2mM konnte zwar eine geringe Glucosylglycerin-

Aufnahme nachgewiesen werden, aber die Aufnahmerate wurde erst durch höhere Salinitäten

deutlich gesteigert (Mikkat et al., 1996). Die Tatsache, dass Synechocystis pSynect2 Hydroxyectoin

sekretiert hat und für das Wirts-eigene Solut Glucosylglycerin eine extrazelluläre Akkumulation

nur im Fall eines defekten Transportes auftritt, spricht dafür, dass Hydroxyectoin zumindest in

BG11 ohne NaCl nicht aufgenommen wird. Bei 0,5%NaCl konnte kein Hydroxyectoin im Medium
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detektiert werden. Ein möglicher Grund könnte sein, dass das potenzielle Aufnahmesystem ak-

tiv war und Hydroxyectoin wieder aus dem Medium aufgenommen wurde. Andererseits könnte

Glucosylglycerin synthetisiert worden sein und einen Einfluss auf die heterologe Hydroxyectoin-

Produktion gehabt haben. Da kein Standard für die HPLC zur Verfügung stand, konnte nicht

geklärt werden, ob Synechocystis pSynect2 Glucosylglycerin intrazellulär akkumuliert hat.

4.3.1.3 Effekt des Induktors IPTG

Der tac-Promotor in pRL59EH-Ω enthält einen lac-Operator, so dass die Expression prinzipiell

durch den Repressor LacI inhibiert und mittels IPTG induziert werden kann (de Boer et al.,

1983). LacI ist auf dem Expressionsvektor codiert und sollte in Abwesenheit von IPTG zu

einer Repression führen. Bei E. coli XL1-Blue pRL59EH_ectC_Acry_His und pSynect2 war

erwartungsgemäß kaum eine Produktion ohne Zugabe des Induktors nachweisbar. In Synechocystis

hingegen konnte sowohl bei Wachstum mit als auch ohne IPTG eine heterologe Produktion

von EctC und Hydroxyectoin beobachtet werden. Varman et al. (2013) haben ebenfalls den

tac-Promotor für die heterologe Expression in Synechocystis verwendet und festgestellt, dass mit

dem Produktionsstamm eine hohe Produktausbeute in Abwesenheit von IPTG erreicht wird.

Für den trc-Promotor, der sich vom tac-Promotor nur durch einen spacer zwischen -35- und

-10-Region von 17 statt 16 bp unterscheidet (Brosius et al., 1985), konnten in Synechocystis

ähnliche Ergebnisse wie in dieser Arbeit beobachtet werden (Guerrero et al., 2012). Die heterologe

Ethylen-Produktion war nahezu gleich, unabhängig davon, ob IPTG vorhanden war oder nicht.

Huang et al. (2010) konnten demonstrieren, dass die Aktivität des trc-Promotors durch LacI nur

um 25% reduziert wird verglichen mit der Aktivität in Abwesenheit des Repressors. Das lässt

auf eine ineffiziente Repression der Promotoren in Synechocystis schließen und könnte mit einer

geringen Expression von lacI zusammenhängen. Andererseits könnte die geringe Repression auf

Unterschiede im Aufbau der RNA-Polymerase von Cyanobakterien verglichen mit E. coli und

deren Interaktion mit E. coli-abstammenden Promotoren zurückzuführen sein (Heidorn et al.,

2011).

Weiterhin haben Huang et al. eine vollständige Induktion des trc-Promotors in Synechocystis

durch Zugabe von 2mM IPTG erreicht. Demnach könnte auch eine zu niedrige IPTG-Menge

(0,5mM) ein Grund für die annähernd gleiche Produktion mit bzw. ohne Induktor in Synechocystis

pSynect2 gewesen sein. Daher wäre es interessant zu untersuchen, ob die Produktion von Hydroxy-

ectoin durch eine höhere IPTG-Konzentration gesteigert werden könnte.
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4.3.1.4 Genetische Stabilität der Expressionsvektoren

Die maximale Hydroxyectoin-Produktion, 25,2mg/gTBM intrazellulär und 27,3mg/L extrazellulär,

konnte mit einem frisch konjugierten Synechocystis-Stamm erreicht werden. Dabei hatten die

Kulturen statt der üblichen dunkelgrünen Färbung eine hellgrüne bis gelbliche Farbe, die auf

eine Chlorose hindeutet. Bei Cyanobakterien wird in Folge eines Nährstoffmangels, z.B. Stickstoff,

der Metabolismus auf das Überleben der Zelle eingestellt, wobei u.a. die photosynthetischen

Pigmente abgebaut werden (Schwarz & Forchhammer, 2005). Dieser Prozess führt zum Bleichen

der Cyanobakterien und wird daher als Chlorose bezeichnet (Allen & Smith, 1969). Das BG11-

Medium beinhaltet 1,5 gNaNO3/L (0,25 gN/L). Unter der Annahme, dass 11% Stickstoff in der

TBM von Synechocystis vorliegen (Shastri & Morgan, 2005), sind rund 30mgN/L in die gebildete

TBM (ca. 0,25 g/L) und weitere 5mg/L in das extrazelluläre Hydroxyectoin geflossen. Daher

kann ein Stickstoff-Mangel ausgeschlossen werden. Aber ein anderer Nährstoffmangel, sonstige

Stressfaktoren oder ein negativer Effekt der heterologen Expression (z.B. metabolic burden) könnten

Auslöser für die vermutete Chlorose gewesen sein.

Für die Hydroxyectoin-Produktion mit Synechocystis pSynect2 konnten starke Schwankungen

beobachtet werden und bei manchen Wachstumsversuchen war kein Hydroxyectoin nachweisbar.

In diesen Fällen konnte auch, trotz Selektion mit Antibiotika, das ectABCD-Gencluster nicht mehr

mittels PCR in der Gesamt-DNA detektiert werden. Eine durch spontane Mutation erworbene

Resistenz von Synechocystis ist unwahrscheinlich, da zwei Antibiotika eingesetzt wurden und vor

der Konjugation getestet wurde, ob der Wildtyp noch selektionierbar ist. Zusammen mit der

Beobachtung, dass die höchste Produktion kurz nach Konjugation erreicht wurde, deuten die

Schwankungen auf eine genetische Instabilität hin. Chen et al. (2016) konnten bei dem Versuch

ein Proteorhodopsin unter Verwendung des trc-Promotors in Synechocystis zu produzieren, keine

heterologe Expression nachweisen. Dies wurde auf eine genetische Instabilität des Expressions-

vektors zurückgeführt, weil im Anschluss an die Kultivierung nur mutierte Plasmide isoliert

werden konnten. Bei anderen rekombinanten Synechocystis-Stämmen war vermutlich auch eine

genetische Instabilität ausschlaggebend für die verminderte bzw. fehlende Produktion (Jones, 2014;

Cassier-Chauvat et al., 2016). Dabei wurde die genetische Instabilität durch eine Veränderung

der Gensequenz, z.B. eine Punktmutation, eine Deletion größerer Fragmente oder eine Insertion

genetischer Elemente, hervorgerufen.

Die genetische Instabilität der heterologen Produktionsstämme könnte u.a. mit dem Effekt des

metabolic burden zusammenhängen, durch den spontane Mutationen in der artfremden Gensequenz

begünstigt sein könnten. Im Fall von E. coli werden Stämme mit recA-Deletion für eine erhöhte

Stabilität der Plasmide eingesetzt. Eine recA-Deletionsmutante von Synechocystis konnte zwar

auch generiert werden (Minda et al., 2005), aber diese zeigte nur eingeschränktes Wachstum

bei normaler Beleuchtungsstärke und ist daher nicht für die heterologe Produktion geeignet.

Alternativen zur Steigerung der genetischen Stabilität werden in Kapitel 4.3.3 erläutert.
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4.3.1.5 Nicht-funktionelle Expressionssysteme

pSynect1 Für E. coli XL1-Blue pSynect1 mit ectABCD aus A. cryptum war nur eine marginale

Hydroxyectoin-Produktion detektierbar (vgl. Abb. 3.40). Das Vektorsystem kann nicht ausschlag-

gebend gewesen sein, da die Expression mit pSynect2 auf Basis von pRL59EH-Ω erfolgreich war.

Zudem konnte in dieser und vorherigen Arbeiten gezeigt werden, dass das A. cryptum-Gencluster

in E. coli funktionell ist. Daher hat eventuell eine Mutation im Vektor zum Funktionsverlust eines

oder mehrerer Proteine geführt, was mittels Sequenzierung bestätigt werden könnte.

pSynect3 In Synechocystis pSynect3 mit ectABC aus A. cryptum unter Kontrolle des

psbA1 -Promotors war kein Ectoin nachweisbar. Der Ausgangsvektor pVZ322 ist prinzipiell in

Synechocystis funktionell (Zinchenko et al., 1999), die richtige pSynect3-Sequenz wurde mittels

Sequenzierung bestätigt und ectC konnte in der Gesamt-DNA des konjugierten Stamms nach-

gewiesen werden (vgl. Abb. 3.42). Dennoch könnte die genetische Stabilität ein Grund für das

Ausbleiben der Produktion gewesen sein (vgl. 4.3.1.4). Denkbar ist auch, dass die Enzyme aus

A. cryptum in Synechocystis nicht funktionell waren, was durch einen EctC-Aktivitätstest mit

Synechocystis pRL59EH_ectC_Acry_His untersucht werden könnte. Zudem könnte die Aktivität

des psbA1 -Promotors unter den getesteten Bedingungen zu gering gewesen sein, z.B. wegen einer

ungenügenden Lichtintensität (Dai et al., 2014). Diese Annahme könnte durch Anzucht bei höheren

Beleuchtungsstärken oder Verwendung eines anderen Promotors bestätigt werden.

∆ggpS-Mutante Die Experimente mit der ∆ggpS-Mutante von Synechocystis, die kein Glucosyl-

glycerin synthetisieren kann und bei 2 bis 3%NaCl nicht mehr wächst (Marin et al., 1998), sollten

zeigen, ob die Ectoine produziert werden und das Wirts-eigene Solut bei osmotischem Stress

ersetzen können. Da die mit pSynect2 bzw. pSynect3 konjugierte ∆ggpS-Mutante nicht gewachsen

ist, war durch die Ectoine wahrscheinlich kein ausreichender Schutz gegenüber dem Salzstress

gegeben. Ein möglicher Grund ist eine fehlende oder unzureichende Produktion der Ectoine, was

mit einer genetischen Instabilität der Vektoren zusammenhängen könnte (vgl. 4.3.1.4). . Weiterhin

könnte es sein, dass die Ectoine ins Medium sekretiert wurden und nicht wieder aufgenommen

werden konnten (vgl. 4.3.1.2). Außerdem ist denkbar, dass die Ectoine zwar produziert wurden,

aber Glucosylglycerin nicht als kompatibles Solut in Synechocystis ersetzen konnten oder eine

toxische Wirkung hatten. Diesen Annahmen könnte durch Anzucht der ∆ggpS-Mutanten ohne

NaCl und anschließende HPLC-Analyse nachgegangen werden.

4.3.2 Hydroxyectoin-Produktion im Vergleich zu E. coli und zum Donorstamm

Vergleich mit E. coli XL1-Blue pSynect2 Für die Hydroxyectoin-Produktion mit Synechocystis

pSynect2 waren Schwankungen zu beobachten, wobei sich ein intrazellulärer Solutgehalt von 0,2

bis maximal 25,2mg/gTBM in BG11 ohne NaCl ergab (vgl. Tab. 3.3). E. coli XL1-Blue pSynect2

hatte einen intrazellulären Hydroxyectoin-Gehalt von rund 6mg/gTBM ohne NaCl-Zugabe und ca.

33mg/gTBM bei Anzucht mit 1% NaCl (vgl. Abb. 3.40). Das mit Synechocystis erreichte Maximum
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lag somit in der gleichen Größenordnung wie der Hydroxyectoin-Gehalt von E. coli XL1-Blue.

Bei Synechocystis pSynect2 konnte eine extrazelluläre Hydroxyectoin-Konzentration von bis zu

27,3mg/L detektiert werden. Im Fall von E. coli XL1-Blue hingegen war kein Hydroxyectoin im

Medium nachweisbar. Eine mögliche Erklärung wäre, dass in E. coli XL1-Blue die Aufnahmesyste-

me für Hydroxyectoin bei 1%NaCl aktiv waren und die extrazellulär akkumulierten Solute wieder

aufgenommen wurden.

Die ähnliche Hydroxyectoin-Produktion in Synechocystis und E. coli XL1-Blue könnte damit

zusammenhängen, dass die Consensus-Sequenzen für die -35- und -10-Region der σ70-abhängigen

Promotoren, zu denen der tac-Promotor gehört, bei beiden Stämmen fast identisch sind (Wösten,

1998; Imamura & Asayama, 2009). Außerdem unterscheidet sich bei Synechocystis das 3’-Ende

der 16S rRNA (5’-ACCUCCUUU-3’) nur in der letzten Base von dem in E. coli, weshalb auch die

SD-Sequenz innerhalb der RBS ähnlich sein sollte. In Übereinstimmung damit ergeben sich mit

dem RBS Calculator sehr ähnliche theoretische Ti-Raten für ectABCD von pSynect2 in beiden

Stämmen.

Insgesamt war die Hydroxyectoin-Produktion in Synechocystis und E. coli XL1-Blue mit dem

Expressionsvektor pSynect2 wesentlich geringer im Vergleich zu anderen heterologen Produk-

tionssystemen, z.B. E. coli DH5α pASK_ectABCDask. Dies verdeutlicht, dass die Wahl des

Expressionsvektors, des Wirtsstamms und des Donorstamms entscheidend für eine erfolgreiche

heterologe Expression und hohe Produktausbeute ist. Im direkten Vergleich von pSynect2 und

pASK_ectABCDask könnten u.a. die Kopienzahl, die Plasmidstabilität, die Promotoraktivität

und die Aktivität der rekombinanten Proteine im Wirtsstamm für die unterschiedliche Produkti-

onsleistung verantwortlich sein.

Vergleich mit dem Donorstamm P. stutzeri Der Donorstamm P. stutzeri synthetisiert in Ab-

wesenheit von NaCl kein Hydroxyectoin und bei Wachstum mit NaCl wird Hydroxyectoin stets

in Kombination mit N-Acetyl-glutaminylglutamin-1-amid (NAGGN) und Trehalose intrazellulär

akkumuliert (Seip et al., 2011). Bei Anzucht in MM63-0,5 beträgt der intrazelluläre Hydroxyectoin-

Gehalt etwa 8mg/gTBM und bei 1%NaCl steigt der Gehalt auf ca. 20mg/gTBM an. Demzufolge

konnte mit Synechocystis pSynect2 eine Hydroxyectoin-Produktion in der gleichen Größenordnung

wie beim Donorstamm erreicht werden. Aufgrund der Tatsache, dass die Hydroxyectoin-Synthese

im Donorstamm durch osmotischen Stress reguliert wird, hätte in Synechocystis unter Verwen-

dung des NaCl-unabhängigen tac-Promotors eine höhere Produktion erwartet werden können.

Allerdings ist nicht klar, ob regulatorische Elemente innerhalb des ectABCD-Genclusters von

P. stutzeri vorliegen, die einen Einfluss auf die Expression in Synechocystis haben. Dazu kommen

der Selektionsdruck durch die Antibiotika und eine mögliche genetische Instabilität des Expres-

sionsvektors. Darüber hinaus könnte die Aktivität der Enzyme in Synechocystis geringer sein

als im Donorstamm und eine Abweichung der codon usage könnte ebenfalls zu einer geringeren

Expression und Hydroxyectoin-Produktion geführt haben (vgl. 4.3.3).
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4.3.3 Optimierung der heterologen Produktion in Synechocystis

In dieser Arbeit konnte erstmals eine Produktion von Hydroxyectoin in Synechocystis erreicht

werden. Allerdings waren starke Schwankungen zu beobachten und die Hydroxyectoin-Ausbeute

fiel relativ gering aus verglichen mit anderen heterologen Produktionssystemen. Zudem waren die

Wachstumsrate und TBM von Synechocystis unter den gegebenen Produktionsbedingungen gerin-

ger als bei E. coli. Eine Steigerung der Wachstumsrate, TBM und heterologen Produktion könnte

durch veränderte Wachstumsbedingungen, z.B. CO2-Begasung und Variation der Beleuchtungs-

stärke, erreicht werden. Darüber hinaus könnte eine Optimierung der Hydroxyectoin-Produktion

und Steigerung der genetischen Stabilität auf verschiedenen Ebenen der Genexpression erfolgen.

Kopienzahl Die genetische Stabilität eines Plasmids ist u.a. von der Anzahl der Kopien pro

Zelle abhängig, je weniger Kopien vorliegen, desto geringer ist die Stabilität (Becker & Meyer,

1997). Für den in dieser Arbeit verwendeten Vektor pRL59EH-Ω, ein RSF1010-Derivat, wurde

keine Kopienzahl ermittelt. Für andere RSF1010-Derivate ergab sich in Synechocystis eine mittlere

Kopienzahl von 10 bis 30 (Marraccini et al., 1993; Ng et al., 2000). Die Hydroxyectoin-Produktion

könnte eventuell durch Verwendung eines Vektors mit höherer Kopienzahl, z.B. das native Plasmid

pCA2.4, verbessert werden (Armshaw et al., 2015). Dabei muss jedoch bedacht werden, dass

sich mit zunehmenden Vektorkopien wiederum der Effekt des metabolic burden stärker auswirken

könnte (Seo & Bailey, 1985).

Genomische Integration Ein anderer Ansatz zur Optimierung der heterologen Produktion ist

das ectABCD-Gencluster ins Genom von Synechocystis zu integrieren. Eine genomische Integration

ist zwar aufwendiger, aber dafür stabiler als ein replikatives Plasmid, vor allem über einen längeren

Zeitraum. Im Genom von Synechocystis befinden sich mehrere neutrale Genloci, z.B. slr0168, die

für eine genomische Integration geeignet sind, weil deren Modifikation keine erkennbare Auswirkung

auf den Phänotyp hat (Kunert et al., 2000). Außerdem liegen im Durchschnitt 12 Kopien des

Chromosoms pro Zelle vor (Labarre et al., 1989). Demzufolge könnte das ectABCD-Gencluster

durch längere Selektion mehrmals ins Wirtsgenom eingebracht werden (Vermaas, 1996).

Promotor Die Consensus-Sequenzen für die -35- und -10-Region der σ70-abhängigen Promotoren

sind bei E. coli und Cyanobakterien fast identisch (Wösten, 1998; Imamura & Asayama, 2009).

Daher ist es nicht überraschend, dass der von E. coli-abstammende tac-Promotor mit optimaler

Consensus-Sequenz in Synechocystis funktionell ist (Ferino & Chauvat, 1989). Jedoch zeigen

andere häufig in E. coli verwendete Promotoren kaum oder keine Aktivität in Synechocystis,

z.B. der tet- und lac-Promotor (Huang et al., 2010). Zudem ist die Regulation anders als in

E. coli, z.B. der trc-Promotor wird weniger effizient durch LacI repremiert, was mit Unterschieden

im Aufbau der RNA-Polymerase beider Organismen zusammenhängen könnte (Heidorn et al.,

2011). Zur Optimierung der Hydroxyectoin-Produktion in Synechocystis könnte die IPTG-Menge

variiert und ein anderer heterologer oder nativer Promotor getestet werden. Die nativen rbc- und

psbA2 -Promotoren, die in die Expression der RubisCO bzw. des Photosystems II involviert sind,

erlauben eine starke konstitutive Expression und wurden schon erfolgreich für die heterologe
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Produktion verwendet (Gao et al., 2012; Lindberg et al., 2010). Allerdings könnte ein streng

reguliertes Expressionssystem für eine hohe genetische Stabilität von Vorteil sein (Cassier-Chauvat

et al., 2016). Bei der Kultivierung über einen langen Zeitraum könnte zunächst Biomasse aufgebaut

werden, während die heterologe Expression möglichst vollständig repremiert ist und erst zu einem

bestimmten Zeitpunkt induziert wird. Eine bessere Kontrolle der LacI-regulierten Promotoren in

Synechocystis konnte durch Überexpression von LacI und Veränderung der Promotorstruktur für

eine höhere Affinität des Repressors erreicht werden (Albers et al., 2015; Guerrero et al., 2012).

Eine weitere Möglichkeit für eine streng regulierte Expression bietet der native Nickel-induzierbare

Promotor (Englund et al., 2016).

RBS In pSynect2 befinden sich vor ectA eine RBS aus E. coli und vor den Genen ectBCD die

potenziellen RBS aus P. stutzeri. Bei beiden Stämmen ist das 3’-Ende der 16S rRNA identisch

(5’-ACCUCCUUA-3’) und im Fall von Synechocystis unterscheidet sich nur die letzte Base, weshalb

auch die SD-Sequenz innerhalb der RBS ähnlich sein sollte. Mit dem RBS Calculator (Salis et al.,

2009) ergeben sich jedoch, bis auf für ectB (6905), niedrige theoretische Ti-Raten (≤ 100) für

die Gene in Synechocystis pSynect2, die auf eine geringe Translationsrate hindeuten. Demnach

könnte die Hydroxyectoin-Produktion eventuell durch effizientere native oder synthetische RBS

gesteigert werden. Interessant ist, dass laut Ma et al. (2002) nur 26% der Gene von Synechocystis

eine SD-Sequenz aufweisen und somit wahrscheinlich alternative Faktoren anstelle der RBS eine

Rolle bei der Initiation der Translation spielen.

Codon usage Die Codons des universellen genetischen Codes werden von verschiedenen Spezies

unterschiedlich oft genutzt und die codon usage hat einen Einfluss auf die Regulation der Translation.

Die Häufigkeit eines bestimmten Codons steht in Korrelation mit der Konzentration der zugehörigen

tRNA in der Zelle (Ikemura, 1981). Selten verwendete Codons können zu einer verringerten

Translationsrate führen (Sørensen et al., 1989). Die mittlere Differenz der codon usage vom

Donorstamm P. stutzeri und Wirtsstamm Synechocystis beträgt entsprechend des Online-Tools

GCUA (Fuhrmann et al., 2004) 23,6%. In Übereinstimmung damit besteht eine große Abweichung

im GC-Gehalt zwischen Donor- und Wirtsstamm (63,3 vs. 47,7%). Der Unterschied könnte die

heterologe Expression beeinträchtigt haben, falls häufig in der mRNA vorkommende Codons nur

selten von Synechocystis verwendet wurden.

Neben der generellen codon usage wurden daher auch Codons in den Genen ectABCD von

P. stutzeri betrachtet, die von Synechocystis selten genutzt werden (<20%). Dabei zeigte sich,

dass vor allem Serin (TCG, AGC) und Leucin (CTG, CTC) betroffen sind, wobei die Häufigkeit

des Codons TCG in Synechocystis sogar nur 7% beträgt (vgl. Abb. 4.6). Außerdem besteht eine

große Differenz in der Verwendung von CCG, das in P. stutzeri am häufigsten Prolin codiert,

sowie von GTC (Valin) und GCG (Alanin). Durch Anpassung der Gensequenz von ectABCD an

die codon usage von Synechocystis könnte die heterologe Hydroxyecoin-Produktion vermutlich

gesteigert werden. Lindberg et al. (2010) konnten die heterologe Expression einer pflanzlichen

Isopren-Synthase in Synechocystis durch Codon-Optimierung zehnfach erhöhen.
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Abb. 4.6: Vergleich der codon usage von Synechocystis und P. stutzeri
Dargestellt ist die relative Häufigkeit der Nutzung jedes Codons in P. stutzeri (grau) und Synechocystis
(schwarz). Die mittlere Differenz aller Codons beträgt 23,6%. Die größten Abweichungen hinsichtlich
ectABCD von P. stutzeri sind rot markiert. Die codon usage-Tabellen (Kazusa-Datenbank, Nakamura
et al., 2000) wurden mit dem Online-Tool GCUA (Fuhrmann et al., 2004) analysiert.

Neben der Optimierung der heterologen Produktion sollte Synechocystis im großen Maßstab

kultiviert und die Hydroxyectoin-Produktion mittels NMR verifiziert werden. Ein genetisch

stabiler Produktionsstamm könnte bei höheren Salinitäten (≥ 2%NaCl) kultiviert werden, um

den Einfluss der osmotischen Konzentration und des Wirts-eigenen Soluts Glucosylglycerin auf

die intrazelluläre und extrazelluläre Akkumulation von Hydroxyectoin zu untersuchen. Dabei

wäre auch ein Vergleich des Wildtyps mit der ∆ggpS-Mutante (Marin et al., 1998), die kein

Glucosylglycerin synthetisieren kann, interessant. Ein weiteres Ziel wäre die Produktion von

Ectoin in Synechocystis zu etablieren und dessen Wirkung bei osmotischen Stress zu analysieren.

Darüber hinaus wären Experimente zur Wirkung der Ectoine unter anderen Stressbedingungen,

z.B. Hitze- und Trockenstress sowie hohe Lichtintensitäten in Synechocystis interessant.
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Die kompatiblen Solute Ectoin und Hydroxyectoin werden von vielen Mikroorganismen zur

Anpassung an osmotischen Stress synthetisiert. Darüber hinaus haben sie eine protektive Wirkung

auf Biomoleküle, Zellen und Gewebe gegenüber verschiedenen Stressfaktoren und sind daher für

biotechnologische Anwendungen interessant. In dieser Arbeit wurde die Biosynthese der Ectoine

sowohl in dem natürlichen Produzenten A. cryptum als auch in E. coli und Synechocystis, die als

heterologe Produktionssysteme dienten, untersucht. Schwerpunkt war die Produktion bei geringer

Salinität, um den bisherigen Produktionsprozess mit H. elongata zu optimieren, der durch einen

erhöhten NaCl-Bedarf und eine aufwendige Trennung der Ectoine kostenintensiv ist.

A. cryptum Im Vergleich zu anderen Bakterien hat A. cryptum eine geringe NaCl-Toleranz

(≤ 5%), aber eine hohe Toleranz gegenüber Al2(SO4)3 (> 300mM), was durch Wachstumsver-

suche in dieser und vorangehenden Arbeiten festgestellt wurde. HPLC- und NMR-Analysen in

dieser Arbeit zeigten, dass A. cryptum hauptsächlich Hydroxyectoin und Trehalose als Antwort

auf osmotischen Stress durch NaCl oder Al2(SO4)3 synthetisiert. Bei 2%NaCl (342mM) und

300mM Al2(SO4)3 ergab sich eine ähnliche osmotische Konzentration und annähernd das gleiche

intrazelluläre Verhältnis von Trehalose zu Hydroxyectoin (1,5:1). Ein bioinformatischer Vergleich

zeigte, dass sich die Ectoinsynthase (EctC) von A. cryptum durch eine geringe Acidität deutlich

von EctC halophiler Bakterien unterscheidet. Dies stimmt mit vorherigen Enzymtests überein,

die eine Abnahme der Aktivität mit steigender NaCl-Konzentration ergaben. Insgesamt lassen

die Ergebnisse darauf schließen, dass das ectABCDask-Gencluster von A. cryptum ein geeigneter

Kandidat für eine salzfreie Produktion der Ectoine in E. coli ist.

E. coli Aufbauend auf den von Bethlehem (2015) konstruierten Produktionsstämmen sollte in

dieser Arbeit die Produktion der Ectoine in E. coli DH5α unter Verwendung des ectABCDask-

Genclusters aus A. cryptum näher charakterisiert und optimiert werden. Das Produktionssystem

basiert auf dem Vektor pASK-IBA3 mit dem AHT-induzierbaren tet-Promotor und erlaubt eine

hohe Produktion sowie extrazelluläre Akkumulation der Solute bei geringer Salinität.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass E. coli DH5α pASK_ectABCDm aufgrund einer

Mutation in ectD und einem damit verbundenen Funktionsverlust der Ectoinhydroxylase Ectoin

statt Hydroxyectoin produziert. Weiterhin konnte ein geringer positiver Effekt der Aspartokinase

Ask von A. cryptum auf die Hydroxyectoin-Produktion in E. coli festgestellt werden. Physiologische

Untersuchungen ergaben, dass die höchste Ausbeute an Ectoin bzw. Hydroxyectoin und ein

minimaler Anteil unerwünschter Nebenprodukte bei Wachstum mit Glycerin und wenig NaCl

(0,25 - 0,5%) erreicht wird. Die Wachstumsrate war zwar geringer als bei Anzucht mit Glucose und

anderen C-Quellen, aber dafür wurde Kohlenstoff vermehrt in die Produktion der Ectoine statt der

Biomasse gelenkt. Die C-Bilanz für die Produktion der Ectoine separat vom restlichen Metabolismus
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zeigte, dass neben den zwei theoretisch benötigten Glycerin-Molekülen ein weiteres Glycerin pro

Ectoin bzw. Hydroxyectoin verbraucht wurde. Mögliche Gründe sind u.a. die Biosynthese der

rekombinanten Proteine und ein erhöhter NADPH-Verbrauch in E. coli. Zudem konnte anhand

der N-Bilanz ein hoher Stickstoffbedarf des Produktionssystems festgestellt werden.

Durch einen Aktivitätstest mit Rohextrakten der Produktionsstämme wurde die Annahme

bekräftigt, dass EctC ein Reaktionsgleichgewicht zwischen ADABA und Ectoin zu Gunsten der sta-

bileren Form Ectoin einstellt (1:16 - 20). Weiterhin wurde unter manchen Produktionsbedingungen

eine extrazelluläre Akkumulation von ADABA beobachtet. Als mögliche Gründe kommen eine

zu geringe EctC-Aktivität, ein erhöhter Stofffluss im Metabolismus und das EctC-vermittelte

Reaktionsgleichgewicht in Betracht. Die Produktion im Schüttelkolben konnte grundsätzlich im

größeren Maßstab reproduziert werden. Aber bei der Fed-Batch-Fermentation wurden ADABA

und Acetat, eventuell bedingt durch einen Überflussmetabolismus, vermehrt im Medium akkumu-

liert. Die mittels separatem tet-Promotor und optimierter RBS gesteigerte Expression von ectC

führte unter manchen Bedingungen zu einer höheren Ectoin-Ausbeute. Aber unter optimierten

Wachstumsbedingungen konnte das Produktionssystem auch bei geringerer Proteinexpression eine

hohe Produktion der Ectoine erreichen.

Mit dem optimierten Ectoin- und Hydroxyectoin-Produzenten konnten ein hoher extrazellulärer

Solutgehalt von 2,18 bzw. 2,93 g/gTBM und ein hoher Ertrag an Soluten von 0,36 bzw. 0,34 g/g

Glycerin erzielt werden. Weiterhin ergab sich eine maximale spezifische Produktivität von bis zu

352,9mg/(gTBMxh). Im Vergleich zu den bisher beschriebenen Produktionsstämmen konnte das

in dieser Arbeit optimierte Produktionssystem in E. coli die höchste spezifische Produktivität und

bis auf eine Ausnahme den höchsten Ertrag erzielen.

Insgesamt zeichnet sich das optimierte Produktionssystem dadurch aus, dass entweder Ectoin oder

Hydroxyectoin mit einer hohen spezifischen Produktivität in Minimalmedium mit Glycerin und

wenig NaCl (≤ 0,5%) produziert werden kann. Außerdem werden die produzierten Ectoine fast

ausschließlich im Medium akkumuliert (≥ 99%) und der Anteil unerwünschter Nebenprodukte ist

minimal (≤ 4%). Aufgrund dessen könnte das Produktionssystem maßgeblich zur Optimierung

des derzeitigen industriellen Produktions- und Gewinnungsprozesses beitragen.

Synechocystis Das Cyanobakterium Synechocystis könnte genutzt werden, um biotechnologisch

interessante Produkte, wie die Ectoine, aus CO2 und Licht zu produzieren. In dieser Arbeit wurde

die Expression von ectC aus A. cryptum mittels Western Blot in Synechocystis nachgewiesen.

Außerdem konnte Hydroxyectoin erstmals unter phototrophen Bedingungen in Synechocystis

mit dem ectABCD-Gencluster von P. stutzeri produziert werden. Mittels HPLC ergab sich ein

intrazellulärer und extrazellulärer Solutgehalt von bis zu 25,2 bzw. 112,5mg/gTBM bei Wachstum

ohne NaCl. Insgesamt fiel die Produktion verglichen mit anderen Produktionssystemen jedoch

gering aus und ging mit starken Schwankungen einher, die auf eine genetische Instabilität des

Expressionsvektors hinweisen. Davon abgesehen wurde mit den Ergebnissen dieser Arbeit eine

Basis geschaffen, um die heterologe Produktion der Ectoine in Synechocystis voranzutreiben.
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Tab. 7.1: Vergleich annotierter Ectoinsynthasen in Genclustern von Vertretern der Bacteria
Die Stämme sind entsprechend der steigenden Acidität von EctC geordnet. Die Acidität ergibt sich aus den
sauren Aminosäuren (AS, D+E) abzüglich der basischen Aminosäuren (K+R) dividiert durch die Gesamtzahl
der Aminosäuren von EctC. Die Aminosäuresequenzen stammen von NCBI und die Parameter zu EctC wurden
mittels ProtParam (ExPASy) bestimmt. pI: theoretischer isoelektrischer Punkt

Acidität saure AS basische AS Gesamtzahl
[%] (D+E) (K+R) AS pI

Nitrobacter sp. Nb-311A 0,00 17 17 138 7,06
Acidiphilium cryptum DSM 2389 3,03 18 14 132 6,03
Acidiphilium cryptum JF-5 3,03 18 14 132 6,03
Sphingobium sp. SYK-6 3,65 20 15 137 5,86
Sphingobium japonicum BiD32 3,65 18 13 137 5,85
Acidiphilium multivorum AIU301 3,79 18 13 132 5,85
Desulfarculus baarsii DSM 2075 3,85 18 13 130 6,01
Limnobacter sp. MED105 3,88 18 13 129 6,03
Sphingobium yanoikuyae ATCC 51230 4,38 19 13 137 5,68
Achromobacter arsenitoxydans SY8 4,55 20 14 132 5,57
Wolinella succinogenes DSM 1740 4,58 19 13 131 5,72
Phenylobacterium zucineum HLK1 4,62 20 14 130 5,59
Desulfurispirillum indicum S5 4,62 19 13 130 5,26
Sphingopyxis sp. MC1 4,96 22 15 141 5,42
Novosphingobium sp. PP1Y 5,11 22 15 137 5,55
Hyphomonas neptunium ATCC 15444 5,19 19 12 135 5,51
Spirochaeta sp. L21-RPul-D2 5,22 23 16 134 5,33
Bordetella petrii DSM 12804 5,26 20 13 133 5,40
Teredinibacter turnerae T7901 5,30 22 15 132 5,32
Leptospirillum ferriphilum ML-04 5,34 21 14 131 5,45
Aurantimonas manganoxydans SI85-9A1 5,38 21 14 130 5,55
Halobacillus halophilus DSM 2266 5,38 25 18 130 5,35
Desulfococcus oleovorans Hxd3 5,43 20 13 129 5,41
Sphingopyxis alaskensis RB2256 5,84 22 14 137 5,24
Methylophaga lonarensis MPL 5,97 21 13 134 5,26
Pelagibacterium halotolerans B2 6,02 21 13 133 5,38
Streptomyces coelicolor A3 2 6,06 22 14 132 5,42
Thiomicrospira crunogena XCL-2 6,11 24 16 131 5,31
Mycobacterium vanbaalenii PYR-1 6,15 18 10 130 5,59
Marinomonas sp. MWYL1 6,20 23 15 129 5,43
Janthinobacterium sp. Marseille 6,21 22 13 145 5,38
Blastopirellula marina DSM 3645 6,25 20 12 128 4,98
Pseudomonas caeni DSM 24390 6,35 20 12 126 5,12
Cycloclasticus sp. P1 6,47 22 13 139 5,13
Vibrio cholerae M66-2 6,52 21 12 138 5,49
Bacillus clausii KSM-K16 6,72 24 15 134 5,05
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Fortsetzung Tab. 7.1 Acidität saure AS basische AS Gesamtzahl
[%] (D+E) (K+R) AS pI

Methylomicrobium alcaliphilum 20Z 6,72 21 12 134 4,98
Pseudomonas stutzeri A1501 6,77 22 13 133 5,27
Catenovulum agarivorans DS-2 6,82 22 13 132 5,25
Hahella chejuensis KCTC 2396 6,82 22 13 132 5,15
Alcanivorax borkumensis SK2 6,82 22 13 132 5,01
Nocardia farcinica IFM 10152 6,87 19 10 131 5,20
Bordetella parapertussis Bpp5 6,87 21 12 131 5,01
Bordetella bronchiseptica RB50 6,87 21 12 131 5,01
Maritimibacter alkaliphilus HTCC2654 6,87 22 13 131 5,24
Herminiimonas arsenicoxydans ASM2612v1 6,90 21 11 145 5,03
Kushneria aurantia DSM 21353 6,92 23 14 130 5,29
Ruegeria sp. TM1040 6,92 21 12 130 5,48
Mycobacterium gilvum PYR-GCK 6,92 19 10 130 5,45
Mycobacterium sp. MCS 6,98 19 10 129 5,34
Spongiibacter tropicus DSM 19543 7,09 21 12 127 4,87
Halomonas titanicae BH1 7,41 22 12 135 5,36
Alcanivorax pacificus W11-5 7,46 22 12 134 5,03
Thalassospira lucentensis DSM 14000 7,52 22 12 133 4,81
Saccharophagus degradans 2-40 7,58 24 14 132 4,96
Chromohalobacter salexigens DSM 3043 7,69 24 14 130 5,27
Spirochaeta africana DSM 8902 7,69 24 14 130 4,85
Photobacterium profundum 3TCK 7,81 22 12 128 5,03
Planctomyces brasiliensis DSM 5305 7,81 21 11 128 4,83
Streptomyces avermitilis MA-4680 8,21 25 14 134 4,99
Roseobacter sp. MED193 8,33 22 11 132 4,93
Vibrio fluvialis PG41 8,46 21 10 130 4,87
Ruania albidiflava DSM 18029 8,46 23 12 130 4,93
Bacillus halodurans C-125 8,53 26 15 129 4,90
Halomonas boliviensis LC1 8,53 22 11 129 5,24
Salinivibrio costicola 8,53 22 11 129 4,87
Vibrio fischeri ES114 8,59 23 12 128 4,93
Vibrio splendidus LGP32 8,59 22 11 128 4,92
Vibrio parahaemolyticus RIMD 2210633 8,59 22 11 128 4,92
Enterovibrio norvegicus FF-454 8,59 22 11 128 4,85
Photobacterium angustum S14 8,59 24 13 128 4,95
Alkalilimnicola ehrlichii MLHE-1 9,09 27 15 132 4,98
Kytococcus sedentarius DSM 20547 9,42 24 11 138 4,81
Rhodococcus equi 103S 9,42 25 12 138 4,67
Halorhodospira halophila SL1 9,52 24 12 126 4,78
Mycobacterium sp. JDM601 9,63 23 10 135 4,75
Neptuniibacter caesariensis ASM15334v1 10,00 24 11 130 4,76
Halomonas elongata DSM 2581 10,22 26 12 137 4,87
Oceanimonas sp. GK1 10,37 25 11 135 4,70
Thermobifida fusca YX 10,45 24 10 134 4,57
Oceanimonas smirnovii ATCC BAA-899 11,85 25 9 135 4,56
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Tab. 7.2: Ectoin-Produktion in E. coli pASK_ectABCDm mit Glycerin und 0,25%NaCl
Die maximale Produktivität ergab sich für den Zeitraum 7 - 11 h nach Induktion (spät exponentielle
Phase, vgl. Abb. 3.16 B). Kohlenstoff (C)- und Stickstoff (N)-Bilanz wurden mit einem C:N-Verhältnis
von 48:12% in der Trockenbiomasse (TBM) von E. coli bestimmt. Die separate C-Bilanz für TBM bzw.
Ectoin wurde anhand des Ertrags von 2,66 g Glycerin/gTBM des Kontrollstamms E. coli pASK-IBA3 in
MM63-0,5 berechnet. Y(X+E)/S: Ertrag von TBM (X) und Ectoin (E) über C-Quelle (S), YE/S: Ertrag
von Ectoin (E) über C-Quelle (S)

Wachstumsrate [h-1] 0,21 ± 0,01
C-Quelle im Medium [g/L] 4,65 (1,82C)
TBM [g/L] 0,57 ± 0,02
Ectoin (extrazellulär) [g/L] 1,66 ± 0,07
Ertrag Y(X+E)/S [g/g] 0,48
Ertrag YE/S [g/g] 0,36
Ectoin (extrazellulär) [g/gTBM] 2,93 ± 0,13
spezifische Produktivität [mg/(gTBMxh)] 345,1 ± 9,6

C-Bilanz (total) [C in g/L] 0,27 in TBM
0,84 in Ectoin
total 61% der C-Quelle (1,82)

C-Bilanz (separat) [C in g/L] 0,59 der C-Quelle für 0,27 in TBM (=46%)
(verglichen mit Kontrollstamm)
1,22 der C-Quelle für 0,84 in Ectoin (= 69%)

N-Bilanz (total) [N in g/L] 0,07 in TBM
0,33 in Ectoin
total 95% der N-Quelle (0,42)
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Abb. 7.1: Intrazellulärer Ectoin- und Hydroxyectoin-Gehalt
E. coli pASK_ectABCDask (A) und pASK_ectABCDm (B) wurden in MM63 mit 50mM Glycerin bzw.
25mM Glucose und 0 - 1%NaCl kultiviert. Nach Ernte in der stationären Phase wurden die Zellextrakte
via HPLC analysiert und der intrazelluläre Ectoin- sowie Hydroxyectoin-Gehalt (µmol/gTrockenbiomasse
(TBM)) bestimmt. ADABA und Trehalose waren auch teilweise in geringen Mengen nachweisbar, konnten
aber wegen Signalüberlagerungen nicht eindeutig quantifiziert werden. Das arithmetische Mittel mit
Standardabweichung aus mind. drei Experimenten ist gezeigt. n.b.: nicht bestimmt
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Abb. 7.2: 1H-NMR-Spektrum zur Ganzzellbiokatalyse mit E. coli pASK_ectABCDm
Die Überstandsproben 25 - 40 h der Ganzzellbiokatalyse mit ähnlicher Zusammensetzung (vgl. Abb. 3.20)
wurden vereinigt, gefriergetrocknet und in Deuteriumoxid mit internem Standard BTC (Signal bei
7,4 ppm außerhalb des Ausschnitts) aufgenommen. Neben dem Substrat Aspartat (Asp) wurden Signale
für Acetat (Ac), Ectoin (Ect), Glutamat (Glut), γ- und α-ADABA (γA, αA) identifiziert.

 

 

Acry_LysC   MARIVMKFGGTSVADLDRIRNVAARVKRVVDEGHEVAVVTSAMAGATNQLVAWCQELSPLYDAREYDTVV   70 

Pstu_LysC   MALIVQKFGGTSVGTVERIEQVAEKVKKFRDGGDDIVVVVSAMSGETNRLIDLAKQISEQPVPRELDVMV   70 

Cglu_LysC   MALVVQKYGGSSLESAERIRNVAERIVATKKAGNDVVVVCSAMGDTTDELLELAAAVNPVPPAREMDMLL   70 

            ** :* *:**:*:   :** :** ::      * :: ** ***   *: *:     ::     ** * :: 

 

Acry_LysC   ATGEQVTIGLLAVALQTIGVDARSWTGWQIPIRTDGQHGKARIDAIDGAELIRRMQMGQVPVIAGFQGIG  140 

Pstu_LysC   STGEQVTIALLAMALIKRGVPAVSYTGNQVRILTDSAHTKARILQIDAQRIQRDIKAGRVVVVAGFQGVD  140 

Cglu_LysC   TAGERISNALVAMAIESLGAEAQSFTGSQAGVLTTERHGNARIVDVTPGRVREALDEGKICIVAGFQGVN  140 

            ::**:::  *:*:*:   *  * *:** *  : *   * :***  :    :   :  *:: ::*****: 

 

Acry_LysC   PD-NRVTTLGRGGSDTSAVAVAAAVKADRCDIYTDVDGVYTTDPRIVPKARKLPAIAYEEMLELASVGAK  209 

Pstu_LysC   EK-GNITTLGRGGSDTTGVALAAALKADECQIYTDVDGVYTTDPRVVAKAQRLDKITFEEMLEMASLGSK  209 

Cglu_LysC   KETRDVTTLGRGGSDTTAVALAAALNADVCEIYSDVDGVYTADPRIVPNAQKLEKLSFEEMLELAAVGSK  210 

                 :**********: **:***::** *:**:*******:***:* :*::*  :::*****:*::*:* 

 

Acry_LysC   VLQTRSVELAMKERVRVQVLSSFTDAPGTLV-VDE-DEIVEQEIVAGIAYSRDEAKVTVRRVPDRPGVAA  277 

Pstu_LysC   VLQIRAVEFAGKYSVPLRVLHSFQEGPGTLITLDE-EESMEQPIISGIAFNRDEAKLTIRGVPDTPGVAF  278 

Cglu_LysC   ILVLRSVEYARAFNVPLRVRSSYSNDPGTLIAGSMEDIPVEEAVLTGVATDKSEAKVTVLGISDKPGEAA  280 

            :*  *:** *    * ::*  *: : ****:     :  :*: :::*:*  : ***:*:  : * ** * 

 

Acry_LysC   SVFGPLAEAGINVDMIVQNVS--ADGTTDMTFTLNKTELPRARLVLDEKRDEIGFAELATDPDVAKISVV  345 

Pstu_LysC   KILGPISAANVEVDMIVQNVA--HDNTTDFTFTVHRNDYNNALQVLQGIAAEMGAREAIGDTNIAKVSIV  346 

Cglu_LysC   KVFRALADAEINIDMVLQNVSSVEDGTTDITFTCPRSDGRRAMEILKKLQVQGNWTNVLYDDQVGKVSLV  350 

             ::  :: * :::**::***:   * ***:***  : :   *  :*     :    :   * :: *:*:* 

 

Acry_LysC   GVGMRSHAGVAGTMFRSLAARGINIQVISTSEIKVSVLIDAEYTELAVRALHTAYGLDVA----------- 405 

Pstu_LysC   GVGMRSHAGVASRMFEALAKENINIQMISTSEIKVSVVIEEKYLELAVRALHTAFELDAPAGNTAE----- 412 

Cglu_LysC   GAGMKSHPGVTAEFMEALRDVNVNIELISTSEIRISVLIREDDLDAAARALHEQFQLGGEDEAVVYAGTGR 421  

            * **:** **:  :: :*    :**::******::**:*     : * ****  : *               

Abb. 7.3: Sequenzvergleich der Aspartokinase LysC
Die Aminosäuresequenz der außerhalb des ectABCDask-Genclusters annotierten Aspartokinase LysC
von A. cryptum JF-5 (Acry_LysC) wurde mit LysC von P. stutzeri DSM5190T (Pstu_LysC) und
C. glutamicum ATCC13032 (Cglu_LysC) verglichen (ClustalOmega, Sievers et al., 2011). Konservierte
Aminosäuren sind mit Stern und Aminosäuren mit ähnlichen Eigenschaften mit Doppelpunkt markiert.
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nhang

ectA 

GTGGCGCTGCGTCGGCCGACCGCGGCCGATGGTCCGGCGGTGACCGCGCTGATCGCGGACTGCCCGCCGCTCGATGCCAATTCGGCCTATTGCAACCTGCTGCAATGCACCGATTTCGCCGAAACCTGCGTGCTCGCC   138 

  M  A  L  R  R  P  T  A  A  D  G  P  A  V  T  A  L  I  A  D  C  P  P  L  D  A  N  S  A  Y  C  N  L  L  Q  C  T  D  F  A  E  T  C  V  L  A   
 

GAGCGCGAGGGCGCGGTGGTCGGCTGGATTTCGGGCTACCGCCCGCCGTCAGACCTCTCGCGCATCTTCGTCTGGCAGGTCGCGGTCTCGTCCGCGGCGCGGGGCATCGGCCTCGGCGGGCAGATGCTCGATGCGCTG   276 

  E  R  E  G  A  V  V  G  W  I  S  G  Y  R  P  P  S  D  L  S  R  I  F  V  W  Q  V  A  V  S  S  A  A  R  G  I  G  L  G  G  Q  M  L  D  A  L  
  

CTCGACCGTCCCGCCATTGCCGGCGTGCGCGCCCTGACCACCACCATCACCGAGGCGAACACCGCGTCGTGGCGGCTGTTCGAAAGCCTTGCCCGCCGGCGCGGCGGCTCGTTCGCCCGGGCGGTGCGCTTCGACCGC   414 

  L  D  R  P  A  I  A  G  V  R  A  L  T  T  T  I  T  E  A  N  T  A  S  W  R  L  F  E  S  L  A  R  R  R  G  G  S  F  A  R  A  V  R  F  D  R  
 

                                                                                  SD        ectB 

GCCGCCCATTTCGCCGGCCTGCACGACACCGAGTTCGAGGTGACGATCGGCCTTCCCCAGCCCGTCGCCGAACCAGCACGAAAGGACATCTCATGACCGATCTGCCGCGCCCCTCCCGGCGCAAGCCGGATACCGCGA   552 

  A  A  H  F  A  G  L  H  D  T  E  F  E  V  T  I  G  L  P  Q  P  V  A  E  P  A  R  K  D  I  S  -                                          

                                                                                              M  T  D  L  P  R  P  S  R  R  K  P  D  T  A 
 

TCTACGAGCGCATGGAGTCCAGGGTGCGGAGCTACTGCACCGCGATCCCGCGCCAGTTCACGCGGGCCGAAGGCGCCTGGCTGCATGACAGCCACGGCGGCCGCTACCTGGATTTCCTCGCCGGCTGCTCGTCGCTGA   690 

 I  Y  E  R  M  E  S  R  V  R  S  Y  C  T  A  I  P  R  Q  F  T  R  A  E  G  A  W  L  H  D  S  H  G  G  R  Y  L  D  F  L  A  G  C  S  S  L 
 

ATTACGGCCACAATCATCCGGTGCTGAAACGGGCGCTGATCGACTATATCGCCCGCGACGGCATCGCTCATGGACTCGACTTCCATACCGACGCCAAGGCCGAGTTCCTCGACGCGCTGGAAACCGTGATCCTGAAGC   828 

 N  Y  G  H  N  H  P  V  L  K  R  A  L  I  D  Y  I  A  R  D  G  I  A  H  G  L  D  F  H  T  D  A  K  A  E  F  L  D  A  L  E  T  V  I  L  K  
  

CGCGGGGCATGGACTATCGCGCCATGTTCGTCGGCCCGACCGGAACCAATGCCGTCGAGGCCGCGCTCAAGCTCGCCCGCAAGGTGACCGGCCGGCAGACCGTGATCGCCTTCACCAACGGCTTCCACGGCATGACGC   966 

 P  R  G  M  D  Y  R  A  M  F  V  G  P  T  G  T  N  A  V  E  A  A  L  K  L  A  R  K  V  T  G  R  Q  T  V  I  A  F  T  N  G  F  H  G  M  T   
  

TCGGCGCCCTCGCCTGCACCGGCAACGAGGGCAAGCGCGGCGGCGCCGGCGTGCCGCTCGCCCATGTCAGCCACGAGCCTTATGACGGGTATTACGGCCCGGAGATCGACACCGCCGACCTGCTGGAGCAGCGCCTTG  1104 

 L  G  A  L  A  C  T  G  N  E  G  K  R  G  G  A  G  V  P  L  A  H  V  S  H  E  P  Y  D  G  Y  Y  G  P  E  I  D  T  A  D  L  L  E  Q  R  L 
 

CCGACGGCTCCTCGGGCCTCGACGCGCCGGCGGCGTTCCTGGTCGAGACGGTGCAGGGCGAGGGCGGGCTGAACGCCGCCTCCGCCGGATGGATGCGCAAGATCGCCGCGCTCGCGAAGCGCCACGGCGCGCTGCTCA  1242 

 A  D  G  S  S  G  L  D  A  P  A  A  F  L  V  E  T  V  Q  G  E  G  G  L  N  A  A  S  A  G  W  M  R  K  I  A  A  L  A  K  R  H  G  A  L  L 
   

TCGTGGATGACATCCAGGCCGGCTGCGGCCGCACGGGGCGCTTCTTCAGCTTCGAGGAGATGGGCATCCGCCCCGACATCATCACCCTCGCGAAATCGCTCTCCGGCATCGGCGCGCCCTTCGCGCTGACCCTGTTCC  1380 

 I  V  D  D  I  Q  A  G  C  G  R  T  G  R  F  F  S  F  E  E  M  G  I  R  P  D  I  I  T  L  A  K  S  L  S  G  I  G  A  P  F  A  L  T  L  F 
   

GCCCGGAACTCGACCAGTGGAAGCCCGGCGAGCACAACGGCACGTTCCGCGGCAACAACCACGCCTTCGTCACCGCCGCCGCGGCGATCCGCCATTTCTGGAGCGATGACGCCTTCGCCGCCGACATCGCCCGGCGCG  1518 

 R  P  E  L  D  Q  W  K  P  G  E  H  N  G  T  F  R  G  N  N  H  A  F  V  T  A  A  A  A  I  R  H  F  W  S  D  D  A  F  A  A  D  I  A  R  R 
 

GCGACCTGCTCGGCCGCCGGCTCGATGCGATCGCAGCACGGCATGGGATGAGCACGCGCGGCCGCGGCATGATGCAGGGCATCGATGCCGGCACCGGCGCGATGGCCGAGCGCATCACCGGCATCGCCTTCCGCGAGG  1656 

 G  D  L  L  G  R  R  L  D  A  I  A  A  R  H  G  M  S  T  R  G  R  G  M  M  Q  G  I  D  A  G  T  G  A  M  A  E  R  I  T  G  I  A  F  R  E   
 

GGCTGGTGATCGAGACCAGCGGCGCAGATGGCGAGATCGTCAAGGTGCTGGCGCCGCTCACCATCGATGACGACCTGCTGGCGGCCGGGCTCGACATTCTCGAACGCGCCGTGAACGAGGCCACCGCGCCCACCTACA  1794 

 G  L  V  I  E  T  S  G  A  D  G  E  I  V  K  V  L  A  P  L  T  I  D  D  D  L  L  A  A  G  L  D  I  L  E  R  A  V  N  E  A  T  A  P  T  Y  
 

                                     SD         ectC 

GCGTCGCCGCCGAGTGACGGGCCGCGACACGAAGCAAGGAGCAGAAACATGATCATCCGGACTCTGAAGGAGGCGCAGGCCTCGGAGCGAAAGGTCGTCACCGATGGCTGGGACAGCGTGCGCATGCTGCTGCGCGAC  1932 

 S  V  A  A  E  -                                 M  I  I  R  T  L  K  E  A  Q  A  S  E  R  K  V  V  T  D  G  W  D  S  V  R  M  L  L  R  D  
 

GACGGCATGGGCTTCTCGTTCCACATCACCACGATGTACGCGGGCAAGGAGCTGCGGATGCACTACAAGCATCATTACGAAGCCGTCTTCGTCCTGAGCGGAGAGGGCACCATCGAGGATCTCGACGCCGGCGAGACG  2070 

  D  G  M  G  F  S  F  H  I  T  T  M  Y  A  G  K  E  L  R  M  H  Y  K  H  H  Y  E  A  V  F  V  L  S  G  E  G  T  I  E  D  L  D  A  G  E  T 
   

CACCAGCTGAAGCCGGGCGTGCTCTATGTGCTCAACAGGCACGACCGCCATGTGGTGCGCCCGAAGACCGATATCGTCACCGCCTGCGTGTTCAACCCGCCGGTCACCGGGCAGGAGGTGCATGACGCGTCCGGCGCC  2208 

  H  Q  L  K  P  G  V  L  Y  V  L  N  R  H  D  R  H  V  V  R  P  K  T  D  I  V  T  A  C  V  F  N  P  P  V  T  G  Q  E  V  H  D  A  S  G  A 
 

                                                              SD         ectD 

TATCCGCCCGCCCCGGTCGGCGAGGCGGCCTGAGGTCCCGGTCCGCAACGAACGAAACGTGGGAGAAAAGACAATGGACGATCTCTATCCGTCGCGCCGCGAACCCACCCCGTCGCTGCTGCCGCGCCACGATCCGGT  2346 

  Y  P  P  A  P  V  G  E  A  A  -                                          M  D  D  L  Y  P  S  R  R  E  P  T  P  S  L  L  P  R  H  D  P 
 

GGTGCATGGGCGCTGGGCGCCCGGCGCGCCGCTGAGCGACGAGCAGACGCGGTTCTACGACACCAACGGCTATCTCGTGCTGGAGAACGTGTTCGACCCCGCCGAGATCGCGCTGCTGCAGTCGGGGTCGATGGATCT  2484 

V  V  H  G  R  W  A  P  G  A  P  L  S  D  E  Q  T  R  F  Y  D  T  N  G  Y  L  V  L  E  N  V  F  D  P  A  E  I  A  L  L  Q  S  G  S  M  D 
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GCTGGCCAACCCCGCCGGGCTCGACCGCGAGACCATCATCACCGAGCGCGGCAGCGACGAGGTGCGCTCGATCTTCGCGATCCACGCGCAGAACGAATTGCTCGGCCGTCTCGCCGCGGATTCGCGGATTGCCGGGGT  2622 

L  L  A  N  P  A  G  L  D  R  E  T  I  I  T  E  R  G  S  D  E  V  R  S  I  F  A  I  H  A  Q  N  E  L  L  G  R  L  A  A  D  S  R  I  A  G 
 

GGCGCGCTTCCTGCTGGATGACGACGTCTACATCCATCAGTCGCGGCTCAACTACAAGCCGGGCTTCGATGGCAAGGAGTTCTACTGGCACTCCGATTTCGAGACCTGGCATGTCGAGGATGGCATGCCGCGGATGCG  2760 

V  A  R  F  L  L  D  D  D  V  Y  I  H  Q  S  R  L  N  Y  K  P  G  F  D  G  K  E  F  Y  W  H  S  D  F  E  T  W  H  V  E  D  G  M  P  R  M 
 

CGCGTTGTCGATGTCGATCCTGCTGGCGGAGAATACCGCGAATAACGGGCCGCTGATGGTCATCCCCGGCTCGCACCGCAAATATCTCACCTGCGTTGGCGAGACGCCGGAGAACCATTACCGCTCCTCGCTGAAGAA  2898 

R  A  L  S  M  S  I  L  L  A  E  N  T  A  N  N  G  P  L  M  V  I  P  G  S  H  R  K  Y  L  T  C  V  G  E  T  P  E  N  H  Y  R  S  S  L  K 
 

GCAGGAATACGGCGTGCCCGACCGCGAGATGCTGACCGCGCTCGCCAGCGATCACGGCATCGTCGCGCCGACGGGCAAGGCCGGCACCGTGGTGCTGTTCGACTGCAACACGATGCACGGCTCGAACGGCAACATCAC  3036 

K  Q  E  Y  G  V  P  D  R  E  M  L  T  A  L  A  S  D  H  G  I  V  A  P  T  G  K  A  G  T  V  V  L  F  D  C  N  T  M  H  G  S  N  G  N  I 
  

GCCGTTCCCGCGTTCGAACGCGTTCTTCGTGTTCAACGCGAAGGCGAACAGCCTGGTCGAGCCGTTCGGCCCGAAATCGCGGCGGCCGGACTTCATCGCCGACCGCGCGTTCACGACCGTCGACATCGTGAAGGGCCC  3174 

T  P  F  P  R  S  N  A  F  F  V  F  N  A  K  A  N  S  L  V  E  P  F  G  P  K  S  R  R  P  D  F  I  A  D  R  A  F  T  T  V  D  I  V  K  G 
 

             SD         ask 

GCTGGTGCGGCGCGAGCGCGCGGCATGAGCATGGCTCCGAGTGTCGAGAAGATCGGCGGCACGTCGATCGCGGCGACGGACGCGGTTGTCGGCAACGTGCTGATCGCCGGCCGCGCCGGCCGCGATCTCTACCGGCGG  3312 

P  L  V  R  R  E  R  A  A  -  

                          M  S  M  A  P  S  V  E  K  I  G  G  T  S  I  A  A  T  D  A  V  V  G  N  V  L  I  A  G  R  A  G  R  D  L  Y  R  R 
 

ATCTTCGTGGTCTCTGCCTATGGCGGGATCACCGACCTGCTGCTGGAGCCGAAAAAGAAGACCGACGCCGCGAAGCCGCCCGGGCTTTATGCCAGCTTCGCCGCCGATGGCGAGAAGGGCGACTGGCGCGACGCGCTC  3450 

  I  F  V  V  S  A  Y  G  G  I  T  D  L  L  L  E  P  K  K  K  T  D  A  A  K  P  P  G  L  Y  A  S  F  A  A  D  G  E  K  G  D  W  R  D  A  L 
   

GATGCGGTCGCCGCCGCGATGCGCGCCCGCAACGAGGAGGTGTTCGGCACGTCGCCCGAGCGCGCCGTGGCGGATGACTTCGTCGCCGCCCGGATCGGCGAGACCCGCGCCTGCCTCGACGATCTCGACCGCCTGCGC  3588 

  D  A  V  A  A  A  M  R  A  R  N  E  E  V  F  G  T  S  P  E  R  A  V  A  D  D  F  V  A  A  R  I  G  E  T  R  A  C  L  D  D  L  D  R  L  R 
 

GGCCACGGCCATTTCCGGCTCGACGAACCGCTCGCCACCCTGCGCGAGCTGCTCGCCGGGCTCGGCGAGGCGCACAGCGCGCACAACACCGCCCTGCTGCTGCGTGCCCGCGGCGTCAACGCGGCCTTCGTCGACCTG  3726 

  G  H  G  H  F  R  L  D  E  P  L  A  T  L  R  E  L  L  A  G  L  G  E  A  H  S  A  H  N  T  A  L  L  L  R  A  R  G  V  N  A  A  F  V  D  L 
 

ACCGGCTGGCAGGACGGGCGCAACCTCGATCTCGACGAGCGGATCCGCACCGGGCTCGACGGGATCGACTCAGCGACCACCCTGCCGATCGTCACCGGCTATGTGAAATGCAGCGACGGCATGGTCCGCAAATACGAC  3864 

  T  G  W  Q  D  G  R  N  L  D  L  D  E  R  I  R  T  G  L  D  G  I  D  S  A  T  T  L  P  I  V  T  G  Y  V  K  C  S  D  G  M  V  R  K  Y  D 
   

CGCGGCTACACCGAGATGACCTTCGCCCGGCTCGCCGTGCTCACCGGCGCGCGCGAGGCGATCATCCACAAGGAGTTCCATCTCTCCAGCGCCGATCCGAAGGTCGTCGGCGTCGGCAAGGCGCGCAAGATCGGCCGC  4002 

  R  G  Y  T  E  M  T  F  A  R  L  A  V  L  T  G  A  R  E  A  I  I  H  K  E  F  H  L  S  S  A  D  P  K  V  V  G  V  G  K  A  R  K  I  G  R 
   

ACGAATTACGACGTGACGGACCAGCTCGCCAATCTCGGCGTCGAGGTCATCCATCCCGGTGCGGCGCGCGGCCTGCGCCAGGCGGGCATTCCGCTGCGGGTGCGCAACACCTTCGACCGGCACGACGAGGGCACGCTG  4140 

  T  N  Y  D  V  T  D  Q  L  A  N  L  G  V  E  V  I  H  P  G  A  A  R  G  L  R  Q  A  G  I  P  L  R  V  R  N  T  F  D  R  H  D  E  G  T  L 
   

ATCTGCGCCGACTACGTTTCCGCCGCGCCGCGCATCGAGATCGTCACCGGCATCCGCGAGCTGCGCGCGCTTCAGTTCTTCGAGCAGGACATGGTCGGCAAGAAGGGCTATGACGCGGCGATCCTCGACACGCTGACG  4278 

  I  C  A  D  Y  V  S  A  A  P  R  I  E  I  V  T  G  I  R  E  L  R  A  L  Q  F  F  E  Q  D  M  V  G  K  K  G  Y  D  A  A  I  L  D  T  L  T 
  

AAGCACCGCGCGCGCATCGTCAGCAAGTCGTCCAACGCCAACGCCATCACCCATTACCTCGCCGCCGGCGGGCCGACGGTGCGCCGGGTGATCGCCGATCTGGAGGCGCGATTTCCGAACGCCGAGGTCTCGGCGCCG  4416 

  K  H  R  A  R  I  V  S  K  S  S  N  A  N  A  I  T  H  Y  L  A  A  G  G  P  T  V  R  R  V  I  A  D  L  E  A  R  F  P  N  A  E  V  S  A  P 
   

CGCCTCGCCATGGTCGCGCTGATCGGCAGCGATCTCAGCGCGGAGGGCTGTGTCGGCCGCGCGCTCGACGCGCTCGGCGCGGCGGGAATCGGGGTGAAGGCGATGCAGCACCAGATGCGCAATGTCGACATCCAGTTC  4554 

  R  L  A  M  V  A  L  I  G  S  D  L  S  A  E  G  C  V  G  R  A  L  D  A  L  G  A  A  G  I  G  V  K  A  M  Q  H  Q  M  R  N  V  D  I  Q  F 
    

ATTCTCGATACCGACCGCTTCGACGACGCGATCCGCGCGCTCCACGCCGCCCTGGTCGAATGCCGGGCGGCGCAGGACGGCAAAGGCGGGACGCTGCGCACCGCCGCCTGA  4665  

  I  L  D  T  D  R  F  D  D  A  I  R  A  L  H  A  A  L  V  E  C  R  A  A  Q  D  G  K  G  G  T  L  R  T  A  A  -   

 

 

 

 

 

 

  

Abb. 7.4: Sequenz des ectABCDask-Genclusters von A. cryptum DSM2389T

Gezeigt ist die nach Sequenzierung erhaltene Nukleotidsequenz sowie die abgeleitete Aminosäuresequenz der einzelnen Gene des Typstamms. Zu dem bereits
vollständig sequenzierten Isolat A. cryptum JF-5 (GenBank CP000697) besteht eine Übereinstimmung in der Nukleotidsequenz von 99,3%. Abweichungen
in der Nukleotid- und Aminosäuresequenz sind grau markiert. Startcodons sind mit einer durchgezogenen und die Shine-Dalgarno-Sequenz (SD) innerhalb
der potenziellen Ribosomenbindestellen mit einer gestrichelten Linie gekennzeichnet.
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                tet-Promotor                                      SD                                     ectA 

CCATCGAATGGCCAGATGATTAATTCCTAATTTTTGTTGACACTCTATCATTGATAGAGTTATTTTACCACTCCCTATCAGTGATAGAGAAAAGTGAAATGAATAGTTCGACAAAAATCTAGACGGTGGCGCTGCGT    137 

                                     -35                     -10      +1               
 

CGGCCGACCGCGGCCGATGGTCCGGCGGTGACCGCGCTGATCGCGGACTGCCCGCCGCTCGATGCCAATTCGGCCTATTGCAACCTGCTGCAATGCACCGATTTCGCCGAAACCTGCGTGCTCGCCGAGCGCGAGGG    274 

 

CGCGGTGGTCGGCTGGATTTCGGGCTACCGCCCGCCGTCAGACCTCTCGCGCATCTTCGTCTGGCAGGTCGCGGTCTCGTCCGCGGCGCGGGGCATCGGCCTCGGCGGGCAGATGCTCGATGCGCTGCTCGACCGTC    411 

 

CCGCCATTGCCGGCGTGCGCGCCCTGACCACCACCATCACCGAGGCGAACACCGCGTCGTGGCGGCTGTTCGAAAGCCTTGCCCGCCGGCGCGGCGGCTCGTTCGCCCGGGCGGTGCGCTTCGACCGCGCCGCCCAT    548 
 

                                                                         SD        ectB 

TTCGCCGGCCTGCACGACACCGAGTTCGAGGTGACGATCGGCCTTCCCCAGCCCGTCGCCGAACCAGCACGAAAGGACATCTCATGACCGATCTGCCGCGCCCCTCCCGGCGCAAGCCGGATACCGCGATCTACGAG    685 

                                                                          
 

CGCATGGAGTCCAGGGTGCGGAGCTACTGCACCGCGATCCCGCGCCAGTTCACGCGGGCCGAAGGCGCCTGGCTGCATGACAGCCACGGCGGCCGCTACCTGGATTTCCTCGCCGGCTGCTCGTCGCTGAATTACGG    822 

 

CCACAATCATCCGGTGCTGAAACGGGCGCTGATCGACTATATCGCCCGCGACGGCATCGCTCATGGACTCGACTTCCATACCGACGCCAAGGCCGAGTTCCTCGACGCGCTGGAAACCGTGATCCTGAAGCCGCGGG    959 

 

GCATGGACTATCGCGCCATGTTCGTCGGCCCGACCGGAACCAATGCCGTCGAGGCCGCGCTCAAGCTCGCCCGCAAGGTGACCGGCCGGCAGACCGTGATCGCCTTCACCAACGGCTTCCACGGCATGACGCTCGGC   1096 

 

GCCCTCGCCTGCACCGGCAACGAGGGCAAGCGCGGCGGCGCCGGCGTGCCGCTCGCCCATGTCAGCCACGAGCCTTATGACGGGTATTACGGCCCGGAGATCGACACCGCCGACCTGCTGGAGCAGCGCCTTGCCGA   1233 

 

CGGCTCCTCGGGCCTCGACGCGCCGGCGGCGTTCCTGGTCGAGACGGTGCAGGGCGAGGGCGGGCTGAACGCCGCCTCCGCCGGATGGATGCGCAAGATCGCCGCGCTCGCGAAGCGCCACGGCGCGCTGCTCATCG   1370 

 

TGGATGACATCCAGGCCGGCTGCGGCCGCACGGGGCGCTTCTTCAGCTTCGAGGAGATGGGCATCCGCCCCGACATCATCACCCTCGCGAAATCGCTCTCCGGCATCGGCGCGCCCTTCGCGCTGACCCTGTTCCGC   1507 

 

CCGGAACTCGACCAGTGGAAGCCCGGCGAGCACAACGGCACGTTCCGCGGCAACAACCACGCCTTCGTCACCGCCGCCGCGGCGATCCGCCATTTCTGGAGCGATGACGCCTTCGCCGCCGACATCGCCCGGCGCGG   1644 

 

CGACCTGCTCGGCCGCCGGCTCGATGCGATCGCAGCACGGCATGGGATGAGCACGCGCGGCCGCGGCATGATGCAGGGCATCGATGCCGGCACCGGCGCGATGGCCGAGCGCATCACCGGCATCGCCTTCCGCGAGG   1781 

 

GGCTGGTGATCGAGACCAGCGGCGCAGATGGCGAGATCGTCAAGGTGCTGGCGCCGCTCACCATCGATGACGACCTGCTGGCGGCCGGGCTCGACATTCTCGAACGCGCCGTGAACGAGGCCACCGCGCCCACCTAC   1918 
 
 

                                                                                                     tet-Promotor 

AGCGTCGCCGCCGAGTGACGGGCCGCGACACGAAGCAAGGAGCAGAAACATGATCATCCGGACTCTGCCATGGTGGCCAGATGATTAATTCCTAATTTTTGTTGACACTCTATCATTGATAGAGTTATTTTACCACT   2055 

                                                                                                      -35                     -10      +1 

              SD                                    ectC 

CCCTATCAGTGATAGAGAAAAGTGAAATGAATAGTTCGACAAAAATCGAAACATGATCATCCGGACTCTGAAGGAGGCGCAGGCCTCGGAGCGAAAGGTCGTCACCGATGGCTGGGACAGCGTGCGCATGCTGCTGC   2192 

               
 

GCGACGACGGCATGGGCTTCTCGTTCCACATCACCACGATGTACGCGGGCAAGGAGCTGCGGATGCACTACAAGCATCATTACGAAGCCGTCTTCGTCCTGAGCGGAGAGGGCACCATCGAGGATCTCGACGCCGGC   2329 

 

GAGACGCACCAGCTGAAGCCGGGCGTGCTCTATGTGCTCAACAGGCACGACCGCCATGTGGTGCGCCCGAAGACCGATATCGTCACCGCCTGCGTGTTCAACCCGCCGGTCACCGGGCAGGAGGTGCATGACGCGTC   2466 

 

CGGCGCCTATCCGCCCGCCCCGGTCGGCGAGGCGGCCTGAGGTCCCGGTCCGCA   2520 

 

 

 

 

  

Abb. 7.5: Sequenzausschnitt des Expressionsvektors pASK_ectAB-C
Die Gene ectAB und ectC von A. cryptum befinden sich jeweils stromabwärts eines tet-Promotors im Vektor pASK-IBA3. Die -35- und -10-Region, der
Transkriptionsstartpunkt (+1) sowie die Shine-Dalgarno-Sequenz (SD) innerhalb der putativen Ribosomenbindestelle (RBS) wurden nach Skerra (1994)
eingefügt. Startcodons sowie Promotorelemente sind mit einer durchgezogenen und SD-Sequenzen innerhalb der potenziellen RBS mit einer gestrichelten
Linie gekennzeichnet.
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-> ectB 

CGGCGCAGATGGCGAGATCGTCAAGGTGCTGGCGCCGCTCACCATCGATGACGACCTGCTGGCGGCCGGGCTCGACATTCTCGAACGCGCCGTGAACGAGGCCACCGCGCCCACCTACAGCGTCGCCGCCGAGTGAC   1937 
 

                                                                                  tet-Promotor 

GGGCCGCGACACGAAGCAAGGAGCAGAAACATGATCATCCGGACTCTGCCATGGTGGCCAGATGATTAATTCCTAATTTTTGTTGACACTCTATCATTGATAGAGTTATTTTACCACTCCCTATCAGTGATAGAGAA   2074 

                                                                                   -35                     -10      +1              

                                                        SD          ectC 

AAGTGAAATGAATAGTTCGACAAAAATCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACATATGATCATCCGGACTCTGAAGGAGGCGCAGGCCTCGGAGCGAAAGGTCGTCACCGATGGCTGGGACAGC   2211 

 

GTGCGCATGCTGCTGCGCGACGACGGCATGGGCTTCTCGTTCCACATCACCACGATGTACGCGGGCAAGGAGCTGCGGATGCACTACAAGCATCATTACGAAGCCGTCTTCGTCCTGAGCGGAGAGGGCACCATCGA   2348 

 

GGATCTCGACGCCGGCGAGACGCACCAGCTGAAGCCGGGCGTGCTCTATGTGCTCAACAGGCACGACCGCCATGTGGTGCGCCCGAAGACCGATATCGTCACCGCCTGCGTGTTCAACCCGCCGGTCACCGGGCAGG   2485 

 

AGGTGCATGACGCGTCCGGCGCCTATCCGCCCGCCCCGGTCGGCGAGGCGGCCTGAAAGCTTGACCTGTGAAGTGAAAAATG   2567 

 

 

 

 

  

Abb. 7.6: Sequenzausschnitt des Expressionsvektors pASK_ectAB-RectC
Die Gene ectAB und ectC von A. cryptum sind jeweils stromabwärts eines tet-Promotors im Vektor pASK-IBA3 enthalten und vor ectC befindet sich zusätzlich
die Ribosomenbindestelle (RBS) aus pET-22b(+). Die -35- und -10-Region sowie der Transkriptionsstartpunkt (+1) des tet-Promotors wurden nach Skerra
(1994) eingefügt. Das Startcodon von ectC und die Shine-Dalgarno-Sequenz (SD) innerhalb der RBS sind zusätzlich durch eine Linie gekennzeichnet. Die
fehlende Sequenz von ectA und ectB ist identisch zu pASK_ectAB-C und Abb. 7.5 zu entnehmen.

                                    tac-Promotor                                                  SD              ectC 

TCATAACGGTTCTGGCAAATATTCTGAAATGAGCTGTTGACAATTAATCATCGGCTCGTATAATGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGAATTCCATATGATCATCCGGACTCTGAAGGA    137 

                                     -35                   -10       +1                           
 

GGCGCAGGCCTCGGAGCGAAAGGTCGTCACCGATGGCTGGGACAGCGTGCGCATGCTGCTGCGCGACGACGGCATGGGCTTCTCGTTCCACATCACCACGATGTACGCGGGCAAGGAGCTGCGGATGCACTACAAGC    274 

 

ATCATTACGAAGCCGTCTTCGTCCTGAGCGGAGAGGGCACCATCGAGGATCTCGACGCCGGCGAGACGCACCAGCTGAAGCCGGGCGTGCTCTATGTGCTCAACAGGCACGACCGCCATGTGGTGCGCCCGAAGACC    411 

 

GATATCGTCACCGCCTGCGTGTTCAACCCGCCGGTCACCGGGCAGGAGGTGCATGACGCGTCCGGCGCCTATCCGCCCGCCCCGGTCGGCGAGGCGGCCCTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTGC    548 

                                                                                                   spacer     His-Tag 

  

 

 

 

 

  

Abb. 7.7: Sequenzausschnitt des Expressionsvektors pRL59EH_ectC_Acry_His
Das Gen ectC von A. cryptum mit der Sequenz für einen C-terminalen His-Tag befindet sich im Shuttle-Vektor pRL59EH-Ω stromabwärts des tac-Promotors.
Die -35- und -10-Region, der Transkriptionsstartpunkt (+1) sowie die Shine-Dalgarno-Sequenz (SD) innerhalb der Ribosomenbindestelle wurden nach de Boer
et al. (1983) eingefügt. Zusätzlich sind das Startcodon, der His-Tag und die spacer-Region mit Linien gekennzeichnet.
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                                    tac-Promotor                                                  SD                                ectA 

TCATAACGGTTCTGGCAAATATTCTGAAATGAGCTGTTGACAATTAATCATCGGCTCGTATAATGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGAATTCGAGCTCGGTACCTGTGCGGATATGCC    137 

                                     -35                   -10       +1                           
 

TACCCTAAAAAGGAATTCAATCAACAACCCCAAAGGCATTGTTTTGAGTTTCCCCACCGTAATGCTCCGTCGTCCAACCGACGGCGACGGTTACAACCTTCATCAGCTGGTGGCGCGCTGCCAGCCCCTCGATACCA    274 
 

ATTCGGTCTACTGCAACCTGCTGCAGTGTTCCGATTTCGCTGATACCGCCATCGCCGCAGAGAACGCTCAAGGCGAGCTGGTCGGTTTCATCTCGGGTTACCGCCCCCCTTCGCGGCCGGACACGCTGTTCGTCTGG    411 
 

CAGGTCGCCGTCGACAGCTCGATGCGCGGTCAGGGGCTGGCCCTGCGCATGCTGCTGGCACTGACCGCCCGGGTCGCTCGCGAGTACGGCGTGCGTTACATGGAAACCACCATCTCGCCGGACAACGGGGCGTCACA    548 
 

GGCGCTGTTCAAGCGGGCCTTCGACCGCCTCGATGCCAACTGCACGACGCGCACGCTGTTCGCCCGCGACACGCATTTCGCCGGTCAGCACGAGGACGAGGTGCTCTACCGCGCCGGCCCGTTCACCGTTTCCCATC    685 
 

                SD       ectB 

TAGAAGAAGAGCTCAAGGAGCACGCATGAAAACTTTTGAACTGAATGAATCCAGGGTTCGCAGCTACTGCCGTTCCTTCCCCGTGGTCTTCAAGCAGGCCCAGGGCGCCGAACTGGTCACCCAGGACGGCAAGCGCT    822 
 

ACATCGACTTCCTCGCTGGTGCCGGCACGCTCAACTACGGGCACAACCACCCGGTGCTCAAGCAGGCGCTGCTCGAGTACATCGAGAGCGACGGCATCACCCACGGCCTGGACATGTACACCGAAGCCAAGGAGCGT    959 
 

TTCCTCGAAACCTTCAACCGGCTGATCCTCGAGCCGCGCGGCATGGGCGACTACCGCATGCAGTTCACCGGCCCGACCGGCACCAACGCGGTCGAGGCGGCGATGAAGCTGGCGCGCAAGGTCACCGGACGCAACAA   1096 
 

CATCATCAGCTTCACCAATGGCTTCCACGGCTGCAGCATTGGCGCGCTGGCCGCCACCGGCAACCAGCATCACCGTGGTGGTTCGGGCATCAGCCTCACCGATGTCAGCCGCATGCCGTACGCCAATTACTTTGGCG   1233 
 

ACAAGACCAACACCATCGGCATGATGGACAAGCTCTTGTCCGACCCATCCAGCGGTATCGACAAGCCGGCGGCGGTGATCGTCGAGGTGGTGCAGGGCGAAGGCGGCCTGAACACCGCGTCGGCCGAATGGATGCGC   1370 
 

AAGCTCGAGAAGCTCTGCCGCAAGCACGAGATGCTGCTGATCGTCGACGACATCCAGGCCGGCTGCGGCCGCACCGGGACTTTCTTCAGCTTCGAAGAGATGGGCATCCAGCCGGATATCGTCACGCTGTCCAAGTC   1507 
 

GCTGTCCGGCTACGGCCTGCCGTTCGCCATGGTGTTGCTGCGCCAGGAGCTGGACCAGTGGAAGCCCGGCGAACACAACGGCACCTTCCGCGGCAACAACCATGCATTCGTCACGGCGGCCGCGGCGGTCGAGCACT   1644 
   

TCTGGCAGAACGACGCGTTCGCCAACAGCGTGAAGGCCAAGGGCAAGCGCATCGCCGACGGCATGCAGCGCATCATCCGTCGCCACGGCCCGGATTCGCTGTTCCTCAAGGGCCGCGGGATGATGATCGGCATCAGC   1781 
 

TGCCCCGATGGCGAGATTGCCGCCGCAGTGTGCCGCCATGCCTTCGAAAACGGCCTGGTGATCGAGACCAGCGGCGCCCACAGCGAAGTGGTCAAGTGCCTGTGCCCGCTGATCATCAGCGATGAGCAGATCGACAA   1918 
 

                                                                     SD         ectC 

GGCACTTTCCATCCTCGACAAGGCCTTTGCCGCCGTGATGAGCGAGCAGACCGAGAACCAAGCTTCCTGAGGTATCCGCAATGATCGTCAGAACCCTCGCCGAGTGCGAAAAGACCGACCGCAAGGTCCACAGCCAG   2055 
 

ACCGGCACCTGGGACAGCACGCGCATGCTGCTCAAGGACGACAAGGTGGGATTCTCCTTCCACATCACCACCATCTACGCCGGCAGCGAGACGCACATCCACTACCAGAACCACTTCGAGTCGGTGTACTGCATCAG   2192 
 

CGGCAATGGCGAGATCGAAACCATCGCCGACGGCAAGATCTACAAGATCGAGCCGGGCACGCTGTACGTGCTGGACAAGCATGACGAGCACCTGCTGCGCGGTGGCAGCGAAGACATGAAGCTGGCCTGCGTCTTCA   2329 
 

                                                                                                                        SD 

ACCCGCCGCTCAACGGGCGCGAAGTGCATGACGAAAGCGGCGTCTATCCGCTGGAGGCCGAAACCGTCTGATACCGGTTTAACCGGGGCGGCCACCGCGCCGCCCCGCCATTACAAGAAAGGAGGTAAGCGTGAACC   2466 
 

  ectD 

CTATGCAAGCCGACCTGTATCCCTCGCGCCAGGAAGACCAGCCCAGCTGGCAGGAACGCCTGGATCCGGTCGTCTACCGCAGCGACCTGGAGAATGCGCCAATCGCGGCAGAGCTGGTCGAACGCTTCGAGCGCGAC   2603 
 

GGCTACCTGGTCATCCCCAATCTGTTCAGCGCCGACGAAGTCGCGCTGTTTCGCGCCGAACTCGAGCGCATGCGCCAGGACCCGGCCGTCGCCGGTTCCGGCAAGACCATCAAGGAACCCGACAGCGGTGCGATCCG   2740 
 

CTCGGTGTTCGCCATCCACAAGGACAACGAGCTGTTCGCCCGCGTCGCAGCCGACGAGCGCACCGCCGGCATCGCCCGCTTCATCCTTGGCGGCGACCTGTACGTGCATCAGTCGCGAATGAACTTCAAGCCCGGCT   2877 
 

TCACCGGCAAGGAGTTCTACTGGCACTCGGATTTCGAGACCTGGCACATCGAGGACGGCATGCCGCGCATGCGCTGCCTGTCCTGCTCGATCCTCTTGACCGACAACGAGCCGCACAACGGCCCGCTGATGCTGATG   3014 
 

CCCGGCTCGCACAAGCACTACGTGCGCTGTGTCGGAGCCACACCGGAAAATCACTACGAGAAGTCCCTGCGCAAGCAGGAGATCGGCATCCCCGACCAGAACAGCCTGAGCGAGCTGGCCAGCCGCTTCGGCATCGA   3151 
 

CTGCGCCACCGGCCCCGCCGGCAGCGTGGTGTTCTTCGACTGCAACACCATGCATGGCTCCAATGGCAACATCACGCCCAGCGCGCGGAGCAATCTGTTCTACGTCTACAACCACGTGGATAATGCCGTGCAGGCTC   3288 
 

CGTTCTGCGAGCAGAAACCGCGCCCGGCCTTTGTCGCCGAACGCGAGAATTTCAAGCCGCTGGACATTCGGCCGCAACAGTATCTCTGAGGCGATGGTCGACCTGCAGGCAT   3400 

 

Abb. 7.8: Sequenzausschnitt des Expressionsvektors pSynect2
Das ectABCD-Gencluster von P. stutzeri befindet sich im Shuttle-Vektor pRL59EH-Ω stromabwärts des tac-Promotors. Die -35- und -10-Region, der
Transkriptionsstartpunkt (+1) sowie die Shine-Dalgarno-Sequenz (SD) innerhalb der Ribosomenbindestelle (RBS) wurden nach de Boer et al. (1983) eingefügt.
Zusätzlich sind Startcodons mit einer durchgezogenen und SD-Sequenzen innerhalb der potenziellen RBS mit einer gestrichelten Linie gekennzeichnet.
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