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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Verwendung von Proteinen in der Biotechnologie und Medizin

Proteine sind aus Aminosduren aufgebaute Biomolekiile und werden oft als ,,Bausteine der Zelle”
bezeichnet. Sie geben der Zelle nicht nur ihre Form und Struktur, sondern sind auch in unzahligen
ihrer Funktionen involviert. Beispiele hierflir sind unter anderem Enzyme, eine Klasse von
Proteinen, die intrazelluldare biochemische Reaktionen katalysieren und damit haufig Aufgaben
des Zellmetabolismus erflllen. In die Membran eingebettete Proteine, sogenannte
Membranproteine, kdnnen Kanale oder Poren bilden, die fir den Transport von Nahrstoffen oder
auch anderer kleiner Molekiile verantwortlich sind. Andere Proteine wiederum wirken in der Zelle
als Rezeptoren oder Signallibermittler. Die Vielzahl der von Proteinen ausgefiihrten Aufgaben
basiert auf der Vielfaltigkeit ihrer dreidimensionalen Strukturen. Aufgrund der genannten
Funktionen, die Proteine in der Zelle Gbernehmen, sind sie fiir die Biotechnologie und Medizin
von besonderem Interesse. Beispielsweise wird in der Biotechnologie auf die Erforschung von
Enzymen aufgrund ihrer vielfaltigen Anwendungsgebiete als Biokatalysatoren in der organischen
Synthese bestimmter Produkte (Li et al, 2013; Straathof et al, 2002), in der
Lebensmittelproduktion (Jaeger & Reetz, 1998; Martins et al., 2013), der Textilindustrie (Basto et
al., 2007; Diaz Blanco et al., 2012) oder in der Herstellung medizinischer Materialien (Vasconcelos
et al., 2010) ein besonderes Augenmerk gerichtet. Ebenso ist die Identifizierung neuer Proteine
und die Entschlisselung ihrer Funktionen die Grundlage fiir die Entwicklung neuer Medikamente.
Eines der bedeutendsten Bespiele hierfiir ist die Entdeckung des Insulins aus dem
Pankreasgewebe von Hunden, welches Diabetikern injiziert wurde und wodurch ihr
Blutzuckerspiegel nachweislich gesenkt werden konnte (Banting et al., 1923, 1991). Die Aufgaben
und die biologische Relevanz lipolytischer Enzyme als Vertreter einer besonders erforschten
Proteingruppe der Biotechnologie sowie die Proteinklasse der Membranproteine, die in der

Medizin an Relevanz gewinnt, sollen im Nachfolgenden detailliert erldutert werden.
1.1.1 Lipolytische Enzyme

Lipolytische Enzyme werden allgemein zu Enzymen zusammengefasst, die Ester unter
Anwesenheit von Wasser in einer reversiblen Reaktion hydrolytisch in einen Alkohol und eine
Saure spalten. Damit spielen sie eine wichtige Rolle bei der Fettverdauung und bei der

Mobilisierung von korpereigenen Fettreserven zur Energiebereitstellung. Lipolytische Enzyme sind
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in einzelligen Bakterien, aber auch in hoheren Organismen wie Pilzen und Pflanzen bis hin zu
Saugetieren aufzufinden (Nagarajan, 2012; Schmid & Verger, 1998; Singh & Mukhopadhyay,
2012). Die meisten bakteriellen lipolytischen Enzyme stammen hierbei aus Pseudomonas,
Burkholderia, Alcaligenes, Acinetobacter, Bacillus und Chromobacterium spec., wahrend
lipolytische Enzyme aus Pilzen vorwiegend aus Candida, Humicola, Penicillium, Yarrowia, Mucor,
Rhizopus und Aspergillus spec. gewonnen werden (Jaeger & Reetz, 1998; Nagarajan, 2012; Singh
& Mukhopadhyay, 2012). Bakterien produzieren neben verschiedenen anderen Klassen von
lipolytischen Enzymen insbesondere die Carboxylester-Hydrolasen (EC 3.1.1). Lipasen und
Esterasen werden aufgrund ihrer unterschiedlichen Substratspezifititen in zwei weitere
Unterklassen unterteilt. Die Esterasen, welche der Klasse der Carboxylesterasen (EC 3.1.1.1)
zugewiesen werden, hydrolysieren kurzkettige Triglyceride (Abb. 1), die partiell in Wasser 16slich
sind (Arpigny & Jaeger, 1999). Lipasen, welche der Klasse der Triacylglycerol-Lipasen (EC 3.1.1.3)
zugehorig sind, katalysieren bevorzugt die Hydrolyse und die Synthese von langkettigen,
wasserunloslichen Triglyceriden. Sie sind jedoch ebenfalls in der Lage, kurzkettige Triglyceride

umzusetzen, wie in Abbildung 1 dargestellt (Arpigny & Jaeger, 1999; Jaeger & Reetz, 1998).

0]
O)k/\/\/\ OH
o} . e}
)J\/\/\/\ Llpase )k/\/\/\
O o + 3 HZO e OH + 3 HO
O)J\/\/\/\ OH
Tryacylglcerol Glycerol Fettsdure

Abb. 1: Die katalytische Reaktion von Lipasen und Esterasen
Triacylglycerol kann durch die Katalyse von Lipasen oder Esterasen zu Glycerol und Fettsduren hydrolysiert

werden. In der umgekehrten Reaktion werden Glycerol und Fettsdauren zu einem Triacylglycerid katalysiert.

1.1.1.1 Biotechnologische Relevanz von lipolytischen Enzymen

Die enzymatische Synthese von chemischen Verbindungen weist mehrere Vorteile gegeniiber der
chemischen  Synthese auf. Dazu gehéren unter anderem umweltfreundlichere
Reaktionsbedingungen, eine CO,-neutrale Produktion sowie ein niedrigerer Energieverbrauch und
eine leichtere Abfallentsorgung (Hudlicky & Reed, 2009).

Lipolytische Enzyme, im Besonderen Lipasen, gehoren zu der bedeutendsten Enzymklasse im
Bereich der Biotechnologie (Boland et al., 1991). Ein Grund fiir ihr hohes biokatalytisches und
biotechnologisches Potential ist unter anderem die Eigenschaft, Reaktionen mit hoher Regio- und
Enantioselektivitat zu katalysieren (Jaeger et al., 1999; Romas J. Kazlauskas, 1998). Dabei spielen

weitere Faktoren wie eine hohe Stabilitdt in organischen Lésungsmitteln (Bornscheuer et al.,
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2002; White & White, 1997) und ein breites Substratspektrum (Henne et al., 2000) eine
entscheidende Rolle. Lipolytische Enzyme kdnnen oft in groRen Mengen biotechnologisch zur
Verfligung gestellt werden, da viele Lipasen und Esterasen hohe Expressionslevel in Organismen
wie Bakterien oder Pilzen zeigen (Jaeger & Eggert, 2002; Valero, 2012). Die funktionelle
Expression der Hydrolasegene erfolgt dabei ohne die Zugabe bestimmter Kofaktoren
(Bornscheuer et al., 2002; Jaeger & Eggert, 2002).

Die kommerzielle Anwendung von Lipasen und Esterasen ist ein Milliardengeschéft im Hinblick auf
ihren vielfaltigen Einsatz als Biokatalysatoren (Hasan et al., 2006; Kennedy & White, 1983). So
werden sie in unterschiedlichen industriellen Prozessen wie der Herstellung von Pharmazeutika
aufgrund ihrer hohen enantioselektiven Reaktionen (Ono et al., 2001) oder der Produktion von
Kosmetika wie Seifen (Schmid & Verger, 1998) und Duftstoffen (Kiyota et al., 2001) eingesetzt. Ein
weiterer Einsatzbereich ist die Lebensmittelindustrie (Jaeger & Reetz, 1998; Olempska-Beer et al.,
2006). So werden Lipasen und Esterasen beispielsweise fir die Bereitstellung von Kakaobutter-
Aquivalenten oder fiir die Produktion von Kise (Schmid & Verger, 1998) eingesetzt. Ebenso sind
sie in die Produktion von Agrochemikalien (Tanaka et al., 2002) und Biodiesel involviert (Fukuda et
al., 2001; Jaeger & Eggert, 2002). Lipolytische Enzyme spielen des Weiteren eine wichtige Rolle in
der Synthese von Polymeren (Gross et al., 2001) und Feinchemikalien wie enantiomerenreiner
Alkohole sowie chiraler Amide und Amine (Schmid et al., 2001; Straathof et al., 2002).

Die Nutzung dieser Biokatalysatoren im industriellen MafRstab wird haufig durch eine ineffiziente
funktionelle Synthese limitiert. Hierflr sollte der Mechanismus der Genexpression, Faltung und
Sekretion der verfligbaren lipolytischen Enzyme geklart sein. Bislang konnten einige
Kristallstrukturen von Lipasen und Esterasen gelost werden, wobei die daraus erhaltenen
Informationen Uber ihre Proteinstruktur das molekulare Modulieren zwecks Aktivitdtsoptimierung
erleichtern (Jaeger et al., 1999; Jaeger & Eggert, 2002). Trotz dieser Fortschritte sind die 3D-
Strukturen vieler Lipasen zurzeit noch nicht verfligbar, wodurch die Erforschung der Eigenschaften
lipolytischer Proteine beeintrachtigt wird (Jaeger et al., 1999). Die Suche nach geeigneten
bakteriellen Expressionswirten fir Lipasen und Esterasen, die eine verbesserte Genexpression und
Enzymaktivitit ermoglichen, stellt eine Maéglichkeit zur Uberwindung der vorhandenen
Limitierungen dar. Ein weiteres Ziel der Biotechnologie ist neben der Aktivitatsoptimierung von
bisher identifizierten Enzymen die Entdeckung neuer Enzyme mit noch unbekannten und
moglicherweise auRergewdhnlichen Eigenschaften. Eine Moglichkeit neue lipolytische Enzyme zu
identifizieren, ist das Screening von Lipasen und Esterasen innerhalb von Metagenom-
Bibliotheken, das die Entdeckung von Enzymen bisher nicht kultivierbarer Organismen ermaoglicht

(Chow et al., 2011; Streit & Schmitz, 2004).
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1.1.1.2 Bedeutung der Metagenomik fiir die Identifizierung neuer Gene

Die Metagenomik ist ein relativ neues Feld der Biowissenschaften, das die Identifizierung neuer
Mikroorganismen und ihrer Enzyme unabhéangig von ihrer Kultivierbarkeit ermoglicht. 99,8 % aller
Mikroben, die in den unterschiedlichsten Habitaten vorkommen, sind nicht kultivierbar. Die
Metagenom-Technologie liberwindet dieses Hindernis, indem Kultur-unabhangige Methoden
angewendet werden. Metagenomische Anwendungen bedeuten fiir die Biotechnologie die
Entdeckung neuer Biokatalysatoren und eine groBere Auswahl an Molekilen, die groRes Potential
besitzen, um in industriellen Prozessen verwendet zu werden (Streit & Schmitz, 2004; Streit et al.,
2004). Die Methode der Metagenomik beinhaltet die Extraktion und Analyse der Genome eines
gesamten Habitats. Dies ermoglicht die Erforschung der Vielfaltigkeit der unterschiedlichen Gene
und ihrer Produkte und erlaubt Einblicke in die Okologie des jeweiligen Habitats (Schmeisser et
al., 2007). Hierfir wird die DNA aus dem zu untersuchenden Habitat isoliert und mittels
Klonierung in spezielle Vektorsysteme eingebracht. Die so generierten DNA-Bibliotheken sind das
Grundgerist der Metagenom-Analyse. Die weitere Untersuchung der genomischen DNA kann auf
zwei verschiedenen Wegen erfolgen. Zum einen gibt es die funktionsbasierte Analyse, in der die
Metagenom-Bibliothek hinsichtlich ihrer Enzymaktivitaten untersucht wird. Zum anderen kann die
sequenzbasierte Analyse verwendet werden, in der das Genom auf bestimmte Gen-Sequenzen
analysiert wird, um funktionelle Informationen des Organismus zu erhalten (Schloss &
Handelsman, 2003). Die funktionsbasierte Analyse, die Uberwiegend in der Biotechnologie
Anwendung findet, wird durch eine ineffektive funktionelle heterologe Expression der Gene
limitiert. Limitierungen der heterologen Genexpression sind unter anderem nicht erkannte
Promotoren, Proteintoxizitat, fehlende Kofaktoren oder fehlende Faltungshelfer und
Sekretionssysteme (Streit & Schmitz, 2004). E. coli wird in der funktionsbasierten Metagenom-
Analyse als Standardwirt verwendet (Streit & Schmitz, 2004). Ein GroRteil der Gene kann aufgrund
der ineffizienten Proteinsynthese in E. coli nicht beschrieben werden. Diese Limitierung ist unter
anderem auf eine partielle Syntheseleistung der bakteriellen Polymerasen zurlickzufiihren, die
aufgrund der GroRe der Metagenomfragmente nur die Gene, die in den ,Randbereichen” der
Fragmente lokalisiert sind, exprimiert (Troeschel et al., 2010). Eine Moglichkeit, die Expression
von bisher unbekannten Genen, insbesondere Hydrolasegenen, zu verbessern und damit die
Chance, neue lipolytische Enzyme zu entdecken, ist moglicherweise der Einsatz verschiedener

Expressionswirte wahrend der Metagenomstudien (Leis et al., 2013).
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1.1.2 Membranproteine

Membranproteine sind in die Membran eingebettete oder an diese assoziierte Proteine und
kommen in Membranen von einzelligen Bakterien bis hin zu héheren Organismen wie Pflanzen
oder Sadugetieren vor. Membranprotein kodierende Gene machen bis zu einem Drittel des
prokaryotischen und eukaryotischen Genoms aus, und ihre Produkte (bernehmen zentrale
Aufgaben der Zellphysiologie (Drew et al., 2003; Wallin & von Heijne, 1998) wie die
SignallGbermittlung (Bilwes et al., 1999; Dong et al., 2010; Warne et al., 2010), die
Energieumwandlung (Capaldi & Aggeler, 2002; Neutze et al., 2002), den selektiven lonentransport
(Gonen & Walz, 2006; Olesen et al., 2007), die Nahrstoffaufnahme oder die Zell-Zell-Interaktion
(Drew et al., 2003). Sie werden eingeteilt in integrale Membranproteine, die vollstindig in die
Membran eingebettet sind, und in periphere Membranproteine, die meist nur an den
Lipidkopfgruppen der Membran oder anderen integralen Membranproteinen gebunden sind

(Abb. 2).

A Integrales B
Membranprotein

B-Barrel-Protein

Hydrophile Kopfgruppe

\ / by Fettsiureketten

Peripheres Membranprotein a-Helix-Struktur

Hydrophobe

Abb. 2: Schematische Darstellung typischer Membranproteine in einer Biomembran

Zellmembranen bestehen aus einer Doppelschicht von Phospholipidmolekiilen, die aus einer hydrophilen
Kopfgruppe und einer hydrophoben Fettsdurekette bestehen. A) Integrale Membranproteine durchspannen
die Phospholipid-Doppelschicht, wahrend die peripheren Proteine nicht in den hydrophoben Bereich der
Zellmembran eindringen, sondern an die polaren Kopfgruppen der Lipide oder an die integralen
Membranproteine liber spezifische Wechselwirkungen gebunden sind. B) Besondere Membranstrukturen
der integralen Membranproteine sind die a-helikalen und B-Barrel-Proteine.

Integrale Membranproteine kénnen anhand ihrer Architektur in zwei Klassen unterteilt werden:
Proteine mit einer a-Helix-Sekundarstruktur und Proteine mit B-Faltblattstrukturen. a-helikale
Proteine sind in allen zellularen Membranen vertreten, und laut Vorhersageberechnungen von

internetbasierten Programmen wie TMHMM reprasentieren sie 20-25% aller bislang
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sequenzierten offenen Leserahmen (Krogh et al., 2001). Die Anzahl von Membranproteinen mit B-
Faltblatt-Strukturen ist ungewiss, da sich die ldentifizierung dieser Proteine mit Hilfe von
Sequenzanalysen schwieriger gestaltet (Elofsson & von Heijne, 2007). In Bakterien sind alle
bekannten [-Barrel-Proteine in den &uBeren Membranen lokalisiert und besitzen laut
Vorhersageberechnungen ein N-terminales Signalpeptid (Elofsson & von Heijne, 2007). Beide
Klassen von integralen Membranproteinen zeigen eine dhnliche Oberflachenstruktur bezliglich
ihrer nach auRRen gerichteten Aminosdurereste (Seshadri et al., 1998). Die Proteine werden von

IH

einem hydrophoben ,Glrtel“ umschlossen, der von aromatischen Aminosauren (Tryptophan und
Tyrosin) flankiert wird (Elofsson & von Heijne, 2007). Wahrend a-helikale Membranproteine eine
mehr oder weniger gleichmaRige hydrophobe Verteilung aufweisen (Bowie, 1997; Wallin et al.,
1997), zeigen B-Barrel-Proteine ein amphiphiles Verhalten, wodurch die Proteinoberflache in der
Membrandomane eine groRere Hydrophobizitdt als der Proteinkern aufweist (Ulmschneider et
al., 2005). Auch wenn sich die Oberflachenstruktur beider Proteinklassen dhnelt, unterscheiden
sich Sekundarstruktur und Faltung stark voneinander (Elofsson & von Heijne, 2007). a-helikale
Proteine bestehen aus langen transmembranen a-Helices, die spiralférmig umeinander

angeordnet sind, wahrend [-Barrel-Proteine aus antiparallel verlaufenden B-Faltblattern

bestehen, die eine Rohre bilden.

1.1.2.1 Bedeutung von Membranproteinen fiir die Medizin

Das Interesse an Membranproteinen ist aufgrund ihrer zentralen Funktionen in der Zellbiologie
und -physiologie sehr grof. 50-60 % aller bisher entwickelten Medikamente zielen auf die
Funktion von Membranproteinen ab (Klabunde & Hessler, 2002; Ren et al., 2009; Yin, 2008). Die
grofRte Superfamilie der menschlichen integralen Membranproteine stellt die der G-Protein-
gekoppelten Rezeptoren (GPCR) dar (Flower, 1999; Takeda et al., 2002). GPCR-kodierende Gene
machen ca. 4 % des menschlichen Genoms aus und stellen damit ungefahr 800 funktionelle Gene
dar (Ren et al.,, 2009; Warne et al., 2010). G-Protein-gekoppelte Rezeptoren besitzen eine
konservierte Struktur aus 7 Transmembran-Helices und sind in der Zellmembran lokalisiert. lhre
Aufgabe besteht in der Detektion und Umwandlung endogener Signale in eine intrazelluldre
Antwort (Klabunde & Hessler, 2002). Damit spielen sie beispielsweise eine wichtige Rolle in den
zelluldaren Prozessen des Sehvermogens, des Gedachtnisses, der Regulation des Blutdrucks oder
der Entwicklung der Geschlechtsorgane (Neves et al., 2002; Sodhi et al., 2004).

Viele Prozesse, in denen Membranproteine, insbesondere GPCR, involviert sind, hdngen oft mit
Krankheiten wie rheumatischer Arthrose, Multipler Sklerose, Autoimmunerkrankungen, Darm-

und Lungenentziindungen, HIV-Infektionen oder Krebs zusammen (Scholten et al., 2012).
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Waiahrend im Jahr 2001 die Produktion von Medikamenten, die auf die Funktionen von
Membranproteinen zielen, einen Jahresumsatz von 30 Milliarden Dollar ausmachte (Klabunde &
Hessler, 2002), steigerte sich der weltweite jahrliche Umsatz in den darauf folgenden finf Jahren
auf 50 Milliarden (Lundstrom, 2006). Ein bekanntes Beispiel ist die Herstellung von Betablockern,
die oft bei Herzleiden eingesetzt werden. lhr Wirkstoff blockiert die B-Adrenorezeptoren und
unterbindet damit die Ausschiittung von Adrenalin und Noradrenalin. Die Folge ist das
Herabsetzen der Ruheherzfrequenz und des Blutdrucks (Rengo et al., 2012).

Trotz des grofRen Interesses an Membranproteinen und ihrer Wirkung auf den Zellmetabolismus
konnte bisher nur eine kleine Anzahl von Membranproteinstrukturen gelést werden (Andréll &
Tate, 2013; Koth & Payandeh, 2009; Surade & Klein, 2006), die jedoch fiir die Entschlisselung
ihrer Funktionen oft notwendig sind. Von insgesamt 91.550 geldsten Proteinstrukturen entfallen
bislang nur 484 Strukturen auf Membranproteine, womit diese Proteingruppe in der
Proteinstruktur-Datenbank extrem unterreprasentiert ist (RCSB Protein Data Bank, Stand Juni
2013; http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do). Die Anzahl der mittels Sequenzanalysen
berechneten Membranproteine steigt stetig an, wahrend die Informationen Uber ihre Struktur
und Funktion unentschliisselt bleiben. Dieses Ergebnis ist auf die technischen Schwierigkeiten
bezlglich ihrer hydrophoben Natur, ihres teilweise geringen natirlichen Vorkommens sowie der
Proteininstabilitdt zurlickzufiihren (Bernaudat et al., 2011), die haufig mit Problemen der
Expression, Reinigung und Charakterisierung einhergehen. Die Entdeckung neuer unbekannter
GPCR sowie die Entschlisselung der Funktion bereits identifizierter GPCR mit Hilfe von
verbesserten Expressionssystemen und neu entwickelten Screening-Tests ist ein wichtiger
Ansatzpunkt fiir die Entwicklung neuer Medikamente gegen bislang noch unheilbare und tédliche

Krankheiten (Wang et al., 2012; Zhang & Xie, 2012).
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1.2 Gewinnung von Proteinen durch die heterologe Genexpression

Die ldentifizierung neuer Proteine und ihrer Funktion ist aufgrund des potentiellen Nutzens fir
industrielle oder therapeutische Anwendungen ein wesentlicher Bestandteil der Biotechnologie
und Biomedizin. Voraussetzung flir das vollstandige Erfassen der Funktion von Proteinen ist
meistens die Struktur. Fir die strukturelle Aufklarung zu untersuchender Proteine werden
signifikante Mengen an Protein bendtigt. Proteine werden in ihrem Ursprungswirt jedoch oft nur
in geringen Mengen und unter definierten Bedingungen synthetisiert, so dass deren Aufreinigung
hieraus nicht effizient oder unmoglich ist. Der Einsatz von alternativen Expressionswirten ist
erforderlich.

Bei der heterologen Genexpression erfolgt die Synthese des Zielproteins nicht in seinem
Ursprungsorganismus, sondern durch genetische Manipulation in einem kostengiinstigen und
leicht handhabbaren Mikroorganismus oder in Zellkulturen. Als Expressionswirte dienen unter
anderem Bakterien (Sgrensen & Mortensen, 2005; Zweers et al., 2008), Hefen (Cregg et al., 2009)
oder auch hohere Organismen wie Pflanzen (Boehm, 2007), insbesondere auch Algen (Ledn-
Bafiares et al., 2004), Insekten (Altmann et al., 1999) oder Saugerzellen (Hofmann et al., 1995).
Die verschiedenen Organismen unterscheiden sich deutlich in ihren Eigenschaften. So eignen sich
Bakterien aufgrund des schnellen Zellwachstums, der einfachen genetischen Manipulier- und
Kultivierbarkeit sowie des hohen Expressionslevels (Zweers et al., 2008) besonders als Wirte fir
die heterologe Expression von |6slichen prokaryotischen Genen. Aufgrund verschiedener Faktoren
wie beispielsweise das Fehlen von posttranslationalen Modifikationen fihrt die Synthese von
eukaryotischen Proteinen sowie von Membranproteinen haufig zu der Bildung von unl6slichen
Proteinaggregaten (Freigassner et al., 2009; Georgiou & Valax, 1996). Als Alternative zu den
prokaryotischen Expressionswirten wird oftmals auf einen eukaryotischen Expressionswirt
zurickgegriffen. Hefen verfligen dhnlich wie die Bakterien Uiber kurze Generationszeiten und eine
einfache Kultivierbarkeit. Zudem sind sie in der Lage, posttranslationale Modifikationen an dem
rekombinanten Protein vorzunehmen und besitzen eine Lipidzusammensetzung, die der der
héheren eukarytotischen Systeme &ahnelt (Freigassner et al.,, 2009). Diese Besonderheiten
zeichnen den Expressionswirt Hefe fiir die Synthese eukaryotischer Proteine aus. Nachteile dieser
Organismen sind jedoch die Proteindegradation durch die Sekretion der heterologen Proteine ins
Medium und die Hyperglykosylierung, die sich deutlich von der Glykosylierung in Sdugetieren
oder Menschen unterscheidet (Boehm, 2007). Hohere eukaryotische Organismen wie Algen,
Pflanzen oder Saugerzellen eignen sich aufgrund der kosten- und zeitintensiven Kultivierung sowie
der haufig geringen Proteinausbeuten nur bedingt fur die heterologe Expression in gréReren

Mengen. Diese Wirte werden vorwiegend fiir beispielsweise in vivo-Studien, die Synthese von
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Verbindungen wie Carotinoiden oder die Produktion von Antikérpern verwendet (Bernaudat et
al., 2011; Ledn-Bafiares et al., 2004). Die Expression von Genen in Insektenzellen stellt einen
Kompromiss zwischen bakteriellen Expressionssystemen und Expressionen in hoheren
eukaryotischen Systemen dar. Obwohl die Kultivierung von Insektenzellen kosten- und
zeitintensiver ist als die der Bakterienzellen, eignet sich dieser Expressionswirt aufgrund besserer
posttranslationaler Modifikationen im Vergleich zu Bakterien und Hefen besonders fir die

heterologe Expression eukarytoischer Gene (Bernaudat et al., 2011).

Um ein heterologes Protein effizient zu synthetisieren, wird neben dem Expressionswirt ein
geeigneter, leistungsstarker Expressionsvektor bendtigt.

Grundsatzlich werden Expressionssysteme in zwei Kategorien eingeteilt:

1) Systeme, die konstitutiv exprimierende Promotoren verwenden wie beispielsweise den
Promotor des Kanamycin-Gens (Paphll) (Katzke et al., 2010). Diese Promotoren werden flr eine
kontinuierliche Expression der heterologen Gene verwendet.

2) Systeme, die induzierbare Promotoren verwenden, um die Expression heterologer Gene durch
die Zugabe eines kiinstlichen Induktors zu induzieren, was die Trennung der Wachstumsphase von
der Expressionsphase ermoglicht. Diese Methode wird vorwiegend verwendet, um durch die
Expression ausgeloste negative Effekte zu regulieren.

Beispiele fiir Expressionssysteme, die sich in ihrem Induktionsmechanismus unterscheiden, sind
unter anderem Expressionssysteme, die auf Zucker-induzierbaren Promotoren wie den lac-, tac,
oder Gall-Promotoren basieren (de Boer et al., 1983; Brosius, 1988; Johnston, 1987). Neben den
bereits gut etablierten Systemen konnten auch lichtinduzierbare (Drepper et al. 2011; Hurley et
al. 2012; Lee et al. 2013), temperaturabhangige (Valdez-Cruz et al., 2010) oder autoinduzierbare

Expressionssysteme (Nocadello & Swennen, 2012) entwickelt werden.

Als besonderer Vertreter der Bakterien wird das Gram-negative Bakterium Escherichia coli
vorgestellt. Die Expression heterologer Gene in E. coli beruht haufig auf dem T7-RNA-Polymerase-
Expressionssystem. Es ist das bekannteste und weitverbreitetste Expressionssystem (Studier &
Moffatt, 1986; Tabor & Richardson, 1985; Terpe, 2006) und besteht aus einer T7-RNA-
Polymerase, deren Synthese unter der Kontrolle des /acUV5-Promotors steht, und dem
dazugehoérigem T7-Promotor, der letztlich die Expression des Zielgens reguliert (Studier &
Moffatt, 1986; Tabor & Richardson, 1985). Die T7-RNA-Polymerase besteht aus einer
Untereinheit, bendtigt keine weiteren Kofaktoren und ist spezifisch fiir den T7-Promotor, der aus
einer Sequenz von 23 Basenpaaren besteht (Kochetkov et al., 1998; Tabor & Richardson, 1985).
Die strikte Spezifitat der T7-RNA-Polymerase gegen den T7-Promotor sowie die Nichterkennung

des T7-Promotors von bakteriellen RNA-Polymerasen erlauben eine gerichtete Expression von
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selektiven Genen unter der Kontrolle des T7-RNA-Polymerase-Promotors (Davanloo et al., 1984;
Kochetkov et al., 1998; Tabor & Richardson, 1985).

Die Expression heterologer Gene in E. coli weist neben der kostenglinstigen Kultivierung, der
einfachen genetischen Manipulierbarkeit (Studier et al., 1990), den schnellen Generationszeiten
sowie der groRen Anzahl an verfligbaren Vektoren (Peti & Page, 2007) noch einen weiteren
Vorteil auf. E. coli ist in der Lage, 10-30% heterologes Protein, bezogen auf seinen
Gesamtproteingehalt, zu synthetisieren (Goulding & Jeanne Perry, 2003).

Die Synthese des Proteins hdngt jedoch von den Proteineigenschaften ab, und nicht jedes Protein
kann erfolgreich in E. coli synthetisiert werden. Komplex aufgebaute Proteine bestehen oft aus
mehreren Untereinheiten, Kofaktoren oder prosthetischen Gruppen und bendtigen
posttranslationale Modifikationen wie Glykosylierungen, um in ihre aktive Form umgewandelt zu
werden (Freigassner et al., 2009; Wagner et al.,, 2006; Weickert & Doherty, 1996). Diese
Anforderungen fiihren haufig, insbesondere bei eukaryotischen Proteinen, zu Problemen bei der

heterologen Synthese der Proteine, auf die im folgenden Kapitel ndher eingegangen wird.
1.2.1 Limitierungen und Ansatze zur Optimierung von heterologen Proteinprodukten

Wie in Kapitel 1.2 bereits erwahnt, weist die heterologe Genexpression in E. coli klare Vorteile wie
hohere Proteinausbeuten, schnellere Generationszeiten sowie kostenglinstige Kultivierung
gegeniber der homologen Genexpression auf. Dennoch treten auch erhebliche Nachteile auf, die

im Folgenden erlautert werden sollen (Abb. 3).
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Abb. 3: Schematische Darstellung moglicher Limitierungen wahrend der heterologen Expression in E. coli
Dargestellt ist der Ablauf der Proteinbiosynthese. Die blauen Pfeile stellen einige der kritischen Punkte
wahrend der heterologen Expression dar, die oft zu geringen Ausbeuten und inaktiven Proteinen fihren
kénnen.
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1.2.1.1 Abweichender Codon-Gebrauch

Codon usage beschreibt das Phdanomen, dass eine Aminosdure von mindestens einem oder auch
mehreren Triplett-Codons reprasentiert werden kann, wobei sich die Frequenz der Codon-
Tripletts in den einzelnen Organismen unterscheidet (Carbone et al., 2003). So kodieren die
insgesamt 61 vorhandenen Codons fiir die 20 in der Natur vorkommenden Aminosauren.
Demnach wird jede Aminosdure von einem (Methionin oder Tryptophan) bis zu sechs Codons
(Arginin, Leucin oder Serin) kodiert (Angov, 2011; Gustafsson et al., 2004). Die Bevorzugung
bestimmter Codons korreliert mit der Anzahl der spezifischen tRNA-Molekiile im tRNA-Pool der
Zelle, die deutlich starker vertreten sind als tRNA-Molekiile, die seltene Codons erkennen
(Andersson & Kurland, 1991; lkemura, 1985). Die Verwendung unterschiedlicher Codons geht oft
einher mit dem unterschiedlichem GC-Gehalt des Genoms (Knight et al., 2001). Zum Beispiel
kommt das Codon AGA, welches fiir die Aminosdure Arginin kodiert, in eukaryotischen Genen
haufig vor, wahrend es in E. coli besonders selten genutzt wird. Inzwischen wurde ein
Algorithmus, der ,Codon Adaption Index“, entwickelt, der beschreibt, wie gut die Codons eines
heterolog exprimierten Gens mit der codon usage des Wirtsorganismus Ubereinstimmen
(Calderone et al., 1996).

Bei der heterologen Expression kann der Vorrat der kognitiven tRNA fiir seltene Codons schnell
erschopft sein, wenn der Organismus, aus dem das Zielgen stammt, und der Expressionswirt sich
in ihrer codon usage unterscheiden (Angov et al., 2008; Gustafsson et al., 2004). Folgen sind unter
anderem eine Verzégerung wahrend der Elongation der Peptidkette (Zahn, 1996), ein fehlerhafter
Einbau von Aminosauren wie beispielsweise Lysin statt Arginin (Calderone et al., 1996; Forman et
al., 1998; McNulty et al, 2003), translationale ,Spriinge” (Kane et al, 1992) sowie
Leserasterverschiebungen (McNulty et al.,, 2003). Diese Beeintrdchtigungen wahrend der

Proteinbiosynthese flihren haufig zu einer niedrigen Akkumulation des Zielproteins (Abb. 3).

In den letzten Jahrzehnten wurden viele Techniken entwickelt, um die Limitierungen des
abweichenden Codon-Gebrauchs bei der heterologen Genexpression zu tGberwinden. Eine (bliche
Methode ist die codon harmonization, bei der die Codon-Sequenz des Zielgens verandert wird, so
dass die bendétigten Codons den tblichen Codons des Expressionswirts entsprechen, ohne jedoch
die Aminosduresequenz des Proteins zu beeinflussen (Angov, 2011; Gustafsson et al., 2004).
Hierfir werden gerichtete Punktmutationen eingefiihrt, um spezifische Basenpaaraustausche
durchzufiihren (AGA wird zu CGC), wobei die Aminosaure nicht verdandert bzw. durch eine andere
ersetzt wird (Calderone et al., 1996; Serensen & Mortensen, 2005). Bei vielen Codon-Austauschen

wird aufgrund des Kosten- und Zeitfaktors auf die komplette Neusynthese des Gens
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zurickgegriffen (Gustafsson et al.,, 2004; Patterson et al., 2005). Am Beispiel des humanen
Proteins Troponin T konnte gezeigt werden, dass die codon harmonization des Zielgens zu einer
verbesserten Genexpression flihrte (Hu et al., 1996). Weniger gute Ergebnisse hinsichtlich der
Expressionseffizienz wurden bei der ATP/ADP-Translokase aus Rickettsia prowazekii erzielt, da
trotz codon harmonization keine Verbesserung der Expressionsausbeute aufgezeigt werden
konnte (Alexeyev & Winkler, 1999).

Eine andere Moglichkeit, verbesserte Proteinausbeuten zu erreichen, ist die Koexpression von
Genen, die fur die kognitiven tRNA der seltenen Codons kodieren (Calderone et al., 1996; McNulty
et al., 2003), um damit den intrazellularen tRNA-Pool des Expressionswirts zu entlasten bzw. zu
erweitern (Gustafsson et al., 2004). Die tRNA-Expression kann somit zu deutlichen
Verbesserungen der Proteinausbeute fiihren (Calderone et al., 1996; Kane, 1995), birgt jedoch
auch klare Nachteile. Die exprimierten tRNA bendtigen bestimmte posttranskriptionale
Modifikationen (Bjork et al., 1987) wie tRNA-Methylierungen, um translationale Fehler wie
Leserasterverschiebungen zu vermeiden. Viele synthetisierte tRNA in E. coli werden aber nicht

ausreichend modifiziert und fiihren zu Fehlern wahrend der Translation (Gustafsson et al., 2004).
1.2.1.2 Toxische Effekte von Proteinen

Ein weiteres Problem der heterologen Expression ist der potentiell toxische Effekt von Proteinen
auf den Zellmetabolismus. Die Synthese toxischer Proteine kann die internen Zellprozesse
beeinflussen, so dass dies zum Absterben der Wirtszellen fihrt oder deutliche Defekte des
Zellwachstums hervorruft (Guan et al.,, 2013). Oft werden Plasmide, die ein toxisches Gen
enthalten, in entsprechenden Wirten instabil (Plasmidinstabilitdt), da viele Promotoren eine
basale Expression des Gens ohne vorherige Induktion zulassen (Andersson et al., 1996; Doherty et
al., 1993). Auch Proteine, die keine toxische Wirkung auf den Expressionsorganismus haben,
konnen diesen maligeblich beziliglich seiner Energie-Ressourcen und Biomasseproduktion
beeinflussen (Glick, 1995). Die Energie fir die Erhaltung und Replikation der Expressionsplasmide
sowie die Synthese der heterologen Proteine wird durch den Metabolismus des Wirts
bereitgestellt und kann eine Stressantwort in der Zelle hervorrufen (Corchero & Villaverde, 1998;
Dragosits et al., 2012). Als Konsequenz der metabolischen Uberbelastung sind unter anderem die
Verminderung der Wachstumsrate und Produktion der Biomasse sowie die Zerstdérung der
Ribosomen zu beobachten (Dong et al., 1995). Folge dieser physiologischen Verdnderung ist oft

eine geringe Ausbeute des Zielproteins (Abb. 3) (Glick, 1995; Hoffmann & Rinas, 2004).

Limitierungen durch toxische Effekte von Proteinen werden mit Hilfe verschiedener Methoden

Uberwunden bzw. reduziert. Eine Moglichkeit, toxische Effekte von Proteinen zu minimieren, ist
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der Einsatz von strikt regulierenden Promotoren. Diese unterbinden eine basale Expression vor
der Induktor-Zugabe (Saida et al.,, 2006) und gewdhrleisten damit die Produktion einer
ausreichenden Menge an Zellmaterial und eine kontrollierte Expression (Weickert & Doherty,
1996).

Das erste publizierte Expressionssystem (T7-RNA-Polymerase und T7-Promotor), das sich
aufgrund der geringen basalen Proteinexpression flir die Verwendung toxischer Proteine eignet,
wurde 1989 von Studier und Moffat beschrieben (Studier & Moffatt, 1986). In den letzten zwei
Jahrzehnten wurden viele weitere Expressionssysteme fiir die Synthese heterologer Proteine
entwickelt, die beispielsweise Rhamnose- oder Eisen-abhdngige Promotoren verwenden
(Giacalone et al., 2006; Guan et al., 2013). Zudem wurde ein selbst reguliertes System, das die
Proteinsynthese mit einem stressinduzierten, negativen Feedback-Mechanismus koppelt,
vorgestellt (Dragosits et al., 2012). Weitere Moglichkeiten, toxische Effekte durch die Synthese
heterologer Proteine zu reduzieren, sind die Nutzung einer geringeren Wachstumstemperatur vor
und wahrend der Induktion (Giacalone et al., 2006) sowie eine geringere Konzentrationszugabe
des Induktors, um eine bessere metabolische Kontrolle der Expression zu erhalten (Saida et al.,
2006) oder die Verwendung von Inhibitoren der Polymerase, um die basale Genexpression zu

reduzieren (Studier, 1991; Wagner & Klepsch, 2008).

1.2.1.3 Bildung von inclusion bodies

Ein Nachteil der heterologen Expression von Genen, insbesondere von Genen, die fir
Membranproteine kodieren, ist haufig die Fehlfaltung des Zielproteins (Baneyx & Mujacic, 2004;
Sabate et al., 2010). Fehlgefaltete und aggregierte Proteine werden als Einschlusskorperchen
(inclusion bodies) bezeichnet. Die Proteine liegen hierbei nicht in ihrer nativen Form vor und
konnen ohne weitere kosten- und zeitintensive MaRnahmen wie Denaturierung und
Renaturierung nicht in weiterfiihrenden Studien eingesetzt werden.

Die Bildung von inclusion bodies wird durch verschiedene Faktoren beeinflusst. Hierbei handelt es
sich vor allem um die strukturellen Eigenschaften des Proteins (Murby et al., 1995), den pH-Wert
und die Temperatur wahrend der Kultivierung und Expression (Charbonnier et al., 2001) sowie das
Expressionslevel des Gens (Strandberg & Enfors, 1991). Membranproteine sind typischerweise in
der Cytoplasmamembran (Bakterien) oder der Membran des endoplasmatischen Retikulums
(Eukaryoten) lokalisiert (Wagner et al., 2006), so dass die hydrophoben Reste des Proteins mit den
Lipiden der Membran wechselwirken. Dabei kann die zur Verfligung stehende
Membranoberflache von E. coli eine Limitierung fiir die Aufnahme von Membranproteinen in die

Zellmembran darstellen. So diskutieren zum Beispiel Schlieker et al. (2002), ob die GroRe der
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Proteine bei der Aggregation eine Rolle spielt. GroRere Proteine besitzen groBere hydrophobe
Oberflachen, die moglicherweise schneller zum Aggregieren neigen als kleinere Proteine
(Schlieker et al., 2002). Ein weiteres Problem ist die unterschiedliche Insertion von
Membranproteinen in Bakterien und Eukaryoten. Rekombinante Proteine werden in bakteriellen
Systemen im Cytosol hergestellt und mittels der Sekretions-Maschinerie - bestehend unter
anderem aus dem SRP (signal recognition particle), dem Sec-Translocon und YidC - richtig gefaltet
und in die Zellmembran eingelagert. Es konnte beschrieben werden, dass eine Uberlastung des
SRP zu einer facettenreichen Antwort in der Zelle fihrt. Unter anderem konnte eine Inaktivierung
der Ribosomen durch den RMF (ribosome modulation factor) beobachtet werden, indem die 70S-
Ribosomen zu 100S-Ribosomen dimerisieren. Folgen dieser Uberlastung sind die Bildung von
inclusion bodies (Abb. 3), Inhibierung der Translation von SRP-abhdngigen und -unabhangigen

Proteinen, vermindertes Zellwachstums oder sogar Zelltod (Burk et al., 2009; Laible et al., 2004).

Es wurden verschiedene Methoden entwickelt, um die Bildung aggregierter Proteine zu
vermeiden. Ein LOsungsansatz ist die Genexpression bei geringeren Temperaturen und unter
Einsatz schwacher Promotoren, um der Bildung von inclusion bodies vorzubeugen (Nannenga &
Baneyx, 2012; Wagner & Klepsch, 2008). Dabei soll die Proteinsynthese herunterreguliert werden,
um die metabolischen Systeme des Expressionswirts nicht zu Uberlasten und im Falle von
Membranproteinen eine kontrollierte Inkorporation der Proteine in die Membran herbeizufihren.
Von Miroux und Walker wurden zwei neue E. coli-Expressionsstamme C43(DE3) und C41(DE3) mit
drei Mutationen im Bereich des fiir die Genexpression der T7-RNA-Polymerase verantwortlichen
lacUV5-Promotors entwickelt, die durch Herabsetzen des Expressionslevels die Bildung von
Einschlusskorperchen verhindern sollen (Miroux & Walker, 1996; Wagner & Klepsch, 2008). Eine
weitere Moglichkeit zur Optimierung der Assemblierung von Membranproteinen in der Membran
ist die Kopplung eines Fusionspartners mit dem rekombinanten Protein. Mistic, ein 13 kDa groRes
Protein aus Bacillus subtilis, konnte als Faltungshelfer der heterologen Gene beschrieben werden
(Bernaudat et al., 2011). Dabei ist es, unabhdngig davon, ob es allein oder als Fusionspartner
exprimiert wird, mit der Membran assoziiert. Mistic interagiert direkt mit dem Translokon-
Komplex von E. coli und hilft bei gleichzeitiger Expression mit dem rekombinanten
Membranprotein, dieses in die Membran zu integrieren (Kefala et al., 2007). Die
erfolgversprechendste Methode jedoch ist die Koexpression von Faltungshelfern, sogenannten
molekularen Chaperonen. Molekulare Chaperone sind eine Klasse von Proteinen, die anderen
Proteinen helfen, ihre richtige Konformation und Lokalisation in der Zelle zu erlangen, indem sie
Teil des Proteins werden, jedoch ohne die native Proteinstruktur zu verandern (Baneyx, 2004). Die

Koexpression der drei Chaperon-Unterklassen (Baneyx & Mujacic, 2004) ,folding chaperones” wie
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DnaK oder das GroEL/ES-System (Schlieker et al., 2002), ,holding chaperones” wie lbpA/lbpB
(Allen et al., 1992) und ,disaggregation chaperones” wie ClpB (Sgrensen & Mortensen, 2005)
kénnen die Insertion der Proteine in die Membran verbessern (Sabate et al., 2010; Schlieker et al.,
2002; Wagner et al., 2006). Jedoch birgt die Koexpression von Chaperonen neben dem
rekombinanten Protein dhnliche Nachteile wie bei der Koexpression von Genen, die fir tRNA
kodieren. Es entsteht ein Energieverlust, der zu einer Blockade des metabolischen Synthesewegs
des Wirts flihren kann. Nicht alle Chaperone sind gleich gut fiir die Synthese jedes Proteins
geeignet. Die Kombination eines Zielgens mit Chaperonen beruht auf dem trial-and-error-

Prinzip” (Sabate et al., 2010).

1.2.1.4 Proteindegradation durch Proteasen

Eine weitere Folge der Bildung von aggregierten Proteinen ist die Stressantwort der Zelle
beziiglich der Synthese von Hitzeschockproteinen (Allen et al., 1992; Schlieker et al., 2002),
Faltungshelfern und Proteasen (Andersson & Kurland, 1991; Dragosits et al., 2012). Die vermehrte
Bildung von wirtseigenen Proteasen kann einhergehen mit der Proteolyse des Zielproteins
(Harcum & Bentley, 1999; Ramirez & Bentley, 1999; Sgrensen & Mortensen, 2005) und verhindert

oder reduziert damit dessen Akkumulation (Abb. 3).

Die Proteinausbeute Protease-sensitiver Proteine kann durch Deletionen der wirtsspezifischen
Proteasen verbessert werden (Bill et al., 2011; Idiris et al., 2006; Weickert & Doherty, 1996).
Protease-defiziente Stamme verhindern den proteolytischen Abbau des Zielproteins, verbessern

jedoch nicht die Genexpression.

1.2.1.5 Fehlen von Kofaktoren

Die Synthese komplexer Proteine bendtigt oftmals die Anwesenheit von essentiellen Kofaktoren
oder prosthetischen Gruppen wie Ham oder Flavin (Abb. 3) (Weickert & Doherty, 1996).
Kofaktoren helfen den Proteinen, ihre richtige Struktur auszubilden und stabilisieren zusatzlich
ihre Konformation (Opekarova & Tanner, 2003).

Als Beispiel kdnnen die P450-Monooxygenasen genannt werden, bei denen es sich um Hamb
enthaltende Monooxygenasen handelt. Die prosthetische Gruppe Ham b besteht aus einem Eisen-
lon, welches von einem Porphyrin-Molekiil umgeben und nicht kovalent an die Cystein-Reste des
Apoproteins gebunden ist (Urlacher & Girhard, 2012). P450-Monooxygenasen katalysieren die
Hydroxylierung nicht aktivierter Kohlenwasserstoffe nur in Anwesenheit der gebundenen

prosthetischen Gruppe (Urlacher & Girhard, 2012).
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Ebenso bendtigen viele Membranproteine die Anwesenheit bestimmter Kofaktoren.
Bakteriorhodopsin aus Halobacterium salinarium ist eine membranintegrierte lichtgesteuerte
Protonen-Pumpe, die als Kofaktor Retinal gebunden hat. Das Vitamin A Retinal wird als
Chromophor verwendet und ist Gber einen Lysin-Rest (Lys216) an das Apoprotein gebunden
(Deshpande & Sonar, 1999). Der lichtinduzierte Photozyklus von Bakteriorhodopsin kann nur in
Anwesenheit des gebundenen Retinals ablaufen (Lanyi, 2004).

Des Weiteren bendtigen manche Membranproteine eine bestimmte Lipidzusammensetzung, um
funktionell synthetisiert werden zu konnen (Opekarova & Tanner, 2003). Der eukaryotische
Hexose/Protonen-Symporter aus Chlorella kessleri ist fir den passiven Austausch von Hexosen
und Protonen verantwortlich. Es konnte beschrieben werden, dass die Anwesenheit des Lipids
Phosphatidylcholin fir die Aktivitat und Stabilitdt der Permease eine entscheidende Rolle spielt
(Robl et al., 2000).

In prokaryotischen Systemen herrscht oft ein Mangel an bestimmten Kofaktoren, oder bestimmte
Lipidzusammensetzungen fehlen ganz. Die Konsequenz daraus ist oft die Bildung von inclusion

bodies oder inaktivem Protein.

Durch Steigerung der endogenen Produktion oder durch Zugabe dieser Kofaktoren kann die
Synthese der rekombinanten Proteine verbessert werden (Weickert & Doherty, 1996).
Insbesondere wahrend der Faltung kénnen Kofaktoren wie Ca** oder Zn®* bestimmte Proteine

stabilisieren (Lilie et al., 1998).
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1.3 Das phototrophe Bakterium Rhodobacter capsulatus als alternativer

Expressionswirt

Wie in dem vorangegangenen Kapitel erlautert, geht die Expression rekombinanter Gene oft mit
verschiedenen Limitierungen einher, die durch die Optimierung eines Standardexpressionswirts
minimiert werden kénnen. Jedoch bewirken diese Ansdtze gerade bei komplex aufgebauten
Proteinen sowie bei Membranproteinen oft nur eine leichte Verbesserung der Expression und
Funktion. Die Expression in einem alternativen Organismus stellt daher oft den besseren
Losungsweg dar. Ein besonderer Vertreter dieser alternativen Expressionswirte ist das

phototrophe Bakterium Rhodobacter capsulatus.

R. capsulatus ist ein einzelliges, fakultativ anaerobes Nichtschwefel-Purpurbakterium aus der
Familie der Rhodospirillaceae (Weaver et al., 1975), welches erstmals 1907 beschrieben wurde
(Molisch, 1907). Die genauere Einordnung von R. capsulatus erfolgt in die Untergruppe der Gram-
negativen a-Proteobakterien, die sich durch stabchenférmige Zellen auszeichnen (Imhoff et al.,
1984). Als natirliche Habitate dienen lichtdurchdrungene Schichten in stehenden oder langsam
flieBenden Gewadssern und Seen sowie feuchter Boden und Schlamm (Weaver et al., 1975).
Phanotypisch zeichnet sich R. capsulatus durch die Bildung einer Polysaccharidkapsel sowie durch
eine rote Farbung aus, die durch die Photosynthesekomplexe unter phototrophen Bedingungen
hervorgerufen wird (Abb. 4). Die komplette Genomsequenz von R. capsulatus konnte 2010

sequenziert werden (Strnad et al., 2010).

Il L] y
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Abb. 4: Kultivierung von R. capsulatus auf Agarplatten und in Flissigkultur

Dargestellt ist die chemotrophe Kultivierung von R. capsulatus auf Agarplatten A). Phototroph kultivierte
Zellen auf Agar-Platten B) oder in Flussigkultur C) zeigen aufgrund der Photosynthesekomplex-Bildung eine
rotliche Farbung. Fotografien entnommen aus Drepper et al., 2012.
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Anoxygene, phototrophe Bakterien wie R. capsulatus sind in der Lage, verschiedene biochemische
Prozesse zu nutzen, um Energie zu generieren. Angepasst an ihre Umgebung kdnnen sie von
aerober zu anaerober Atmung (McCrindle et al., 2005; Zannoni, 1995) oder anoxygener

Photosynthese in Abwesenheit von Sauerstoff wechseln (Bauer et al., 2003; Gregor & Klug, 1999).

Der Prozess der anoxygenen Photosynthese wandelt Lichtenergie in einen Protonengradienten
um, der zur Synthese von Energiedquivalenten in Form von ATP genutzt wird. In
Sekundarreaktionen der Photosynthese wird CO, mittels der RuBisCo unter ATP-Verbrauch zum
Aufbau von organischen Kohlenstoffverbindungen fixiert (Tabita, 1995). Im Unterschied zu der
oxygenen Photosynthese der Pflanzen werden keine Redoxaquivalente und kein Sauerstoff
produziert. Diese Art der Energiegewinnung wird ausschlieBlich unter anaeroben Bedingungen im
Licht verwendet, wahrend im Dunkeln und unter aeroben Bedingungen die aerobe Respiration zur

Energiegewinnung eingesetzt wird.

Fallt demnach der Sauerstoffgehalt in der Umgebung, wird in phototrophen Bakterien die Bildung
des Photosyntheseapparats in Anwesenheit, aber auch in Abwesenheit von Licht induziert, die mit
einer gleichzeitigen VergroBerung der Membranflache einhergeht (Gregor & Klug, 1999; Gubellini
et al., 2007; Niederman, 2013; Woronowicz et al., 2013). Diese zusatzlichen Membranstrukturen
werden als intracytoplasmatisches Membransystem bezeichnet und beinhalten die neu
gebildeten Photosynthesekomplexe (Drews & Golecki, 1995; Drews, 2013; Oelze & Drews, 1972;
Tucker et al., 2010). Der Gehalt an Photosynthesekomplexen in den intracytoplasmatischen
Membranen ist abhangig von dem Sauerstoffgehalt und der Lichtintensitdt, denen die Zellen

ausgesetzt sind (Drews, 2013; Gregor & Klug, 1999; Woronowicz et al., 2013).

Steigt der Sauerstoffgehalt in der Umgebung an, erfolgt die Energiegewinnung (ber die aerobe
Respiration. Die hierfir benétigten Komplexe der Atmungskette sind in der Cytoplasmamembran
lokalisiert, so dass die Synthese eines intracytoplasmatischen Membransystems entfallt und die
bereits gebildeten intracytoplamatischen Membranen degradiert werden (Arai et al., 2008).

In R. capsulatus konnte ein Zwei-Komponenten-System RegB/RegA beschrieben werden, das eine
zentrale Rolle in der Regulation der Expression der Photosynthesegene einnimmt (Gregor & Klug,
1999; Wu & Bauer, 2008). Es wird postuliert, dass der Redox-Status des Ubiquinon/Ubiquinol-
Pools durch die Sensor-Kinase RegB wahrgenommen und dessen konservierte Histindinkinase
unter reduzierten Bedingungen autophosphoryliert wird. Die Phosphoryl-Gruppe wird auf den
Transkriptionsaktivator RegA Ubertragen, welcher die Transkription der Photosynthese-Gene
induziert (Drews, 2013). RegA kontrolliert dabei die Expression der Photosynthese-Gene fir die

Lichsammelkomplexe I/1l, das Reaktionszentrum sowie die Bakteriochlorophyllsynthese und die
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Carotinoidsynthese. Darlber hinaus ist das RegB/RegA-System an der Regulation der CO,- als
auch an der N,-Fixierung beteiligt (Elsen et al., 2000; Wu & Bauer, 2008). Der Elektronenfluss
entlang der Atmungskette bis zu der Cytochrom-c-Oxygenase und dem Ubiquinon/Ubiquinol-Pool
wird dabei durch die Lichtintensitdt und den Sauerstoffgehalt bestimmt (Drews, 2013).

Es konnte ein zweiter Regulator beschrieben werden, der in Anwesenheit von Sauerstoff fir die
Inhibierung der Expression der Photosynthesegene verantwortlich ist (Elsen, 1998; Gregor & Klug,
1999). CrtJ ist ein Repressorprotein und reprimiert die Expression verschiedener Gencluster,
indem es an die palindromische Promotorsequenz (TGT-N1,-ACA) bindet, die den Genclustern fir
die  Bakteriochlorophyllsynthese, der Carotinoidsynthese und der Synthese des
Lichtsammelkomplexes Il vorgeschaltet ist (Elsen, 1998). Unter oxidierenden Wuchsbedingungen
bildet CrtJ zwei intramolekulare Disulfid-Briicken aus, wodurch die DNA-Bindungsaktivitat des

Repressors stimuliert wird (Bauer et al., 2003).

Eine weitere besondere Eigenschaft von R. capsulatus ist es, verschiedene Stickstoffquellen zu
nutzen und unter Stickstoffmangelbedingungen atmosphérischen Stickstoff (N,) zu fixieren und
diazotroph zu wachsen (Masepohl and Drepper 2002; Drepper 2003; Masepohl and Hallenbeck
2010). Die Umsetzung von molekularem Stickstoff zu Ammoniak wird entweder durch eine Eisen-
Molybdan-(FeMo)-Nitrogenase (Weaver et al., 1975), die von den nif-Genen (nitrogen fixation)
kodiert wird, oder durch eine Eisen-(Fe)-Nitrogenase (Schneider et al., 1991), welche wiederum
von den anf-Genen (alternative nitrogen fixation) kodiert wird, katalysiert (Masepohl &
Hallenbeck, 2010). Unter Stickstoffmangelbedingungen wird die Expression verschiedener Gene,
die an der Synthese der FeMo- und der Fe-Nitrogenase beteiligt sind, durch das NtrB/C-Zwei-
Komponenten-System reguliert (Masepohl & Drepper, 2002; Wu & Bauer, 2008). Hierbei wird die
Sensor-Kinase NtrB autophosphoryliert und Ubertragt die Phosphoryl-Gruppe auf den
Transkriptionsaktivator NtrC. Phosphoryliertes NtrC bindet an den Ziel-Promotor und aktiviert die
Transkription zahlreicher Gene, die in die Stickstoff-Fixierung und -Assimilation involviert sind.
Hierzu zdhlen unter anderem die Gene nifA1 und nifA2 (Drepper et al., 2006; Masepohl &
Drepper, 2002; Masepohl & Hallenbeck, 2010; Wu & Bauer, 2008) sowie anfA, welches jedoch In
Anwesenheit von Molybdan reprimiert wird (Drepper, 2003). Die Expression der
Transkriptionsaktivatoren NifA1l und NifA2 aktiviert die Expression aller weiteren nijf-Gene, die an
der Bildung der FeMo-Nitrogenase-Komplexe beteiligt sind (Masepohl & Drepper, 2002; Wu &
Bauer, 2008).

Die Synthese und Aktivitit der FeMo- und Fe-Nitrogenasen wird von den Py-
Signaltransduktionsproteinen GInB/GInK, deren Expression durch die Phosphorylierung von NtrC

aktiviert wird, auf drei Ebenen reguliert.
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1) Die Aktivitat der Sensor-Kinase NtrB wird durch GInB reguliert, so dass die Phosphorylierung
von NtrC und die Transkription der nif-Gene in Anwesenheit von Ammonium inhibiert wird
(Drepper, 2003).

2) Die Inaktivierung von NifA wird in Anwesenheit von Ammonium durch Protein-Protein-
Wechselwirkungen mit GInB und GInK reguliert.

3) Die Dinitrogenasereduktase NifH wird durch Interaktion mit der Dinitrogenase-Reduktase-ADP-
Ribosyltransferase DraT, welche durch GInB und GInK reguliert wird, in Anwesenheit von

Ammonium inaktiviert (Drepper, 2003).

R. capsulatus weist einige physiologische Besonderheiten auf, die moglicherwiese fir die
Synthese von schwer zu synthetisierenden Proteinen wie Membranproteinen genutzt werden

kénnen. Die besonderen Vorteile sollen im Nachfolgenden aufgefiihrt werden.

1.3.1 Bildung von intracytoplasmatischen Membranen

R. capsulatus besitzt die Fahigkeit, unter verschiedenen Umgebungsbedingungen zu wachsen,
wobei die phototrophe Anzucht in Abwesenheit von Sauerstoff die bevorzugte
Wachstumsbedingung von R. capsulatus ist. Einige phototrophe Bakterien wie R. capsulatus
synthetisieren unter phototrophen Bedingungen ein umfangreiches intracytoplasmatisches
Membransystem (Abb. 5) (Oelze & Drews, 1972), um die Membranoberflache fiir den Einbau der
Photosynthesekomplexe zu vergréBern (Tucker et al., 2010). Dieses intracytoplasmatische
Membransystem wird aus der Cytoplasmamembran gebildet und stellt sich in Form von kleinen
tubuldaren Membranstrukturen dar, die letztlich als intrazelluldre Vesikel abgeschniirt werden
konnen (Chory et al., 1984). Die Bildung der intracytoplasmatischen Membranen und ihrer
integrierten Photosynthesekomplexe wird durch die phototrophen Wachstumsbedingungen
induziert, wobei der Gehalt der Photosynthesekomplexe abhangig von der Lichtintensitat und
dem Sauerstoffgehalt ist (Drews, 2013; Golecki et al., 1979, 1980; Gubellini et al., 2007). Unter
Sauerstoff-limitierten Bedingungen wird die Induktion der zusatzlichen Membranen aktiviert,
wahrend die Ausbildung der ICM unter Bedingungen mit einem hohen Sauerstoffgehalt inhibiert
ist (Drews & Golecki, 1995; Gregor & Klug, 1999; Niederman, 2013). Schwachlichtbedingungen
fihren dblicherweise zu einer starken Induktion der intracytoplasmatischen Membranen,
wahrend die Synthese dieser unter Starklichtbedingungen reduziert wird (Adams & Hunter, 2012;
Niederman, 2013; Oelze & Drews, 1972). Die Ausbildung des Membransystems kann je nach
gewdhlter Wachstumsbedingung die Membranoberflache 3-9-fach vergroRern (Drews & Golecki,
1995) und moglicherweise somit fur die Einlagerung rekombinanter Membranproteine genutzt

werden (Butzin et al., 2010).
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aerob 1h post-shift 4-12h 15 h phototroph

Abb. 5: Ausbildung von intracytoplasmatischen Membranen (ICM) in R. capsulatus unter phototrophen
Wouchsbedingungen

Unter aeroben Wachstumsbedingungen im Dunkeln in Anwesenheit von Sauerstoff wachst der Organismus
chemoheterotroph und bildet kein intracytoplasmatisches Membransystem aus. Andern sich die
Umgebungsbedingungen durch Absinken des Sauerstoffgehalts und Anwesenheit von Licht, wechselt
R. capsulatus zu phototrophem Wachstum. Dabei werden intracytoplasmatische Membranen gebildet, die
fir die Einlagerung der Photosynthesekomplexe genutzt werden. Die in den Photosynhesekomplexen
enthaltenden Photopigmente Bakteriochlorophyll a sowie die Carotinoide Spheroiden und Spheroidenon
farben die Zellen rot-braunlich. Die Bildung des Membransystems, welches die Membranoberflaiche um das
3-9-fache vergroRert, beginnt mit der Ausstilpung der Cytoplasmamembran in langliche, tubuldre
Strukturen und endet mit der Abschniirung von ,inside-out“-Vesikeln. Fotografien von Achim Heck.

In Rhodobacter spaerhoides, dem nachsten Verwandten von R. capsulatus, konnte wahrend der
Bildung von intracytoplasmatischen Membranen die Akkumulation von sogenannten membrane
assembly factors beobachtet werden. Hierbei handelt sich um die homologen Praproteine der
Translokasen YidC, YajC und SecY sowie eine bakterielle Typl-Peptidase und die Doppel-Arginin-
Translokationsuntereinheit TatA. In weiteren Studien konnten die Translokasen SecY SecD und
SecF sowie die Chaperone Dnal und DnaK identifiziert werden (Woronowicz et al., 2013). Diese
Proteine sind unter anderem an der Insertion von Membranproteinen in die Lipiddoppelschicht
beteiligt. Es wird vermutet, dass die Akkumulation der membrane assembly factors initiiert wird,
um die Einlagerung der Photosynthesekomplexe in die ICM zu bewerkstelligen (Woronowicz et
al., 2013). Moglicherweise kdnnen die membrane assembly factors auch fir die korrekte Faltung
der heterologen Membranproteine und deren Einlagerung in die Membran genutzt werden.
Durch Modulation der Anzuchtbedingungen kdnnen die Bildung der ICM und die Akkumulation

verschiedener Translokasen und Chaperone gesteuert werden, was wiederum moglicherweise

eine gezielte Einlagerung der heterologen Membranproteine erlaubt.
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R. capsulatus eignet sich aufgrund der beschriebenen Eigenschaften als ideales Testsystem, um zu
Uberprifen, ob die gezielte Steuerung der ICM-Bildung und der Akkumulation der membrane

assembly factors die heterologe Synthese von Membranproteinen positiv beeinflusst.

1.3.2 Bereitstellung einer speziellen Lipidzusammensetzung

Ein weiteres Problem der heterologen Genexpression ist die unterschiedliche
Lipidzusammensetzung in Prokaryoten und Eukaryoten. Manche Membranproteine
eukaryotischen Ursprungs bendtigen fir ihre funktionelle Synthese die Gegenwart bestimmter
Lipide. Die wichtigsten Membranlipide phototropher Bakterien sind Ublicherweise, wie bei den
meisten anderen Bakterien auch, Phosphatidylethanolamin, Phosphatidylglycerol und Cardiolipin
(Arondel et al., 1993; Klug & Benning, 2001; Pucheu et al., 1997). Die phototrophen Membranen
von R. capsulatus enthalten zusatzlich noch eine signifikante Menge eines weiteren Lipids - das
Phosphatidylcholin (Russell & Harwood, 1979) -, welches Uberwiegend in eukaryotischen
Systemen vorkommt (Arondel et al., 1993). Nur wenige Bakterien wie R. capsulatus oder
R. sphaeroides sind in der Lage, Phosphatidylcholin {ber die N-Methylierung von
Phosphatidylethanolamin zu synthetisieren (Arondel et al, 1993). Die Anwesenheit von
Phophatidylcholin wird fir die richtige Bildung der photosynthetischen Membran bendtigt, da es
in die Einlagerung mancher Photosynthesekomplexe involviert ist (Kim et al., 2007). Die
Lipidzusammensetzung unter photo- und chemotrophen Wuchsbedingungen weicht demnach
deutlich voneinander ab, so dass der gezielte Wechsel der Wuchsbedingungen moglicherweise fir
die erfolgreiche Synthese und Insertion rekombinanter Membranproteine genutzt werden kann.
Als Beispiel soll der eukaryotische Hexose/Protonen-Symporter aus Chlorella kessleri genannt
werden, dessen Stabilitat und Aktivitdt von Phosphatidycholin abhangig ist (Robl et al., 2000).

Ebenso spielen die Lipopolysaccharide auf der Zellmembran eine wichtige Rolle bei der
Produktion von Pharmazeutika und Nahrungsergdnzungsmitteln. Die Lipopolysaccharide vieler
Gram-negativer Bakterien wie E. coli sind pyrogen und kdnnen Fieber, Bluthochdruck,
Organversagen oder sogar den Tod hervorrufen kdnnen (Loppnow et al., 1990). R. capsulatus
gehort zu den wenigen Gram-negativen Bakterien, denen diese pyrogenen Lipopolysaccharide
fehlen (Loppnow et al., 1990) und zeichnet sich daher grundsétzlich ebenfalls als alternativer Wirt

flr die Synthese von therapeutischen Proteinen fiir Pharmazeutika aus.
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1.3.3 Nutzung von wirtseigenen Kofaktoren

Ein weiterer Vorteil fir die Synthese von heterologen Proteinen in R. capsulatus ist die wirtseigne
Synthese verschiedener Kofaktoren, prothetischen Gruppen sowie Elektronendonoren, die in den
meisten anderen Bakterien, wie z.B. E. coli, nur in geringen Mengen vorkommen oder ganzlich
fehlen (Katzke et al., 2012). Einige Beispiele hierfiir sind Eisen-Schwefel-Cluster (Jeong and
Jouanneau 2000; Chevallet 2003; Sainz et al. 2006), Hamgruppen (De Smet et al. 2001; Smart et
al. 2004), Molybdan-Kofaktoren (Wang et al. 1993; Solomon et al. 1999), FAD (Nogués et al.,
2005) und der Elektronendonor Ferredoxin (Nogués et al. 2005; Sainz et al. 2006; Bortolotti et al.
2009). Die Synthese von Kofaktoren und prosthetischen Gruppen ist an die jeweilige
Umgebungsbedingung gekoppelt. So werden beispielsweise unter Sticksoff-limitierten
Wuchsbedingungen vermehrt Eisen- oder Molybdan-lonen, die fiir die Synthese der Nitrogenasen
benotigt werden, gebildet. Die chemotrophe Anzucht hingegen fordert die Biosynthese von Ham,
welches in den Komplexen der Atmungskette bendtigt wird. Durch Modulation der
Wuchsbedingungen (photo- oder chemotroph, Stickstoff oder Stickstoff-Limitierung) kann die
gezielte Synthese bestimmter Kofaktoren, prosthetischer Gruppen oder Elektronendonoren
reguliert werden. Proteine, deren Struktur oder Aktivitdt von bestimmten Kofaktoren abhéangt,

kénnen so moglicherweise in R. capsulatus effizienter synthetisiert werden.
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1.4 Das T7-RNA-Polymerase-basierte R. capsulatus-Expressionssystem

R. capsulatus eignet sich aufgrund der in den vorherigen Kapiteln beschriebenen physiologischen
Eigenschaften als alternativer Expressionswirt fir die heterologe Genexpression. Um eine
effiziente heterologe Genexpression unter phototrophen und chemotrophen Wuchsbedingungen
zu erzielen, wurde der Expressionsstamm R. capsulatus B10ST7 mit dem dazugehdrigen

Expressionsvektor pRhotHi-2 erzeugt (Abb. 6) (Katzke et al., 2010).

Ndel Hindlll
Xhol

’ T7-Promotor

I Histidin-Tag
pRhotHi-2 mmm=) broad-host-range Replicon
6678 bp =) MOB-Stelle

mmmm) Kanamycin-Resistenzgen

m==) Chloramphenicol-Resistenzgen

Abb. 6: Plasmidkarte des pRhotHi-2-Expressionsvektors

Der Vektor beinhaltet unter anderem den T7-Promotor, eine His-Tag kodierende Sequenz, das broad host
range Replicon (REP), die MOB-Sequenz sowie die Resistenzgene gegen die Antibiotika Chloramphenicol
(Cm) und Kanamycin (aphll). Die Richtung der Pfeile gibt die Orientierung der Gene bez. des Promotors an.
Die Konstruktion des Expressionsstamms R. capsulatus B10ST7 erfolgte, indem die T7-RNA-
Polymerase kodierenden Gene unter der Kontrolle des Ps,-Promotors in das Genom integriert
wurden (Katzke et al., 2010). Der zugehorige Expressionsvektor pRhotHi-2 wurde auf Grundlage
des Vektors pBBR22b (Rosenau & Jaeger, 2004), welcher aus Teilen des broad host range Vektors
pBBR1MCS (M E Kovach, 1994) und des E. coli-T7-Expressionvektors pET22b (Novagen) besteht,
entwickelt. Dies ermoglicht die Nutzung des pRhotHi2-Vektors auch in anderen Expressionswirten
wie E. coli oder Pseudomonas putida. Die Expression des Zielgens steht unter der Kontrolle des
T7-Promotors aus dem Bakteriophagen T7. Weitere Merkmale des Expressionsplasmids sind eine
Hise¢-Tag kodierende Sequenz, die fiir die Identifizierung und Aufreinigung des Zielproteins genutzt
werden kann, das broad host range Replicon (REP), welches die Plasmidstabilitadt in vielen Gram-

negativen Bakterien ermoglicht, die MOB-Stelle, die den konjugationalen Transfer in den
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Expressionswirt ermoglicht sowie Gene, die Resistenzen gegen die Antibiotika Kanamycin und

Chloramphenicol vermitteln (Katzke et al., 2010).

Die Charakterisierung des T7-Expressionssystems erfolgte mit dem I6slichen Protein YFP (yellow
fluoresent protein) aus Aequorea victoria. Es konnte gezeigt werden, dass YFP in R. capsulatus in
signifikanten Mengen synthetisiert wurde. Die Expression des Zielgens lieR sich durch die
Anzuchtbedingungen phototroph und chemotroph modulieren. So konnte beobachtet werden,
dass die Expression von YFP unter phototrophen (80 mg/L Kultur) im Vergleich zu chemotrophen
(30 mg/L Kultur) Wuchsbedingungen eine 2-3-fach hohere Proteinausbeute erzielte. Die
synthetisierten Proteinmengen sind damit durchaus mit denen in E. coli (100 mg/L Kultur)
vergleichbar (Katzke, 2010). In weiteren Studien konnte gezeigt werden, dass neben dem
|6slichen Modellprotein YFP auch das Hydrogenase-Gencluster aus R. capsulatus homolog (Arvani
et al., 2012) und das Carotionoid-Biosynthese-Gencluster aus Pantoea ananatis heterolog

(Loeschcke et al., 2013) in R. capsulatus exprimiert werden konnte.

Die Charakterisierung des Expressionssystems ergab somit, dass das phototrophe Bakterium
R. capsulatus als alternativer Expressionswirt fur die Synthese |6slicher heterologer Proteine, aber

auch kompletter Gencluster geeignet ist.
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1.5 Zielsetzung

Die Identifizierung und funktionelle Synthese von Proteinen ist ein wichtiger Bestandteil der
biotechnologischen und medizinischen Forschung. Da Proteine in ihrem jeweiligen Ursprungswirt
oft nur in geringen Mengen synthetisiert und isoliert werden koénnen, erfolgt die
Proteinproduktion in der Regel in einem heterologen Expressionswirt wie E. coli.

Jedoch wird die heterologe Expression von Proteinen, insbesondere von Membranproteinen, im
Standard-Expressionswirt E. coli haufig durch verschiedene Faktoren wie beispielsweise ein
geringes Expressionslevel, Bildung von inclusion bodies oder geringe Membranoberflachen zur
Aufnahme des heterologen Zielproteins erschwert. Eine Moglichkeit, diese Probleme zu umgehen,
ist die Nutzung eines alternativen Expressionswirts, wie des phototrophen Bakteriums
R. capsulatus. Um eine effiziente heterologe Expression von |6slichen Proteinen in diesem Wirt zu
ermoglichen, wurde der rekombinante Expressionsstamm R. capsulatus B10ST7 mit dem
dazugehorigen Expressionsvektor pRhotHi-2 erzeugt (Katzke et al., 2010), der die Expression des
Zielgens mittels der T7-RNA-Polymerase ermoglicht. Bislang wurde das alternative
Expressionssystem noch nicht systematisch fir die funktionelle Expression von
Membranproteinen evaluiert. Dabei weist das fakultativ phototrophe Bakterium unter
photosynthetischen Wuchsbedingungen viele besondere physiologische Eigenschaften - wie etwa
die Bildung eines intracytoplasmatischen Membransystems — auf, die fiir die Uberexpression,
Faltung und Insertion von Membranproteinen Vorteile bieten kénnten. Ziel der vorliegenden
Arbeit ist daher die weitere Charakterisierung des Expressionswirts R. capsulatus. Dabei sollen die
folgenden Aspekte eingehend untersucht werden:

1) Mithilfe von vergleichenden aktivitdtsbasierten Expressionsstudien soll untersucht werden,
inwieweit verschiedene Lipase- und Esterasegene aus Metagenombanken in unterschiedlichen
bakteriellen Expressionswirten dargestellt werden kénnen. Hierfir soll die Akkumulation von
sechs Hydrolasegenen metagenomischen Ursprungs in den Wirtsorganismen E. coli, Pseudomonas
putida und R. capsulatus untersucht werden und anschliefend eine quantitative Aussage (iber
deren Aktivitat getroffen werden.

2) Im zweiten Abschnitt dieser Arbeit soll die Eignung von R. capsulatus fiir die funktionelle
Synthese von Membranproteinen und die mogliche Einlagerung der rekombinanten Proteine in
das intracytoplasmatische Membransystem und der damit einhergehenden mdglichen
Veranderung der Zellphysiologie untersucht werden. Hierflir werden die Proteinakkumulation und
Lokalisation der drei Membranproteine CYP175A1 aus Thermus theromphilus, Squalenepoxidase
aus Stigmatella aurantiaca und Bakteriorhodopsin aus Halobacterium salinarium in R. capsulatus

untersucht.
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3) Im letzten Teil der Arbeit soll auRerdem die lichtabhidngige Regulation eines nif-Promotor-
basierten Expressionssystems in R. capsulatus untersucht werden. Die Charakterisierung des nif-
Promotor-basierten R. capsulatus-Expressionssystems erfolgt mit dem Membranprotein
Bakteriorhodopsin und dem l6slichen Protein YFP (yellow fluorescent protein) unter lllumination

verschiedener Lichtqualitaten.

Die durch diese Studien erzielten Ergebnisse sollen so dazu beitragen, ein umfassenderes Bild von
R. capsulatus als alternativen Expressionswirt zu erlangen und individuelle Vor- und Nachteile des

neuartigen Expressionssystems zu beschreiben.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Bakterienstamme

Tab. 1: Ubersicht der verwendeten Stimme

Organismus Stamm Relevante Eigenschaften Referenz

Escherichia coli DH5a F, supE44, AlacU169, [080/acZAM15], hsdR17, (Hanahan,
recAl, endA1l, gyrA96, thi-1, (res, mod’), deoR  1983)

BL21(DE3) F ompT hsdSb (rB" mB’) gal dcm (DE3) (Studier &
Moffatt, 1986)

S17- Ec294::[RP4-2(Tc::Mu)(Km::Tn7)], pro, res, (Simonetal.,
recA, TpR, SmR 1986)
Rhodobacter B10S Spontane Sm-resistente R. capsulatus-Mutante (Klipp et al.,
capsulatus 1988)

B10S-T7 R. capsulatus B10S mit recA:: (Ps,>T7Pol Gm®)  (Katzke et al.,

2010)
Pseudomonas KT2440- P. putida KT2440 mit GalA Gm" (DE3) (Knops, 2008)
putida T7
2.1.2 Vektoren
Tab. 2: Ubersicht der verwendeten Plasmide
Plasmide Relevante Eigenschaften Referenz/Herkunft
pRhotHi-2  pBBR1-MCS-Derivat, Polylinker aus pET22b, Km® (aphli (Katzke et al., 2010)

Orientierung 1), Cm"; aphll Orientierung Il, MOB, His¢-Tag
pRhonHi-2  pBBR1-MCS-Derivat, Polylinker aus pET22b, Cm"; Pnif, MCS  (Ozgir,
(pET22b) unveroffentlicht)
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Tab. 3: Ubersicht der verwendeten rekombinanten Plasmide

Rekombinante
Plasmide

Relevante Eigenschaften

Referenz/Herkunft

pRhotHi-2-lipS

pRhotHi-2-lipT

pRhotHi-2-est5E5

pRhotHi-2-lipA8b2

pRhotHi-2-estA3

pRhotHi-2-lipC5

pRhotHi-2-bR

pRhotHi-2-sqgep

pRhotHi-2-cyp175a1

pRhonHi-2-bR

pRhonHi-2-yfp

842 bp Fragment (Ndel-lipS-Hindlll) in Ndel und
Hindlll von pRhotHi-2; Expressionsvektor; aphll
Orientierung Il

1007 bp Fragment (Ndel-lipT-Hindlll) in Ndel und
Hindlll von pRhotHi-2; Expressionsvektor; aphll
Orientierung Il

1385 bp Fragment (Ndel-est5E5-Hindlll) in Ndel und
Hindlll von pRhotHi-2; Expressionsvektor; aphll
Orientierung Il

1250 bp Fragment (Ndel-lipA8b2-HindlIl) in Ndel und
Hindlll von pRhotHi-2; Expressionsvektor; aphll
Orientierung Il

1190 bp Fragment (Ndel-estA3-Hindlll) in Ndel und
Hindlll von pRhotHi-2; Expressionsvektor; aphll
Orientierung Il

959 bp Fragment (Ndel-lipC5-Hindlll) in Ndel und
Hindlll von pRhotHi-2; Expressionsvektor; aphll
Orientierung Il

788 bp Fragment (Ndel-bR-Xhol) in Ndel und Xhol
von pRhotHi-2; Expressionsvektor; aphll
Orientierung Il

1382 bp Fragment (Ndel-sqep-Xhol) in Ndel und Xhol
von pRhotHi-2; Expressionsvektor; aphll
Orientierung Il

1169 bp Fragment (Ndel-cyp175al-Hindlll) in Ndel
und Hindlll von pRhotHi-2; Expressionsvektor; aphll
Orientierung Il

788 bp Fragment (Ndel-bR-Xhol) in Ndel und Xhol
von pRhotHi-2; Expressionsvektor; aphll
Orientierung Il

716 bp Fragment (Ndel-yfp-Xhol) in Ndel und Xhol
von pRhotHi-2; Expressionsvektor; aphll
Orientierung Il

(diese Arbeit und
Heinrich, 2012)

(diese Arbeit und
Heinrich, 2012)

(diese Arbeit und
Heinrich, 2012)

(diese Arbeit und
Heinrich, 2012)

(diese Arbeit und
Heinrich, 2012)

(diese Arbeit und

Heinrich, 2012)

(Bernds, 2006)

(Kucz, 2005)

diese Arbeit

diese Arbeit

(Ozgiir,
unveroffentlicht)
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2.1.3 Oligonukleotide

Die verwendeten PCR-Startermolekiile (Primer) wurden von Eurofins MWG Operon bezogen.

Tab. 4: Ubersicht der verwendeten Primer fiir PCR
Die eingefligten Schnittstellen sind unterstrichen.

Name Sequenz (5'=>3’) T.(°C) Lange (bp) Verwendung
Pnif-fw AATCGCTAGCTCCCGACAGAG 62,5 23 Forward Primer zur
GG Amplifikation des
Gens nifH
Pnif-rv CGATTCTAGACGGCCAGGTGC 61,3 22 Reverse Primer zur
A Amplifikation des
Gens nifH
LipA8b2-fw ATAGGGTGCATATGATGAAA 71,0 36 Forward Primer zur
GGCTGTGGGCTGATGG Amplifikation des
Gens lipa8b2
LipA8b2-rv ACTGTTAAGCTTAGGCCGCAA 72,0 33 Reverse Primer zur
GCTCGCCAGTTG Amplifikation des
Gens lipa8b2
EstA3-fw ATAGGGTGCATATGAGCGCC 70,7 33 Forward Primer zur
GAAGAACTAGGGT Amplifikation des
Gens esta3
EstA3-rv TATTGAAAGCTTGGCGGCGA 72,0 33 Reverse Primer zur
GCGCGCTGTAGAT Amplifikation des
Gens esta3
LipC5-fw ATCATCGTCATATGGCGTCAC 67,0 33 Forward Primer zur
TTGCTGCAAAAA Amplifikation des
Gens lipC5
LipC5-rv GATTCAAAGCTTTGCAACAGC 68,1 30 Reverse Primer zur
CTCCTGCGT Amplifikation des
Gens lipC5
CYP175A1-fw  CATATGAAGCGCCTTTCCCTG 69 33 Forward Primer zur
AGGGAGGCCTGG Amplifikation des
Gens cypl75a1
CYP175A1-fw  AAGCTTCGCCCGCACCTCCTC 67 27 Reverse Primer zur
CCTAGG Amplifikation des
Gens cypl75al
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2.1.4 Nahrmedien und Zusatze

Alle Nahrmedien und steril zu verwendenden Zusdtze wurden 20 min bei 200 kPa und 121 °C
autoklaviert, sofern nicht anders angegeben. Hitzelabile Komponenten wie z.B. Antibiotika oder
IPTG wurden stattdessen sterilfiltriert (Millipore-Membranfilter, Porendurchmesser 0,2 um) und

dem Medium nachtraglich bei handwarmer Temperatur zugesetzt.

2.1.4.1 E. coli-Medien

LB-Vollmedium (Sambrook & Russell, 1989)

Trypton 10g
Hefeextrakt 5g
NacCl 5g
A. dest. ad 1000 ml
LB-Agar

Trypton 10g
Hefeextrakt 5g
NacCl 5g
Agar 15¢
A. dest. ad 1000 ml

2.1.4.2 R. capsulatus-Medien

PY-Flussigmedium (Sambrook & Russell, 1989)

Bacto Pepton 10g
Hefeextrakt 0,5g
A. dest. ad 1000 ml

Nach dem Autoklavieren wurden dem PY-Agar noch folgende Zusatze, welche separat

autoklaviert wurden, hinzugefiigt:
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1 M MgCl, 2,0 ml
1 M CaCl, 2,0 ml
0,5 % FeSO, (s.u.) 2,4 ml
PY-Agar

Bacto Pepton 10g
Hefeextrakt 0,5g
Agar 15¢g
A. dest. ad 1000 ml

Nach dem Autoklavieren wurden dem PY-Agar noch folgende Zusatze, welche separat

autoklaviert wurden, hinzugefiigt:

1 M MgCl, 2,0 ml
1 M CaCl, 2,0 ml
0,5 % FeSO, (s.u.) 2,4 ml

R. capsulatus RCV-Minimalmedium (Weaver et al., 1975)

10 % DL-Malat (pH 6,8) 40 ml
1 % EDTA 2 ml
20 % MgSO, 1ml
Spurenelemente-Losung (s.u.) 1ml
7,5 % CaCl, 1ml
0,5 % FeSO, (s.u.) 2,4 ml
0,1 % Thiamin 1ml
1 M Phosphatpuffer, pH 6,8 9,6 ml
A. dest. ad 990 ml

Der Phosphatpuffer wurde sterilfiltriert und dem handwarmen Medium nach dem Autoklavieren

hinzugefiigt. Das RCV-Minimalmedium kann mit zwei unterschiedlichen Stickstoffquellen
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verwendet werden. Ammoniumhaltigen RCV-Medium wurden 10 ml steriles (NH4),S0,4 (10 % w/v)

hinzugegeben. Serinhaltigen RCV-Medium wurden 10 ml steriles Serin (10 % w/v) hinzugegeben.

0,5 %-ige FeSO4-Lésung fiir RCV und Py-Medium (200 ml):

FeSO, 0,50 % (w/v)

HCI (32 %) 1ml

Phosphatpuffer (pH 6,8) fir RCV-Medium (500 ml):

KH,PO, 81,3¢g

K;HPO, 78,7¢g

Der Puffer wurde mit NaOH auf pH 6,8 eingestellt und anschlieBend sterilfiltriert.

Spurenelement-Lésung fur RCV (250 ml):

MnS0O, 1 H,0 04¢g
H3BO; 0,7¢
Cu(NOs), 3 H,0 0,01g
ZnS0, 7 H,0 0,06 g
Na,Mo0, 2 H,0 0,02g

2.1.4.3 Maedien und Losungen fiir den Nachweis lipolytischer und esterolytischer Aktivitat

Tributyrin Agar (250 ml):

LB-/PY-Agar 250 ml

Die folgenden Losungen wurden dem handwarmen Medium hinzugefiigt und anschlieBend

homogenisiert.

Tributyrin 3,75 ml
Gummi arabicum 0,375¢g
Phenolrot-Lésung (s.u.) 2ml
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Rhodamin B-Agar (250 ml) (Kouker & Jaeger, 1987)

LB-/Py-Agar

250 ml

Material und Methoden

Die folgenden Losungen wurden dem handwarmen Medium hinzugefiigt und anschlieRend

homogenisiert.
Olivenadl
Gummi arabicum

Rhodamin B-Losung

Phenolrot-Losung (20 ml):

Phenolrot

20 %-ige MgS0,4-Losung

A. dest.

Rhodamin B-Losung:

Rhodamin B

2.1.5 Antibiotika

Alle Antibiotika wurden sterilfiltriert.

Tab. 5: Ubersicht der verwendeten Antibiotika

5ml
0,375g

2,5 ml

0,6 mg
123,4 ul

ad 20 ml

1 mg/ml in Milli-Q-Wasser

Konzentration in

Konzentration in

Konzentration in

Antibiotika
LB-Medien [pg/ml] PY-Medien [pg/ml] RCV-Medien [pg/ml]
Ampicillin 100 - -
Kanamycin 50 50 25
Streptomycin - 200 200
Gentamycin - 4 4
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2.1.6 Antikérper, Enzyme, Chemikalien und Detergenzien

Antikorper:
Anti-His (C-term)-HRP Antikorper

Enzym :

T4-DNA-Ligase

Phusion Hot Start High Fidelity DNA Polymerase

Restriktionsendonukleasen

Tab. 6: Ubersicht der verwendeten Chemikalien

Invitrogen

Fermentas
Fermentas

Fermentas

Chemikalie

Bezugsfirma

Acrylamid/Bisacrylamid (37,5:1)-Lésung
Agar-Agar

Agarose

Amidoschwarz
Ammoniumperoxodisulfat, APS
Ammoniumsulfat

Bromphenolblau, BPB

Calciumchlorid

Coomassie Brilliant Blau

D-Glukose
Dikaliumhydrogenphosphat-Trihydrat
Dimethylformamid, DMF
Dimethylsulfoxid, DMSO
Dinatriumcarbonat
Dinatriumethylendiamintetraacetat, Na,-EDTA
DL-Malat

Eisen-(ll)-sulfat-Heptahydrat

Essigsaure

Ethanol

Roth

Gibco BRL, Invitrogen
Roth, Gibco BRL
Merck

Roth

Merck

Serva

Merck

Serva

Sigma
Calbiochem
Sigma

Sigma

Merck

Merck

Sigma

Merck

Merck

Roth
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Ethidiumbromid

Fructose

Glycerol

Hefeextrakt
Isopropyl-B-D-Thiogalactosid, IPTG
Kaliumacetat

Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Kanamycin
Kupfernitrat-Trihydrat

Laktose

LB-Medium

L-Glycin

L-Serin

Magermilchpulver
Magnesiumchlorid-Hexahydrat
Magnesiumsulfat-Heptahydrat
Manganchlorid
Mangansulfat-Hydrat
B-Mercaptoethanol
N,N,N’,N’-Tetramethylethyldiamin, TEMED
Natrimdodecylsulfat, SDS
Natriumformiat
Natriumhydrogencarbonat
Natriumhydroxid
Natriummolybdat-Dihydrat
Pepton

p-Nitrophenylcaproat, pNPC

Polyethylenglycol, PEG

Material und Methoden

Sigma
Merck
Riedel de Haén
Gibco BRL
Biomol
Merck
Roth
Merck
Serva
Merck
Roth

Roth

Roth
Calbiochem
Merck
Calbiochem
Merck
Merck
Merck
Sigma

Roth

Roth
Merck
Merck
Roth
Merck

BD
TCI-Europe

Roth
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Polyoxyethylensorbitolmonolaurat, Tween
Rubidiumchlorid

Saccharose

Salzsaure, HCI

Streptomycin

Tetracyclin

Thiamin

Trishyroxymethylaminomethan, Tris
Trypton

Zinksulfat-Heptahydrat

Material und Methoden

Roth
Sigma
Roth
Roth
Sigma
Serva
Sigma
Biomol
Sigma

Merck

Alle verwendeten Chemikalien wurden in analytischer Qualitat von den angegebenen Firmen

bezogen. Allgemeine, nicht aufgelistete Chemikalien wurden von den Firmen Sigma, Roth, Merck

Serva und Calbiochem bezogen.

Tab. 7: Ubersicht der verwendeten Detergenzien

Eigenschaft

Detergenz Bezugsfirma
Chaps Roth
Fos-Cholinel2 Thermoscience
Fos-Cholinel6 Thermoscience
Natriumdodecylsulfat Roth
n-Octly-B-glucopyranosid Roth

Triton X-100 Roth

zwitterionisch
zwitterionisch
zwitterionisch
anionisch
nicht-ionisch

nicht-ionisch
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2.1.7 Puffer und Losungen

2.1.7.1 Puffer und Losungen fiir Agarosegelelektrophorese

TBE-Puffer 5-fach (pH 8,3):

Tris-HCI 89 mM
Borsaure 89 mM
Na,-EDTA 2,5mM

DNA-Probenpuffer (5-fach):

Na,-EDTA 100 mM
Glycerol 43 % (v/v)
Bromphenolblau 0,05 % (w/v)

DNA-Molekulargewichtsstandards:

Gene Ruler™ 1 kb DNA Ladder, ready to use (Fermentas): kb 10,0-8,0-6,0-5,0-4,0-3,5-3,0 -
2,5-20-15-1,0-0,75-0,5-0,25

Zur besseren Orientierung heben sich die Banden bei 6000, 3000 und 1000 bp im Agarosegel

durch eine hohere DNA-Konzentration von den anderen Banden ab.

2.1.7.2  Puffer und Losungen zur Transformation von Bakterien mit Plasmid-DNA

MgCl,-Lésung:
MgCl, 100 mM
CaCly-Lésung:
CacCl, 100 mM

Glycerol-Losung:

Glycerol 89 % (v/v)
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2.1.7.3 Puffer und Losungen zur Proteinisolierung und SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Aufschlusspuffer

K,;HPO, 40 mM
KH,PO, 22 mM
NaCl 150 mM

Dem Aufschlusspuffer wurde der Proteaseinhibitor Complete EDTA-frei hinzugegeben.

SDS-Proenpuffer (pH 6,8):

4-fach Sammelpuffer 1,25 ml
87 % Glycerol 1,2 ml
10 % SDS 3ml
B-Mercaptoethanol 0,5 ml
0,5 % Bromphenolblau 0,6 ml
A. dest. 2,65 ml

Protein-GroRenstandard

Precision Plus Protein Dual Color Standard (BioRad)
250; 150; 100; 75; 50; 37; 25; 20; 15; 10 kDa
Zur besseren Orientierung sind die 75 und 25 kDa-Banden rot gefarbt. Die 75 kDa-Bande zeigt

zusatzlich ein Chemilumineszenzsignal.

XCell Sure Lock Systems der Firma Invitrogen

1-fach NuPAGE SDS-Laufpuffer:

NuPAGE SDS Running Buffer (20-fach) 50 ml

A. dest. ad 1000 ml
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2.1.7.4 Puffer und Lésungen fiir das Immunoblotting (Western Blot)

1-fach NuPAGE SDS-Transferpuffer:

NuPAGE Transfer Buffer (20-fach) 50 ml

A. dest. ad 1000 ml

20-fach TBS-Puffer (pH 8,0):

Tris 25 mM
NaCl 150 mM
KCl 3mM

TBST-Puffer:

20-fach TBS (s.o.) 50 ml
A. dest. 950 ml
Tween 20 0,2 % (v/v)
Blockierldsung:

TBST + 2 % Milchpulver

2.1.7.5 Puffer und Losungen fiir die Bestimmung der Enzymaktivitit von Lipasen und

Esterasen mit Hilfe des Substrats p-Nitrophenylcaproat (oNPC)

Pufferlésung (0,1 M KPI pH 7,2 + 10 mM MgS0,) (1000 ml):

KH,PO, 12,63 g
K,HPO, 3,72¢g
MgS0, 7 H,0 2,468
Substratlésung:

pNPC 25 ul

Das pNPC wurde in 5 ml Ethanol (abs.) gel6st. Bei -20 °C gelagert ist die Losung stabil.
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Tab. 8: Ubersicht der verwendeten Gerite

Material und Methoden

Gerate Hersteller
BioPhotometer Eppendorf
Dokumentationssystem fiir Agarosegelelektrophorese (Eagle Eye Il) Stratagene
Dokumentationssystem flir Westernblots (STELLA) Raytest
Elektrophoresekammer XCell SureLock™ Elektrophoresis Cell Invitrogen
MicroPulser Bio-Rad
PCR-Cycler Biometra
Thermoblock Thermomixer Comfort Eppendorf
Die hier nicht aufgefiihrten Gerate entsprechen den tblichen Laborstandards.
Tab. 9: Ubersicht sonstiger Materialien
Materialien Hersteller
Invitrogen

4-12 % Bis-Tris-NuPAGE-Fertiggele
Cellulose-Acetat-Filter, 0,2 um
Microbiology Anaerocult A

PVDF-Membran

Schleicher & Schiill
Merck

Biorad

Tab. 10: Ubersicht der verwendeten Software

Software Hersteller
AIDA Raytest
AxioVision Carl Zeiss

Clone-Manager 9.2

Mendeley Desktop 1.8.1 Mendeley

Scientific & Educational Software

41| Seite



Material und Methoden

Tab. 11: Ubersicht der verwendeten internetbasierten Programme

Internetbasierte Programme

Referenz

HMMTOP
MEMSAT
PRED-TMR
SOSUI
SPLIT
TMHMM
TMPred
Toppred

SignalP 4.0

Pymol

(Tusnady & Simon, 2001)
(Jones et al., 1994)
(Pasquier et al., 1999)
(Hirokawa et al., 1998)
(Jureti¢ et al., 1999)
(Krogh et al., 2001)
(Hofman & Stoffel, 1993)
(von Heijne, 1992)
(Petersen et al., 2011)

The PyMOL Molecular Graphics
System, Version 1.5.0.4 Schrodinger,
LLC

Tab. 12: Ubersicht der verwendeten Kits

Reaktions- und Nachweis-, Kits”

Hersteller

innuPrep DOUBLEpure Kit
peqGold Plasmid Miniprep Kit Il

Phusion Polymerase Kit

Analytik Jena
Peqlab

Finnzymes
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2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.1 Anzucht von R. capsulatus

2.2.2 Anzucht auf Festmedium

Die Kultivierung von R. capsulatus auf Festmedium erfolgte auf PY-Agar-Platten (2.1.4.2) mit
dementsprechend zugesetzten Antibiotikum. Die ausgestrichenen Platten wurden in speziellen
Anaerob-Inkubationstépfen unter Verwendung von ,Gas Packs” (Microbiology Anaerocult A,
Merck) im Starklicht bei 30 °C fiir drei Tage inkubiert. Als Lichtquelle dienten bei allen anaeroben

Kulturen von R. capsulatus sechs Glihbirnen a 60 W (Firma Osram, ca. 2500 Lux).
2.2.2.1 Photoheterotrophe Anzucht unter Starklichtbedingungen

(nach Klipp et al., 1988)

R. capsulatus wurde standardméaBig anaerob unter photoheterotrophen Bedingungen angezogen.
Die Anzucht der Vorkulturen erfolgte unter Selektionsdruck in gasdicht verschlieRbaren Réhrchen
(,Hungates”, Volumina bis 15 ml), gefiillt mit RCV-Flissigmedium (2.1.4.2). Als Kohlenstoffquelle
wurde Malat verwendet. Ammonium oder Serin wurden als Stickstoffquelle hinzugefiigt. Die
Vorkulturen wurden mit einer kleinen Menge Zellen von einer PY-Agarplatte (2.1.4.2) in das
Medium Uberfiihrt. Die GefaRe wurden luftdicht verschlossen und 5-10 Minuten mit Argon
begast, um den Sauerstoff aus dem Totvolumen zu entfernen. Die Inkubation erfolgte tiber 3 Tage
bei 30°C im Starklicht. Phototrophe Hauptkulturen von R.capsulatus wurden unter
Selektionsdruck in einem 100 ml-Erlenmeyerkolben, welcher mit 100 ml RCV-Flissigmedium
gefillt war, mit einer Start-ODggp,m Von 0,05 inokuliert. Die Kolben wurden anschlieRend mit
einem Gummistopfen (Septum) gasdicht verschlossen und durch das Septum fiir 5-10 min mit
Argon begast.

Die Induktion der Expression T7-Promoter-kontrollierter Gene im Expressionsplasmid pRhotHi-2 in
R. capsulatus B10ST7 erfolgte mit 8 mM Fructose zum Zeitpunkt der Inokulation (Katzke et al.,
2010). Die Induktion der Expression nif-Promoter-kontrollierter Gene im Expressionsplasmid
pRhonHi-2 in R. capsulatus B10S erfolgte ohne die Zugabe eines Induktors. Die Kulturen wurden je
nach Versuchsverlauf fir 3-10 Tage bei 30 °C inkubiert. Als Lichtquellen wurden entweder sechs
60 W-Glihbirnen (Firma Osram, ca. 2500 |lux) oder Leuchtdioden (Firma Insta
GmbH/Osram/Nichia) verwendet. Die Probenentnahme erfolgte in der exponentiellen Phase bei

einer ODggonm = 1 und in der stationaren Phase nach 96 h.
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2.2.2.2 Chemoheterotrophe Anzucht im Dunkeln

R. capsulatus kann neben der phototrophen Anzucht auch unter aeroben Bedingungen im
Dunkeln wachsen. Die aeroben Vorkulturen wurden in einem 100 ml-Erlenmeyerkolben, gefllt
mit 20 ml RCV-Flussigmedium (2.1.4.2), mit einer kleinen Menge Zellen von einer PY-Agarplatte
(2.1.4.2) inokuliert. Als Kohlenstoffquelle wurde Malat verwendet. Ammonium oder Serin wurden
als Stickstoffquelle hinzugefligt. Zur Vermeidung von Lichteinstrahlung und damit einhergehender
ROS-Entwicklung wurden die Erlenmeyerkolben mit Aluminiumfolie umwickelt. Die Inkubation
erfolgte Gber 3 Tage in Brutschranken bei 30 °C und 120 rpm im Dunkeln. Die aerobe Kultivierung
der Hauptkulturen erfolgte ebenfalls unter Selektionsdruck in mit Aluminiumfolie umwickelten
1000 ml-Erlenmeyerkolben und einem Kulturvolumen von 100 ml RCV-Flissigmedium. Die
Inokulierung der Hauptkulturen erfolgte mittels der aeroben Vorkulturen entsprechend einer
ODggo von 0,05.

Die Induktion der Expression T7-Promoter-kontrollierter Gene im Expressionsplasmid pRhotHi-2 in
R. capsulatus B10ST7 erfolgte mit 8 mM Fructose zum Zeitpunkt der Inokulation (Katzke et al.,
2010). Die Kulturen wurden 3-10 Tage in einem abgedunkelten Inkubationsschiittler (120 rpm) bei
30 °C inkubiert. Die Probenentnahme erfolgte in der exponentiellen Phase nach 72 h und in der

stationaren Phase nach 96 h.
2.2.2.3 Anzucht unter Verwendung von LED (light emitting diods)

In Kooperation mit der Firma Insta GmbH aus Lidenscheid wurden LED-Platinen konstruiert, die
die Anzucht von R. capsulatus bei 460 nm, 856 nm oder beiden Wellenlangen gleichzeitig
ermoglichten (Heck, 2008). Bei den Leuchtdioden handelte es sich um den High Power Infrared
Emitter SFH 4257 der Firma Osram sowie die Blue LED NSSB100BT der Firma Nichia im Abstand
von je 1,5 cm auf der Platine. Pro LED-Platine wurden 120 blaue und 120 rote LED abwechselnd
voneinander verteilt. Die Expressionskulturen wurden mit 2 Platinen im Abstand von 25cm

zueinander illuminiert.
2.2.2.4 Bestimmung der optischen Dichte

Die Bestimmung der optischen Dichte (OD) erfolgte mit einem Spektralphotometer (2.1.8.).
Proben, die einen Wert von OD =1 lberschritten, wurden vor dem Messvorgang verdiinnt. Die
Verdiinnung erfolgte mit LB-Medium (bei E. coli und P. putida) oder RCV-Flissigmedium (bei R.
capsulatus) im MaRstab 1:2 bis 1:10. Der Nullwert wurde ebenfalls mit LB-Medium (E. coli und P.
putida) oder RCV-Medium (R. capsulatus) eingestellt. E. coli und P. putida wurden bei einer

Wellenldnge von 580 nm gemessen. Eine ODsgy,m von 1 entspricht etwa 1x10° Zellen pro mi
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Kultur. Bei R. capsulatus erfolgt die Messung bei 660 nm, wobei die optische Dichte von 1

ungefahr 3x108 Zellen pro ml Kulturvolumen entspricht.
2.2.2.5 Messung von Absorptionsspektren

R. capsulatus-Zellen wurden entsprechend einer ODggp nm = 1 geerntet und zentrifugiert. Nach
Resuspension des entstandenen Zellpellets in 1 ml Ethanol wurden die Pigmente aus der
Membran extrahiert. Zelltrimmer wurden durch Zentrifugation entfernt und das
Absorptionsspektrum des Uberstandes am Spektralphotometer Genesys 6 (Thermo Scientific) im

Wellenlangenbereich von 300 - 900 nm gemessen.
2.2.3 Anzucht von E. coli

E. coli wurde auf LB-Agarplatten (2.1.4.1) oder in LB-Flissigmedium (2.1.4.1) unter
Selektionsdruck bei 37 °C kultiviert. Ubernachtkulturen (UK) wurden mindesten 16 h inkubiert.
Kulturen bis zu einem Volumen von 5 ml wurden in Reagenzglasern auf einem Brutroller
(160 rpm), groBere Kulturen in Erlenmeyerkolben auf einem Inkubationsschittler (130 rpm)
angezogen. Das Kulturvolumen betrug dabei maximal 1/10 des GefaRvolumens. Vorkulturen
wurden mit Einzelkolonien von Transformationsplatten inokuliert. Hauptkulturen wurden mittels
einer UK auf eine Zelldichte, entsprechend einer ODsggnm von 0,05, angeimpft. Die Bestimmung
der Zelldichte erfolgte durch Trilbungsmessungen in einem Spektralphotometer bei einer
Wellenldange von 580 nm mit dem entsprechenden Medium als Referenz.

Fir die Expression aller in dieser Arbeit verwendeten Gene in E. coli wurde der Stamm BL21 (DE3)
verwendet. Zur Expression T7-Promotor-kontrollierter Gene wurden die Zellen unter
Selektionsdruck bei 37 °C und 130 rpm in LB-Medium bis zu einer Zelldichte, die einer ODsgp,m VON
0,6-0,8 entsprach, inkubiert. Anschliefend erfolgte die Induktion durch Zugabe von 0,4 mM IPTG,
bevor die Zellen unter den gleichen Bedingungen weiter inkubiert wurden. Die Probenentnahme

erfolgte in der exponentiellen Phase bei einer ODsgonm = 1 und in der stationdren Phase nach 24 h.
2.2.4 Anzucht von P. putida

P. putida wurde auf LB-Agarplatten (2.1.4.1) oder in LB-Flussigmedium (2.1.4.1) unter
Selektionsdruck bei 30 °C kultiviert. UK wurden mindestens 16 h inkubiert. Kulturen bis zu einem
Volumen von 5 ml wurden in Reagenzglasern auf einem Brutroller (160 rpm), gréRere Kulturen in
Erlenmeyerkolben auf einem Inkubationsschittler (130 rpm) angezogen. Das Kulturvolumen
betrug dabei maximal 1/10 des GefiRvolumens. Die Vorkulturen wurden mit Einzelkolonien von

Transformationsplatten inokuliert. Die Hauptkulturen wurden mittels einer UK auf eine Zelldichte,
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entsprechend einer ODsggnm VOn 0,05, angeimpft. Die Bestimmung der Zelldichte erfolgte durch
Triibungsmessungen in einem Spektralphotometer bei einer Wellenlange von 580 nm mit dem
entsprechenden Medium als Referenz.

Fir die Expression der verwendeten Gene in P. putida wurde der P. putida-Stamm KT2440T7
verwendet. Zur Expression T7-Promotor-kontrollierter Gene wurden die Zellen unter
Selektionsdruck bei 30 °C und 130 rpm in LB-Medium bis zu einer Zelldichte, die einer ODsgg,m VON
0,6-0,8 entsprach, inkubiert. AnschlieRend erfolgte die Induktion durch Zugabe von 0,4 mM IPTG,
bevor die Zellen unter den oben genannten Bedingungen weiter inkubiert wurden. Die
Probenentnahme erfolgte in der exponentiellen Phase bei einer ODggpnm = 1 und in der stationaren

Phase nach 24 h.

2.2.5 Herstellung von transformationskompetenten Zellen

2.2.5.1 Chemisch kompetente Zellen

Mittels Calciumchlorid und Magnesiumchlorid wurden Bakterienzellen (E. coli) kompetent fiir die
Aufnahme von Plasmid-DNA gemacht und damit fiir die Hitzeschocktransformation vorbereitet.
Die Vorkultur wurde mit 100 ul Zellen aus einer Glycerolkultur inokuliert und bei 37 °C tGiber Nacht
geschittelt. Die Hauptkultur (400 ml) wurde mit einer Start-ODsggnm Von 0,05 angeimpft und unter
optimalen Bedingungen bis zu einer Zelldichte von ODsgo.m von 0,5 angezogen. Die Zellen wurden
bei 5000 rpm und 4 °C pelletiert und danach vorsichtig in 10 ml 100 mM Magnesiumchlorid
resuspendiert. Das Zell-Puffer-Gemisch wurde 20 — 30 min auf Eis inkubiert und danach in einen
weiteren Zentrifugationsschritt eingesetzt. Das entstandene Pellet wurde in 2 ml 100 mM
Calciumchlorid und 15 % Glycerol resuspendiert und in 200 ml Portionen aliquotiert. Die Lagerung

erfolgte bei -80°C.
2.2.5.2 Elektrokompetente Zellen

Fir die Herstellung von elektrokompetenten P. putida-Zellen wurde keine Vorkultur benétigt. Die
Hauptkultur (100 ml) wurde mit 100 pl Zellen aus dem Glycerolstock inokuliert und tiber Nacht bei
30 °C geschiittelt. Die UK wurden in 20 ml-Fraktionen aufgeteilt und 10 min auf Eis inkubiert.
AnschlieBend wurden die Kulturen jeweils mit 30 ml sterilem, kaltem Milli-Q-Wasser aufgefillt
und bei 4000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Die pelletierten Zellen wurden wiederholt mit 150 mM
und 75 mM Saccharoselésung gewaschen. Nach dem letzten Waschschritt wurden die Fraktionen
vereint, zentrifugiert und in 2 ml 300 mM Saccharosel6sung resuspendiert. Die Zellen wurden in

200 ml Portionen aliquotiert. Die Lagerung erfolgte bei -80°C.
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2.2.6 Transformation kompetenter Zellen
2.2.6.1 Hitzeschock-Transformation von E. coli-Zellen und phanische Expression

Fiir die Hitzeschock-Transformation wurden 200 pl chemisch kompetenter Zellen (2.2.5.1) und
100 ng DNA eingesetzt und 30 min auf Eis inkubiert. Anschlielend wurden die Zellen fir 120 s
einem Hitzeschock bei 42 °C unterzogen. Nach zweiminitiger Inkubation auf Eis wurde dem
Ansatz 700 ul LB-Medium (2.1.4.1) hinzugefiigt und es folgte die phanische Expression, bei der der
Ansatz je nach Antibiotikaresistenz fiir 0,5 h bis 3 h bei 37 °C inkubiert wurde. Der Ansatz wurde
bei 5000 rpm zentrifugiert, das Pellet in 100 ul LB-Medium resuspendiert, unter sterilen

Bedingungen ausplattiert und Gber Nacht bei 37 °C bebritet.
2.2.6.2 Elektroporation von P. putida-Zellen und phéanische Expression

200 pl elektrokompetente Zellen (2.2.5.2) wurden mit 100 ng Plasmid-DNA versetzt, 15 min auf
Eis inkubiert und in eine Elektroporationskivette Gberfiihrt. Der Ansatz wurde fiir 4 Sekunden 2,5
kV mittels Bio-Rad-MicroPulser ausgesetzt und sofort in 1 ml LB-Medium aufgenommen. Es folgte
die phanische Expression, bei der der Ansatz je nach Antibiotikaresistenz fiir 0,5 h bis 3 h bei 30 °C
inkubiert wurde. Der Ansatz wurde bei 5000 rpm zentrifugiert, das Pellet in 100 pl LB-Medium
resuspendiert, unter sterilen Bedingungen auf LB-Selektagar-Platten (2.1.4.1) ausplattiert und

Giber Nacht bei 30 °C bebritet.

2.2.7 Konjugativer Plasmidtransfer mobilisierbarer Plasmide von E. coli nach

R. capsulatus

(nach Elhai & Wolk, 1988)

R. capsulatus gilt als schwer bzw. nicht transformierbarer Wirt. Deshalb miissen Plasmide aus
E. coli mittels di- oder triparentaler Konjugation in diesen Wirtsorganismus eingebracht werden
(Klug & Drews, 1984). Die Ubertragung von rekombinanten Plasmiden nach R. capsulatus erfolgt
durch Konjugation (Filterkreuzung) mit dem Stamm E. coli S17-1, welcher als Donor fungiert. Das
zu lbertragende Plasmid wurde zunachst in die E. coli-Zellen transformiert. Am folgenden Tag
wurde der Rezipient R. capsulatus von einer frischen Stammplatte in 10 ml RCV-Flissigmedium
(2.1.4.2) resuspendiert. 20-30 E. coli-Kolonien wurden in 0,5 ml eisenfreiem PY-Medium (2.1.4.2)
vorsichtig resuspendiert und mit 1 ml der R. capsulatus-Kultur vermischt. Anschlieend wurden
die Zellen durch Zentrifugation (10 min, 16000 x g, RT) pelletiert. Der Uberstand wurde entfernt

und das Pellet im Ricklauf vorsichtig resuspendiert. Die gelosten Zellen wurden auf einem
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Nitrocellulosefilter bei 30 °C iber Nacht auf einer PY-Agarplatte (2.1.4.2) inkubiert. Nach erfolgter
Inkubation wurden die Filter in 2 ml EPG mit 1 ml RCV+N+P {berfiihrt und die Konjugation durch
starkes Schitteln (Vortex) beendet und die Bakterien von dem Filter entfernt. Die Zellsuspension
wurde erneut zentrifugiert (10 min, 16000 x g, RT), der Uberstand abgenommen, die Zellen im
Ricklauf resuspendiert und auf PY-Selektagar-Platten (2.1.4.2) ausgestrichen. Die Inkubation

erfolgte Gber 3 Tage bei 30 °C anaerob im Licht.
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2.3 Gentechnische Methoden

2.3.1 Praparationen von Plasmid-DNA

Die Praparation von Plasmid-DNA erfolgte nach Anweisung des Herstellers mit dem ,peqGold
Plasmid Mini-Prep Kit 11 der Firma Peqglab unter Verwendung der mitgelieferten Puffer.
Abweichend vom Herstellerprotokoll wurde der Elutionsschritt variiert. Bei Mini-DNA-
Praparationen betrug das Elutionsvolumen 30 ul nukleasefreies H,0, wahrend bei Midi-DNA-
Praparationen mit einem Kulturvolumen von 50 ml ein Elutionsvolumen von 5-100 ul des

mitgelieferten Elutionspuffers gewahlt wurde.

2.3.2 DNA-Konzentrationsbestimmung

Die DNA-Konzentrationsbestimmung erfolgte in Agarosegelen anhand der Banden des
Molekulargewichtsstandards (,,GeneRuler 1 kb DNA Ladder", Fermentas). Die Starke der Bande in
der DNA-Probe wurde mit der Bandenstarke im DNA-Marker verglichen und die DNA-

Konzentration anhand der vom Hersteller gegebenen Mengenangaben in den Proben geschatzt.

2.3.3 Hydrolytische Spaltung von DNA durch Restriktionsendonukleasen

(nach Smith & Birnstiel, 1976)

Die hydrolytische Spaltung von DNA durch Restriktionsendonukleasen dient zur Gewinnung von
DNA-Fragmenten aus Plasmiden oder der Uberpriifung neu konstruierter Plasmide. Von den
jeweiligen Restriktionsenzymen wurden pro pg DNA 5-10U im jeweiligen Reaktionspuffer
eingesetzt. Die Spaltung erfolgte bei einer vom Restriktionsenzym abhdngigen Temperatur fir
mindestens 2 Stunden oder tber Nacht. Zur Inaktivierung der Restriktionsendonukleasen wurden
die Ansatze nach Herstellerangaben thermisch inaktiviert oder mit DNA-Probenpuffer (2.1.7.1)

versetzt und mittels Agarosegelelution (2.3.5) von der restringierten DNA isoliert.

2.3.4 Agarosegelelektrophorese

(nach Sambrook & Russell, 1989)

Die Agarosegelelektrophorese ist eine Methode, die DNA-Molekiile anhand ihrer GréRe Ulber
einem elektrischen Feld auftrennt und wird flir die Analyse von DNA-Restriktionen, GrofRen- und
Mengenabschatzung verwendet. Die Nukleinsduren sind aufgrund ihres Zucker-Phosphat-

Rickgrats negativ geladen und wandern im elektrischen Feld zur Anode. Dabei hadngt die
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Wandergeschwindigkeit von der MolekiilgroRe, der Konformation, der Agarosegelkonzentration
sowie der Stdrke des elektrischen Feldes ab.

In dieser Arbeit wurden Agarosegele mit einer Konzentration von 1% verwendet. Die
entsprechende Menge Agarose wurde in TBE-Losung (2.1.7.1) aufgekocht und in eine Gelkammer
gegossen. AnschlieBend wurde die Agarosegel-Losung mit Ethidiumbromid versetzt und ein
Gelkamm eingesetzt. Nach vollendeter Polymerisierung wurde das Gel in die
Gelelektrophoresekammer eingesetzt und mit 0,5-fach-TBE-Puffer iberschichtet. Die DNA-Proben
wurden mit 5-fach-DNA-Probenpuffer versetzt und in die Geltaschen pipettiert. Die
Elektrophorese wurde fiir 35 min bei einer Spannung von 135 Volt durchgefiihrt. Die
Dokumentation erfolgte mit der Eagle-Eye-ll-Kamera (2.1.8), nachdem die DNA durch Bestrahlung
mit UV-Licht (A= 254-366 nm) visualisiert wurde. Verantwortlich daflir ist das zugesetzte
Ethidiumbromid, das in die Helix der doppelstrangigen DNA interkaliert und bei Bestrahlung mit

UV-Licht sichtbares Licht (A= 590 nm) emittiert und so die DNA sichtbar macht.

2.3.5 Elution von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

(nach Vogelstein & Gillespie, 1979)

Die Elution von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen dient der Wiedergewinnung von DNA, welche
noch in weiteren Versuchen verwendet werden soll. Das Verfahren wurde nach DNA-
Restriktionen (2.3.3) oder zur Reinigung von PCR-Fragmenten verwendet.

Die Bande wurde mit Hilfe eines Skalpells aus dem Agarosegel ausgeschnitten und in ein 1,5 ml
EPG Uberfiihrt. Die Isolierung der DNA aus dem Gel wurde mittels des ,innuPrep DOUBLEpure
Kits“ der Firma Analytik Jena nach Herstellerangaben und mit den mitgelieferten Puffern

durchgefihrt.

2.3.6 Ligation von Vektor- und Fragment-DNA

(nach Dugaiczyk, 1975)

Die Ligation von DNA-Fragmenten und hydrolysierter Vektor-DNA wurde durch die T4-DNA-Ligase
katalysiert. Die Vektor-DNA und das zu insertierende DNA-Fragment wurden im Verhaltnis 1:5
miteinander versetzt, 1U T4-DNA-Ligase mit dem vom Hersteller mitgelieferten Ligasepuffer
wurde hinzugegeben. Der Ligationsansatz wurde anschlieRend 1 - 2 Stunden bei Raumtemperatur
inkubiert und Gber Nacht bei 4 °C gelagert. Die Inaktivierung der Ligase erfolgte durch eine 10-

mindtige Inkubation bei 65 °C.
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2.3.7 Amplifikation von DNA mittels Polymerasekettenreaktion (PCR)

(nach Mullis & Faloona, 1987)

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) wird fiir die in vitro-Amplifikation bestimmter DNA-Bereiche
aus einem Gemisch von DNA-Molekilen verwendet. Hierzu werden eine thermostabile DNA-
Polymerase, DNA als Matrize, zwei Oligonukleotid-Primer, DNA-Polymerasepuffer und dNTP
benotigt. Das Prinzip der PCR beruht auf einer sich wiederholenden Abfolge von drei Schritten. 1.
Denaturierung: Die Matrize wird denaturiert. 2. Hybridisierung: Die Primer lagern sich an die
komplementidren DNA-Sequenzen der Matrize an. 3. Elongation: Die angelagerten Oligonukleotid-
Primer werden durch die DNA-Polymerase verldangert und kopieren auf diese Weise die Matrize.
Die Hybridisierung erfolgt an beiden Strangen der Matrizen-DNA, wodurch sich die DNA in einem
Zyklus verdoppelt.

Alle PCR-Reaktionen in dieser Arbeit wurden mit der ,Phusion Hot Start High Fidelity DNA-
Polymerase” (Finnzymes) durchgefiihrt. Polymerase, PCR-Puffer, DMSO und dNTP entstammen
dem ,,Phusion Hot Start High Fidelity DNA-Polymerase-Kit“ (Finnzymes). Die Reaktionen wurden in
dem PCR-Cycler ep gradient S der Firma Eppendorf durchgefiihrt. Die fiir die verschiedenen PCR-

Reaktionen verwendeten Primer sind in Tab. 1 aufgelistet.

Standard-PCR-Ansatz

Template-DNA 1,0 ul
Primer (fw) 0,5 ul
Primer (rv) 0,5 ul
2,5 mM dNTP 4,0 ul
Phusion HF-Puffer 10,0 pl
DMSO 1,5ul
Polymerase 0,5 ul
H,0 (nukleasefrei) 32,0 ul
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Standard-Programm fiir PCR

Initiale Denaturierung
Denaturierung
Hybridisierung
Elongation

Terminale Elongation

Die Schritte Denaturierung,

98 °C, 30

98 °C, 10s
Tm, 20 s

72 °C, 30 s/kb

72 °C, 7 min

Material und Methoden

Hybridisierung und Elongation wurden in 30 Zyklen wiederholt. Die

DNA wurde anschlieBend durch Agarosegelelektrophorese aufgetrennt und dann mittels

Gelelution isoliert.
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2.4 Proteinbiochemische Methoden

2.4.1 Zellaufschluss

Das Zellpellet wurde auf Eis aufgetaut und durch Zugabe des Aufschlusspuffers resuspendiert.
Hierzu wurde pro Gramm Zellen 5 ml Aufschlusspuffer eingesetzt. Die Zellsuspension wurde durch
viermalige Scherung mit einer French Press der Firma Thermo Electron in einer 40K-Zelle bei 1500

psi lysiert.

2.4.2 Fraktionierung der Zellkompartimente

Die aufgeschlossenen Zellen wurden fiir eine Fraktionierung der verschiedenen Zellkomparimente
mehreren Zentrifugationsschritten unterzogen. Die differentielle Zentrifugation dient der
Isolierung verschiedener Zellfraktionen wie inclusion bodies, Membranfragmenten und
Cytoplasma aufgrund ihrer unterschiedlichen Sedimentationsgeschwindigkeiten. Die
Fraktionierung beginnt mit dem Zentrifugationsschritt der geringsten Beschleunigung. Der
Uberstand wird fiir den nichsten Zentrifugationsschritt eingesetzt, wahrend das Pellet im
gleichen Volumen Aufschlusspuffer resuspendiert wird. Als Trennstufen wurden 5000 x g (30 min),
12000 x g (60 min), und 100000 x g (24 h) verwendet. Bei einer Zentrifugationsgeschwindigkeit
von 5000 x g pelletieren nicht aufgeschlossene Zellen und groRere Zelltrimmer. Ab einer
Sedimentationsgeschwindigkeit von 12000 x g sedimentieren aggregierte Proteine, sogenannte
inclusion bodies. Der letzte Zentrifugationsschritt bei 100000 x g pelletiert Membranfragmente

und daran gebundene Proteine; |8sliche Proteine sollten sich im Uberstand befinden.

2.4.3 Trennung von Zellkompartimenten durch Saccharosedichtegradienten

Der kontinuierliche Saccharosedichtegradient wurde fiir die Isolation intracytoplasmatischer
Vesikel verwendet. Aufgeschlossene Zellen wurden in mehreren Schritten fraktioniert. Die
pelletierten Membranfragmente wurden in 2 ml Aufschlusspuffer (2.1.7.3) resuspendiert und auf
ihren Gesamtproteingehalt  analysiert. 5mg  Gesamtprotein wurden in den
Saccharosedichtegradienten (10 —-60 % Saccharosekonzentration) eingesetzt und fir 48 h bei
175000xg und 4°C ultrazentrifugiert. 1 ml-Fraktionen wurden vom Boden des
Zentrifugationsrohrchen, welches mit einer Nadel durchstochen wurde, aufgefangen. Die
Saccharosekonzentration jeder Fraktion wurde mit Hilfe eines Refraktometers (Optech) bestimmt.
Der Protein- sowie der Photopigmentgehalt aller Fraktionen wurden mittels des Bradford-Assay

und der Absorptionsspektrumanalyse (300 nm — 900 nm) ebenfalls gemessen.
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2.4.4 Praparation von Proteinproben fiir SDS-Gele

Fir die SDS-Gel-Analyse wurden 1,5 ml Proben aus den Expressionskulturen entnommen und
durch Zentrifugation bei 16000 x g (R. capsulatus: 10 min; E. coli: 3 min) pelletiert. Das Pellet
wurde in 50 - 100 pl SDS-Probenpuffer (2.1.7.3) resuspendiert und unter standigem Schiitteln
(1200 rpm) bei 99 °C fiir 20 min inkubiert. Anschliefend konnten die Proben auf das SDS-Gel
aufgetragen werden. Noch bendétigte Proben wurden bis zur weiteren Verwendung bei -20°C

gelagert.

2.4.5 Denaturierende SDS-Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese

(nach Laemmli, 1970)

Die diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese wird zur analytischen Auftrennung
von Proteinen nach ihrer GrofRe verwendet. Natriumdodecylsulfat (SDS), ein anionisches
Detergenz, denaturiert Proteine, liberdeckt ihre Eigenladung und maskiert sie mit negativen
Ladungen, so dass ein konstantes Verhdltnis von Masse zu Ladung entsteht. Die Zugabe von
Dithiothreitol (DTT) fiihrt zur Aufspaltung von Disulfidbriicken zwischen Cysteinen und verstarkt
damit die Denaturierung der Proteine. Die SDS-PAGE wurde mit NuPAGE 4-12 % Bis-Tris
Fertiggelen der Firma Invitrogen (Elektrophoreseapparatur: XCell SureLock™ Electrophoresis Cell)
bei einer Laufzeit von 35 min und einer Spannung von 200 V durchgefiihrt. Als Laufpuffer wurde

der 1 x NUPAGE SDS Running Buffer nach Herstellerangaben verwendet.

2.4.6 Coomassie-Farbung zur Proteindetektion

(nach Merril, 1990)

Die Farbung von SDS-PAGE-Gelen erfolgte nach der Elektrophorese in Coomassie-Brilliant-Blau-
Farbelosung unter langsamem Schitteln. Nach 30 min Inkubation wurde die Farbelésung durch
Entfarbel6sung ersetzt bis zur vollstandigen Entfarbung des Hintergrunds. Die Dokumentation der

Gele erfolgte mit Hilfe der Dokumentationsanlage Stella.

2.4.7 Transfer von Proteinen auf PVDF-Membranen

Nach Auftrennung der Proteine mittels SDS-PAGE (2.4.5) wurden diese auf eine PVDF-Membran
Ubertragen. Dazu wurde die PVDF-Membran vor ihrer Benutzung 1 min in Ethanol dquilibriert und

danach 5 min in Wasser gewaschen. Der Transfer erfolgte nach Angaben des Herstellers in der
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XCell SurelLock™-Elektrophoresekammer mit mitgeliefertem Transferpuffer (2.1.7.4) fir eine

Stunde bei 25 V.

2.4.8 Immunodetektion von Proteinen

Nach dem Transfer der Proteine auf eine PVDF-Membran wurde diese tGber Nacht in TBST +3 %
Milchpulver (2.1.7.4) bei 4 °C gelagert, um freie Bindungsstellen der Membran abzudecken und
unspezifische Bindungen auszuschliefen. Die Membran wurde 2 x 15 Minuten in TBST-Puffer bei
Raumtemperatur gewaschen, um anschlieBend mit dem Anti-His-(C-Term)-HRP-Antikorper
(Invitrogen; Konzentration 1:5000) fiir eine Stunde bei Raumtemperatur und unter leichtem
Schitteln im TBST-Puffer behandelt zu werden. Nicht gebundene Antikérper wurden durch
zweimaliges Waschen in TBST-Puffer fir 30 Minuten bei Raumtemperatur entfernt. Die Detektion
der Signale erfolgte mittels der ,,Enhanced-Chemo-Luminescence”-Losung (ECL). Dafiir wurde die
Membran Iuftblasenfrei auf eine durchsichtige Plastikunterlage gelegt und die ECL-Losung
gleichméRig auf die Membran verteilt. Entstehende Chemolumineszenz durch die Reaktion der
Peroxidaseeinheit des Hisg-Antikorpers mit der ECL-Losung wurde mittels STELLA (Raytest)
(Programmeinstellung: ,sensitive chemoluminescence”, 30 s, 1 min, 2 min, 5 min) festgehalten,

die Bilder wurden anschliefend mit dem Programm AIDA (2.1.8) bearbeitet.

2.4.9 Proteinquantifizierung (Bradford)

Der Bradford-Assay wird als Standardmethode zur quantitativen Proteinbestimmung verwendet.
Coomassie-Brilliant-Blau-G-250 wird als Farbstoff benutzt und dient als Indikator fiir Proteine,
indem sich das Absorptionsmaximum des Farbstoffs in Gegenwart von Proteinen und saurem
Milieu von 465 nm zu 595 nm verschiebt. Coomassie-Brilliant-Blau-G-250 bindet an kationische
und nichtpolare, hydrophobe Seitenketten der Aminosauren und fihrt zu einer Komplexbildung
zwischen Protein und Farbstoff. Die Anderung des Absorptionsmaximums ldsst sich

photometrisch ermitteln und wird fiir die Berechnung der Proteinkonzentration eingesetzt.

Fiir den photometrischen Test wurden 900 pul des Bradford-Reagenz in Kiivetten vorgelegt. 10 pl
der Proteinprobe wurde mit 90 ul aqua dest. verdiinnt und mit dem Bradford-Reagenz vermischt.
BSA wurde zur Erstellung einer Standardreihe in den Konzentrationen 0, 2, 4, 6, 8 und 10 pg/ml
eingesetzt. Nach 5-minitiger Inkubation bei RT wurden die Proben im Photometer bei 595 nm

gemessen. Fir alle Proben wurde eine Dreifachbestimmung durchgefihrt.
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2.4.10 Solubilisierung von Membranproteinen

Integrale Membranproteine sind liber transmembrane Helices oder sogenannte B-Barrel fest in
der Membran verankert, wahrend membranassoziierte Proteine nur Uber hydrophobe
Wechselwirkungen mit der Membran verbunden sind. Detergenzien kdnnen Membranproteine
aus der Membran I6sen, indem sich die hydrophoben Reste der Detergenzien an die hydrophoben
Bereiche der Proteine anlagern und dadurch die Phospholipide der Membran verdrdangen. Zur
Solubilisierung der Membranproteine wurden aufgeschlossene Zellen mit verschiedenen
Detergenzien (2.1.6) versetzt. Die Solubilisierung variiert je nach Protein in der Behandlungsdauer,
Detergenz-Konzentration und der Temperatur. Der Ansatz wurde nach Behandlung mit
Detergenzien fiir 24 h bei 100000 x g und 4 °C zentrifugiert. Im Uberstand sollte sich das aus der

Membran gelGste Protein befinden.
2.4.11 Metallaffinitatschromatographie

Das Prinzip der Metallaffinitdtschromatographie beruht auf der spezifischen Adsorption eines
Molekils an einen Bindungspartner. Als stationdres Sdulenmaterial wurde Nitrilotriessigsdure
(NTA) eingesetzt. Der an die stationdre Saulenmatrix gebundene Bindungspartner ist das
Metallion Ni**. NTA und Nickel bilden einen Chelat-Komplex, wobei zwei Bindungsstellen fiir
basische Gruppen der Proteine unbesetzt bleiben. Proteine mit einem His-Tag kdnnen an diese
freien Bindungsstellen binden und durch mehrere Waschschritte von anderen Proteinen isoliert
werden. Zur Elution des Proteins kann das Histidinanalogon Imidazol verwendet werden, welches
Histidin kompetitiv verdrangt. Schwach gebundene Proteine koénnen bei niedrigen
Imidazolkonzentrationen von den Koordinationsplatzen verdrangt werden, wahrend stark

gebundene Proteine erst bei hoheren Imidazolkonzentrationen eluieren.
2.4.12 Nachweis von esterolytischer und lipolytischer Aktivitat
2.4.12.1 Nachweis lipolytischer Aktivitat auf Tributyrin-Agar

(nach Lawrence et al., 1967)

Die Eigenschaft von Lipasen und Esterasen, Esterbindungen zu hydrolysieren wird im Tributyrin-
Assay genutzt. Das wasserunlésliche Tributyrin bildet mit dem Agar-Nahrboden eine milchig triibe
Emulsion. Lipase-Klone werden auf diesen Tributyrin-Agar-Platten angezogen und bezlglich ihrer

Aktivitat untersucht. Aktive Lipasen setzen das unl6sliche Substrat in die wasserléslichen Produkte
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Glycerin und Buttersdure um (Abb. 7), wodurch das trilbe Medium aufklart und sich Héfe um die

Bakterienkolonien bilden (Chow et al., 2011).

Lipase/Esterase

o

+3 H,O —_ OH +3 HOAK/\

OH

1

Tributyrin Glycerol Butansadure

Abb. 7: Lipase-katalysierte Hydrolyse von Tributyrin

Tributyrin kann durch die Katalyse von Lipasen in Gegenwart von H,O zu Glycerol und der Fettsdure
Butansdure hydrolysiert werden. Die umgekehrte Reaktion verbindet Glycerol und Butansidure wieder zu
Tributyrin.

2.4.12.2 Nachweis lipolytischer Aktivitat auf Rhodamin B-Agar

(nach Kouker & Jaeger, 1987)

Der Rhodamin B-Assay in Anwesenheit von Olivendl wird als Aktivitdtsnachweis fir Lipasen
verwendet, ohne dabei durch Esterasen beeinflusst zu werden. Lipasen sind an der Umsetzung
von Olivendl beteiligt. Die entstandenen Fettsdauren komplexieren daraufhin mit Rhodamin B.
Lipase-Klone wurden auf den Rhodamin B-Agar Ubertragen und liber mehrere Tage bei optimaler
Anzuchttemperatur inkubiert. Aktive Lipasen zeigen unter UV-Licht (350 nm) aufgrund des
Fettsdure-Rhodamin B-Komplexes einen fluoreszierenden Hof um die Kolonie, der sich orange-

gelb darstellt (Chow et al., 2011).

2.4.12.3 Bestimmung der Lipase-/Esteraseaktivitat mittels p-Nitrophenylcaproat

(nach Wilhelm et al., 1999)

Der p-Nitrophenylcaproat-Assay wird als quantitativer Nachweis von Esterase- und
Lipaseaktivitaten verwendet. p-Nitrophenylcaproat ist ein farbloser Ester der Hexansdure, der bei
Hydrolyse durch Lipasen oder Esterasen p-Nitrophenol freisetzt. Die Freisetzung dieser
chromogenen Gruppe fihrt zu einem gelben Farbumschlag, welcher photometrisch bei einer

Wellenldange von 410 nm gemessen werden kann.
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Abb. 8: Lipolytisch-katalysierte Hydrolyse von p-Nitrophenylcaproat

p-Nitrophenylcaproat kann durch die Katalyse von Lipasen und Esterasen zu p-Nitrophenol und Hexansaure
hydrolysiert werden. Die Reaktionsgleichung korreliert mit einem gelben Farbumschlag, dessen Absorption
bei 410 nm gemessen werden kann.

Zellkulturen mit Gberexprimierten Lipasen/Esterasen wurden bei einer optische Dichte von OD = 1
geerntet und mit Hilfe von Glasperlen 10 min bei 4 °C aufgeschlossen. Zur Herstellung der
Testlosung wurden 20 ml der Pufferlosung (2.1.7.5) mit 1 ml der Substratlésung (2.1.7.5)
gemischt. 1 ml der Testlésung wurde in einem 1,5 ml EPG vorgelegt und der Test durch Zugabe
der aufgeschlossenen Zellen (OD =0,05) gestartet. Die Inkubation erfolgte bei 37 °C oder 70 °C
und 1200 rpm flr 5 min. AnschlieBend wurde die Absorption der Probe bei OD410nm gemessen. Als
Referenzwert diente die reine Testlosung ohne Zellkultur. Die Werte werden als relative Aktivitat

angegeben, bezogen auf 1 ml Probenvolumen und die Zelldichte (OD) bzw. die Zellzahl.

V = Gesamtvolumen

A ODsionm XV v = Probenvolumen
nm

vXxtxe t = Reaktionszeit

U

€ = Extinktionskoeffizient 10,4

2.4.12.4 Transmissionselektronenmikroskopie-Aufnahmen

Die  Transmissionselektronenmikroskopie =~ wird  zur  mikroskopischen  Untersuchung
aufgeschnittener Zellen verwendet. Zellkulturen wurden bei einer optischen Dichte von OD =1 -2
geerntet und unverziglich mit 2,5 % Glutaraldehyd und 4% Paraformaldehyd in 0,1 M Natrium-
Cacodilate-Puffer (pH 7,2) fixiert. Die weiteren Schritte wurden im Institut fiir Mikrobiologie und
Biotechnologie der Universitat Ulm durchgefiihrt. Die Giber Nacht fixierten Zellen wurden mit PBS
und anschlieend in einer wassrigen 2 %-Osmiumtetroxid-Kontrast-Lésung fir 1 h gewaschen. Zur

Dehydrierung der Zellen wurden diese in steigenden 1-Propanol-Konzentrionen (30 %, 50 %, 70 %
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und 90 %) inkubiert. Nach diesem Schritt wurden die Zellen fir 30 min bei 37°C mit einer
alkoholischen Uranyl-Acetat-Losung versetzt, um anschlieBend mittels des Ultracut UCT
ultramicrotome (Leica) aufgeschnitten und im Transmissionselektronenmirkoskop (Carl Zeiss)

analysiert zu werden.
2.4.12.5 CO-Differenzspektroskopie

Die CO-Differenz-Spektroskopie wird fiir die Analyse der CO-Bindungsaktivititen verwendet.
Hierfir wurde gereinigtes Protein in spektrophotometrische Messungen eingesetzt. Das UV-
Spektrum von CO-gebundenem Protein nach Zugabe von Natriumdithionit wurde mittels
Spektrometers im Bereich von 400 — 500 nm gemessen. Die Proteinkonzentration kann bestimmt
werden, indem das Spektrum reduzierten Proteins von dem Absorptionsspektrum des reduzierten
CO-gebundenen Proteins subtrahiert wird. Die CO-Diiferenzspektroskopie der CYP175A1 wurde in
Kooperation mit dem Institut fiir Biochemie Il der Heinrich-Heine-Universitat (Prof. Dr. Urlacher)

in Dusseldorf durchgefiihrt.
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3. Ergebnisse

3.1 Funktionsbasiertes Screening von Genen aus dem Metagenom in

Escherichia coli, Rhodobacter capsulatus und Pseudomonas putida

Die Identifizierung neuer Proteine und deren effiziente Synthese stehen im besonderen Interesse
der Biotechnologie und Medizin. Die Metagenomik ermoglicht die Entdeckung neuer Gene
unabhangig von der Kultivierbarkeit ihrer Ursprungsorganismen und erweitert somit das
Spektrum potentieller Gene fiir biotechnologische Anwendungen. Fir das funktionsbasierte
Screening von Genen aus dem Metagenom wird liblicherweise der Standardwirt E. coli verwendet
(Streit & Schmitz, 2004), dessen heterologe Expression jedoch durch Limitierungen haufig
beeintrachtigt wird.

Die Fragestellung, ob das funktionsbasierte Screening von Metagenombanken in
unterschiedlichen Expressionswirten hinsichtlich der Entdeckung neuer Enzyme oder der
Expressions- und Aktivitatssteigerung von Nutzen ist, sollte im Verbund ExpresSys beantwortet
werden. Hierflir untersuchten die einzelnen Kooperationspartner die Nutzbarkeit
unterschiedlicher Expressionswirte. Fiir die vergleichende Analyse der alternativen Wirte wurden
Thermus thermophilus (Prof. Dr. Liebl, TU Miinchen), Pseudomonas antarctica (Prof. Dr. W. Streit,
Universitat Hamburg), Sulfolobus acidocaldarius (Prof. Dr. Albers, Max-Planck-Institut Marburg;
Prof. Dr. Siebers, Universitdat Duisburg-Essen), Pseudomonas putida und Rhodobacter capsulatus
(Prof. Dr. Jaeger, Universitat Dilsseldorf) ausgewahlt. Die verschiedenen Expressionswirte

unterscheiden sich grundlegend in ihren Eigenschaften.

T. thermophilus ist ein hyperthermophiler Mikroorganismus, der bei Temperaturen bis 85 °C
kultiviert werden kann (Liebl, 2004). Die Vorteile von T. thermophilus sind zum einen hohe
Wachstumsraten und gute Zellertrage wahrend der Kultivierung (Cava et al., 2009), zum anderen
eine funktionelle Expression von Proteinen, die aus thermophilen Organismen stammen. Die
funktionelle Synthese dieser Proteine ist in Standardorganismen aufgrund einer reduzierten
Flexibilitdit der Proteinkonformation, die zu einer Inaktivierung des Proteins bei niedrigeren
Temperaturen flhrt, oft limitiert (Feller, 2010).

P. antarctica ist ein psychrophiles Bakterium und kann zwischen 4 °C und 30 °C kultiviert werden,
wobei das Temperaturoptimum bei 22 °C liegt (Reddy, 2004). Moglicherweise eignet sich
P. antarctica als Expressionswirt fiir die Identifizierung von besonders hitzelabilen Proteinen.

S. acidocaldarius ist ein thermoacidophiles Crenarcheota und kann bei 76 °C und pH 3 optimal

kultiviert werden (Wagner et al., 2012). In vielen Eigenschaften wie bei den Prozessen der
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Proteinbiosynthese, beispielsweise die N-Glycosylierung, dhneln die Archaeen eher den
Eukaryoten als den Bakterien (Meyer & Albers, 2013). Der Expressionswirt S. acidocaldarius kann
moglicherweise fiir die Identifizierung von Archaeen-ahnlichen Proteinen genutzt werden.

P. putida ist ein aerobes, saprophytisches Bakterium und kann bei 30 °C optimal kultiviert werden.
Es zeichnet sich durch schnelles Wachstum, eine unkomplizierte Kultivierung und einfache
genetische Manipulation aus. Zudem besitzt P.putida 15% mehr cytoplasmatische
Membrantransportsysteme, die beispielsweise die Aufnahme von Aminosduren regulieren
(Nelson et al., 2002). Dies bevorteilt P. putida in der Substratverwertung. Es konnte bereits als
Alternativwirt fiir die funktionsbasierte Anwendung von Metagenombanken etabliert werden
(Martinez et al., 2004).

R. capsulatus ist ein phototrophes Nicht-Schwefel-Purpur-Bakterium und zeichnet sich durch
mehrere spezifische Eigenschaften als Expressionswirt fiir funktionsbasierte Screenings aus.
Aufgrund seines phototrophen, anaeroben Wachstums konnen vor allem Sauerstoff-sensitive
Proteine synthetisiert werden. Ein weiterer Vorteil ist die groRe Membranfliche, die
moglicherweise fiir die Einlagerung von Membranproteinen genutzt werden kann sowie fir die

Produktion von verschiedenen Kofaktoren, die in E. coli nicht hergestellt werden.

In der vorliegenden Arbeit steht die Charakterisierung des Expressionswirts R. capsulatus fir die
Anwendbarkeit der funktionellen Expression von Genen aus dem Metagenom im Vordergrund. Es
sollte untersucht werden, inwieweit die verschiedenen spezifischen physiologischen
Eigenschaften des Wirts fiir die heterologe Expression von Genen aus dem Metagenom vorteilhaft
sind.

Hierfir wurden im Verbundprojekt ExpresSys sechs Hydrolasegene aus dem Metagenom
ausgewahlt (Tab. 13), die vom ExpresSys-Partner Prof. Dr. W. Streit (Universitat Hamburg) fir
komparative Expressionsstudien in den oben genannten Wirten bereitgestellt wurden. Neben der
Analyse in R. capsulatus, erfolgte die heterologe Expression der Gene in dem Standardwirt E. coli
und in dem etablierten Alternativwirt P. putida. So kénnen die Proteinproduktion sowie die
Aktivitat der Enzyme vergleichend untersucht werden.

Es wurden Enzyme mit unterschiedlichen Eigenschaften ausgesucht, um die Befdhigung der
Organismen E. coli, P. putida und R. capsulatus als Expressionswirte zu evaluieren. Die in dieser
Arbeit untersuchten lipolytischen Enzyme stammen aus verschiedenen Metagenombanken und
unterscheiden sich hinsichtlich der ProteingréBe, des Temperaturoptimums und der

Substratspezifitat (Tab. 13).
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Tab. 13: Eigenschaften der lipolytischen Enzyme
TBT: Tributyrin; pNPC: p-Nitrophenylcaproat; O.-6l: Olivendl. ’Die Signalpeptid-Analyse erfolgte mit dem
Internetbasierten Programm SignalP 4.0 (Petersen et al., 2011).

Molekular- Tem Signal-
Bezeichnung gewicht Herkunft Metagenom Substrat’ E Seq. 2 Funktion
Opt. (°C) peptid
(kDa)
Erd- und Wasserproben
LipS 32 des Botanischen T8I, F‘,IT:' ca- 70 Ja Nein Esterase/Lipase
Gartens (65 °C)
. Heizungswasserproben TBT, pNP C4- )
LipT 38 (75 °C) 15 75 Ja Ja Esterase/Lipase
Biofilm auf EPDM
Est5ES 53 beschichteten TBT, pNP C4- 55 Ja Nein Esterase
. 10
Absperrschiebern
. . TBT, O.-4l, . .
LipABhb2 48 Geobacillus sp. HHO1 pNP C6-18 60 Ja Nein Lipase
Esterase Klon aus TBT, pNP C4- .
EstA3 50 Biofilm“-DNA 10 50 Ja Mein Esterase
LipC5 42 Esterase Klon aus TBT, pNP C4- n.v. Ja Nein Esterase

Biofilm"-DNA 10

Das LipS kodierende Gen wurde aus Anreicherungen (65 °C) von Erd- und Wasserproben eines
Botanischen Gartens entnommen. Das entsprechende Protein besitzt eine GréRe von 32 kDa und
ist mit einem Temperaturoptimum von 70 °C weitgehend vor thermaler Denaturierung geschiitzt.
LipS gehort zu den ersten metagenomischen Lipasen, die mit Hilfe von kristallographischen
Methoden analysiert werden konnten (Chow et al., 2012). Das LipT kodierende Gen wurde aus
Anreicherungen (70 °C) von Heizungswasserproben gewonnen. LipT besitzt eine GroRe von 38 kDa
und ein Temperaturoptimum von 75 °C. Bei beiden Enzymen handelt es sich nach derzeitigem
Wissensstand um Lipasen, die bevorzugt langkettige Fettsduren (Cy,-Ci4) hydrolysieren (Chow et
al., 2012). Die Hydrolasegene est5E5, estA3 und lipC5 wurden aus Biofilmen isoliert. Die
kodierenden Proteine besitzen eine GroRe von 53 kDa (Est5E5), 50 kDa (EstA3)und 42 kDa (LipC5)
und bevorzugen die Umsetzung von kurzkettigen Fettsdauren, wodurch sie den Esterasen
zugeordnet werden. Das Temperaturoptimum betrdagt flr Est5E5 55 °C und fir EstA3 50 °C,
wahrend die bevorzugte Temperatur von LipC5 derzeit nicht bekannt ist. Das Gen lipA8b2 wurde
aus Geobaccillus sp. HHO1 isoliert. Das entsprechende Protein besitzt eine Grofle von 48 kDa und
ein Temperaturoptimum von 60 °C. Die Besonderheit von LipA8b2 ist, neben kurzkettigen
Fettsduren auch solche mit einer Kettenlange von C18 umzusetzen (personliche Angaben, Prof.

Dr. Streit).
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Im Rahmen der wahrend dieser Doktorarbeit betreuten Bachelorarbeit von Leonard Elias Heinrich
wurden die Expressionsplasmide, die die Hydrolasegene beinhalten, kloniert. Zudem wurden erste
Expressions- und Aktivitatsversuche der sechs lipolytischen Enzyme in den Expressionswirten E.

coli und R. capsulatus durchgefiihrt (Heinrich, 2012).

3.1.1 Konstruktion der Hydrolasegen-Expressionsvektoren

Fir die vergleichende Expression der Hydrolasegene in E. coli, P. putida und R. capsulatus wurden
diese zunachst mittels der Restriktionsschnittstellen Ndel und Hindlll in den Expressionsvektor
pRhotHi-2 (siehe 1.4) kloniert (Heinrich 2012 und diese Arbeit). Der broad host range Vektor
ermoglicht die Expression des Zielproteins als rekombinantes Protein in E. coli, P. putida und
R. capsulatus. Das Protein weist an seinem C-terminalen Ende einen Hisg-Tag auf, der fir die
spatere ldentifizierung des Proteins via Immunodetektion verwendet wird. Die Expression der
heterologen Zielgene steht dabei unter der Kontrolle des Promotors der T7-RNA-Polymerase
(Katzke et al., 2010). Aufgrund des T7-Promotors missen fir die vergleichenden
Expressionsstudien Bakterienstimme eingesetzt werden, denen das Gen fiir die T7-Polymerase in
das Wirtsgenom integriert wurde. Bei den in dieser Arbeit verwendeten Stammen handelt es sich
um E. coli BL21 (DE3) (Studier & Moffatt, 1986), P. putida KT2440T7 (Knops, 2008) und
R. capsulatus B10ST7 (Katzke et al., 2010).

3.1.2 Vergleichende Expression der metagenomischen Hydrolasegene in den

Expressionswirten E. coli, P. putida und R. capsulatus

Um zu untersuchen, inwieweit die Hydrolasegene aus dem Metagenom mit dem
Expressionsvektor pRhotHi-2 in den verwendeten Expressionsstammen E. coli, R. capsulatus und
P. putida exprimiert werden kdnnen und ob die Genexpression das Zellwachstum beeinflusst,
wurden wahrend der Expressionsstudien das Wuchsverhalten der Bakterien sowie die

Proteinakkumulation der Hydrolasen analysiert.

Die Anzucht der Kulturen von E. coli und P. putida erfolgte wie unter 2.2.3, 2.2.4 beschrieben. Wie
bereits in Kapitel 1.3 erlautert, ist R. capsulatus in der Lage, unterschiedliche biochemische
Prozesse zur Energiebereitstellung zu nutzen. Hierbei handelt es sich um die Photosynthese, die
unter phototrophen Wuchsbedingungen genutzt wird, wahrend unter chemotrophen
Wuchsbedingungen die metabolischen Prozesse zur Energiebereitstellung wechseln und die
aerobe Respiration verwendet wird. Vor diesem Hintergrund ergab sich die Fragestellung, ob die

Nutzung der photo- und chemotrophen Wuchsbedingungen die heterologe Expression in
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R. capsulatus beeinflusst. Hierfir wurden R. capsulatus-Zellen, wie unter 2.2.2.1 und 2.2.2.2
beschrieben, photo- und chemoheterotroph kultiviert (im Nachfolgenden als , phototroph” und
,heterotroph” bezeichnet).

Fir die Analyse des Zellwachstums wurden die Zelldichten der Expressionskulturen in
regelmaRigen Intervallen bestimmt. Um die Akkumulation der lipolytischen Enzyme
nachzuweisen, wurden in der exponentiellen Phase (ODsgg/s60nm = 1) sowie in der stationdren
Phase Proben (1,5 ml) fiir die Immunodetektion der mit dem Hisg-Tag markierten Proteine mittels
Western Blot (11.2.4.8) entnommen. Das aufgetragene Probenvolumen wurde so gewahlt, dass die
eingesetzte Menge fir E. coli-Zellen einer ODsgonm = 0,2 und fiir P. putida- und R. capsulatus-Zellen

aufgrund der schwacheren Proteinakkumulation einer ODsgo/s60nm = 0,8 entsprach.

Die Ergebnisse der vergleichenden Expressionsstudien zeigen, dass die verschiedenen
untersuchten Expressionswirte wahrend der heterologen Genexpression ein unterschiedliches
Zellwachstum aufweisen (Abb. 9).

Die Wachstumskurven der E. coli-Expressionskulturen zeigen untereinander ein abweichendes
Muster. Sie weisen durch die Expression bestimmter Hydrolasegene ein verlangsamtes oder auch
vermindertes Zellwachstum auf. Ebenso konnte beobachtet werden, dass die E. coli-Kontrollkultur
im Vergleich zu den Lipase/Esterase-Expressionskulturen ein verlangsamtes Wachstums zeigt
(Abb. 9 A, hellblaue Linie). Es wurde vermutet, dass durch die Zugabe des Induktors ein Bereich
der multiple cloning site (MCS), eine ca. 100 bp lange DNA-Sequenz, abgelesen wird, die zur
Bildung eines auf die Zellen toxisch wirkenden Produkts fiihrt. Dieser Effekt konnte durch die
Entfernung der Ribosomenbindestelle sowie der MCS behoben werden (nicht veroffentlicht,
Marcus Wingen).

Die Wuchsrate der P. putida-Expressionskulturen ist durch die heterologe Genexpression, auRRer
im Fall der Est5E5-exprimierenden Kultur (griine Linie), nicht beeintrachtigt. Diese zeigt im
Vergleich zu den (brigen P. putida-Expressionskulturen herabgesetzte Generationszeiten sowie
eine Verminderung der finalen Zelldichte (Abb. 9 B).

Wie in Abbildung C und D dargestellt, zeigen die R. capsulatus-Expressionskulturen, die unter
phototrophen oder chemotrophen Bedingungen kultiviert wurden, im Vergleich verschiedene
Profile des Zellwachstums bezlglich Generationszeiten und finaler Zelldichte. Phototrophe
R. capsulatus-Kulturen erreichen nach einer kurzen Anpassungsphase die logarithmische
Wuchsphase und weisen unabhdngig von der heterologen Genexpression hohe Zelldichten
(ODggonm = 3 - 4) auf, wahrend die Wuchsrate sowie die finale Zelldichte (ODggonm =1 - 1,5) aller
chemotrophen Expressionskulturen beeintrachtigt sind. Das unterschiedliche Wuchsverhalten der

phototroph und chemotroph kultivierten R. capsulatus-Zellen ist demnach auf die
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unterschiedlichen Anzuchtbedingungen und nicht auf die heterologe Genexpression
zurlickzufiihren. Diese Unterschiede riihren von den unterschiedlichen metabolischen Prozessen
zur Energiebereitstellung unter phototrophen und chemotrophen Wachstumsbedingungen her

(Lampe et al., 1972).
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Abb. 9: Expression von Hydrolasegenen aus dem Metagenom in E. coli BL21 (DE3), P. putida KT2440T7
sowie R. capsulatus B10ST7 unter phototrophen und chemotrophen Bedingungen

Die Abbildung zeigt das Wuchsverhalten der verschiedenen Bakterien wahrend der Expression von sechs
verschiedenen Hydrolasegenen im Expressionsvektor pRhotHi-2. Als Negativkontrolle wurde das
Zellwachstum von E. coli, P. putida und R. capsulatus mit dem pRhotHi-2-Leervektor verfolgt. Die Werte
geben den Mittelwert einer Dreifachbestimmung an. Die Fehlerbalken zeigen die entsprechenden
Standardabweichungen. Die Immunodetektion der Proteine erfolgte mit Proben, die wadhrend der
exponentiellen (,exp.“) und stationdren (,stat.“) Phase aus den Kulturen entnommen wurden (genaue
Angaben zur Probenentnahme siehe 2.2.2.1, 2.2.2.2, 2.2.3, 2.2.4). Das aufgetragene Probenvolumen wurde
so gewahlt, dass die eingesetzte Menge fiir E. coli-Zellen einer ODsgonm= 0,2 und flr P. putida- und
R. capsulatus-Zellen einer ODsgg/g60nm = 0,8 entsprach. Die Detektion erfolgte mittels HRP-Antikdrpern, die
spezifisch an den Hisg-Tag der Proteine binden.
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Die unterschiedlichen Wachstumsprofile der drei untersuchten Expressionswirte beziiglich
Generationszeiten und finaler Zelldichten haben vermutlich mehrere Ursachen. Das verminderte
Wachstum der Zellen wird moglicherweise durch toxische Effekte, die durch die Synthese von
heterologen Proteinen ausgel6st werden, hervorgerufen. Oft korreliert die heterologe Expression
mit einer Uberlastung der metabolischen Synthesewege der Zellen, die im ungiinstigsten Fall zum

Absterben der Zellen fuhrt.

Neben der Analyse des Bakterienwachstums wurde auch die Expressionseffizienz der lipolytischen
Enzyme in den Wirten E. coli, R.capsulatus und P.putida durch Nachweis der

Proteinakkumulation in der exponentiellen und stationaren Wuchsphase untersucht.

Die Western Blot-Analyse der E. coli-Expressionskulturen zeigt, dass alle sechs Hydrolasegene in E.
coli spezifisch nachgewiesen werden konnten, wobei ein unterschiedliches Muster der
Proteinakkumulation in der exponentiellen und stationdaren Phase zu beobachten ist. Abhangig
von der untersuchten Lipase konnten einige Lipasen Uiberwiegend in der exponentiellen
Wuchsphase nachgewiesen werden, wahrend eine Proteinakkumulation einiger anderer Lipasen
(LipS und LipT) vermehrt in der stationdren Phase beobachtet werden konnte. Zudem konnte
gezeigt werden, dass die Expressionslevel der lipolytischen Enzyme nicht mit den Veranderungen
des Zellwachstums korrelieren. Beispielsweise konnte fiir die Lipase LipC5 die hdochste
Proteinakkumulation nachgewiesen werden, wobei das Zellwachstum hier kaum negativ
beeinflusst ist. Im Gegensatz dazu konnte fiir die Lipase LipT ein geringes Expressionslevel
aufgezeigt werden, obwohl die Teilungsrate der Zellen herabgesetzt ist (Abb. 9 A). Diese
Beobachtungen entsprechen nicht den Erwartungen, da aufgrund héherer Expressionsraten eine
Stressantwort der Zellen mit einem verminderten Zellwachstum vermutet wurde. Die
festgestellten Verminderungen des Zellwachstums stehen daher nicht in erkennbarem
Zusammenhang mit den beobachteten Expressionsleveln der lipolytischen Enzyme, kdnnen aber
moglicherweise durch die heterologe Expression ausgeldsten toxischen Effekte hervorgerufen
werden.

Die Western Blot-Analyse der P. putida-Kulturen zeigt, dass lediglich zwei der sechs untersuchten
Hydrolasegene in P. putida exprimiert werden konnten. Hierbei handelt es sich um die
lipolytischen Enzyme Est5E5 und LipA8b2. Die Mengen der synthetisierten lipolytischen Enzyme
sind im Vergleich zu den in den anderen Expressionswirten nachgewiesenen sehr gering. Die
lipolytischen Enzyme zeigen ebenso wie in den E. coli-Expressionskulturen eine variable
Proteinpradsenz in der exponentiellen und stationdren Phase (Abb. 9 B).

In  R. capsulatus-Expressionskulturen konnten sowohl unter phototrophen als auch unter

chemotrophen Anzuchtbedingungen vier der sechs untersuchten lipolytischen Enzyme
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synthetisiert werden. Hierbei handelt es sich um die Proteine LipS, LipA8b2, EstA3 und LipC5.
Dabei ist die Starke der Proteinakkumulation in der exponentiellen und stationdaren Phase
abhangig von der phototrophen oder chemotrophen Kultivierung der R. capsulatus-Zellen. Die
lipolytischen Enzyme der phototrophen Expressionskulturen weisen keine auffalligen
Unterschiede der Proteinakkumulation in der exponentiellen und stationaren Wuchsphase auf,
wahrend unter chemotrophen Anzuchtbedingungen eine Degradation der Lipasen LipA8b2 und
LipC5 in der stationaren Wuchsphase zu beobachten ist (Abb. 9 Cund D). Die Nutzung von
R. capsulatus unter phototrophen Wuchsbedingungen hat einen verstarkenden Einfluss auf die

heterologe Genexpression.

Es konnte gezeigt werden, dass in den Expressionswirten E. coli, P. putida und R. capsulatus
lipolytische Enzyme synthetisiert wurden, wobei die heterologe Expression abhdngig von dem
gewadhlten Expressionswirt ist. Dabei konnte nachgewiesen werden, dass die Nutzung der hier
untersuchten Expressionswirte zu einer unterschiedlich starken Proteinakkumulation der
jeweiligen Hydrolasen fiihrt. Das Zellwachstum der Bakterien ist, abhangig von dem verwendeten

Expressionswirt, durch die heterologe Genexpression unterschiedlich beeinflusst.

3.1.3 Vergleich der durch die heterologe Expression hervorgerufenen lipolytischen

Aktivitaten in den Expressionswirten E. coli, P. putida und R. capsulatus

Nachdem gezeigt werden konnte, dass die Hydrolasegene partiell in den Expressionswirten E. coli,
R. capsulatus und P. putida exprimiert werden kénnen, wurden zur Uberpriifung der funktionellen
Expression zunachst Aktivitatsanalysen auf Agarplatten mit den Substraten Tributyrin und
Rhodamin durchgefiihrt. Fir die Aktivitdtstests wurden sowohl Agarplatten (siehe 2.1.4.3) mit
Ndhrboden verwendet, die den Induktor der Genexpression (E. coli und P. putida: 0,4 mM IPTG,
R. capsulatus: 8 mM Fruktose) enthielten, als auch Ndhrbéden, denen dieser Zusatz fehlte. Die
verschiedenen Bedingungen ermdglichen die Analyse, inwieweit die Induktion der Genexpression
Einfluss auf das Wachstum der Bakterienkolonien und die Aktivitat der lipolytischen Enzyme hat.
Fir die anschlieRende quantitative Analyse der Enzymaktivitat mittels des Substrats pNPC wurden
Expressionskulturen, wie in 2.2.1, 2.2.3, 2.2.4 beschrieben, kultiviert, die heterologe
Genexpression induziert und wahrend der exponentiellen Phase Proben entnommen. Als

Kontrolle wurden Testkulturen verwendet, die den Leervektor pRhotHi-2 trugen.
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3.1.3.1 Vergleichende qualitative Analyse der Bakterienklone mittels des fiir Lipasen und

Esterasen spezifischen Substrats Tributyrin

Der Nachweis der lipolytischen Aktivitat der Bakterienkolonien auf Tributyrin-Agar basiert auf der
Hydrolyse von Tributyrin zu Glycerin und Butansaure. Tributyrin ist das Triacylglycerid der
Butansaure. Die Hydrolyse von Tributyrin durch eine entsprechende Lipase oder Esterase fuhrt zur
Bildung eines klaren Hofs um die Bakterienkolonie auf dem ansonsten triben TBT-Agar (Hasan et

al., 2009).

Der TBT-Aktivitatstest konnte eine unterschiedliche Verteilung der Enzymaktivitdten in den
Expressionswirten E. coli, R. capsulatus und P. putida aufzeigen (Abb. 10).

Die Ergebnisse des qualitativen Lipase/Esterase-Aktivitatstest der E. coli-Bakterienkolonien zeigen,
dass flinf der sechs Hydrolasen funktionell in E. coli synthetisiert wurden und in der Lage sind, das
Substrat Tributyrin zu hydrolysieren. E. coli-Kolonien, die LipT synthetisierten, zeigen, obgleich die
Genexpression immunologisch nachgewiesen werden konnte, keine Aktivitat. Die Zugabe von
IPTG in die Agarplatten flihrte zu einer reduzierten Hofbildung, die mit der Enzymaktivitat des
lipolytischen Enzyms korreliert. Die Bakterienkolonien, die als Kontrollwert dienten, zeigten keine
intrinsischen wirtsspezifischen Aktivitdten, so dass die Hofbildung um die Bakterienkolonien, die
die lipolytischen Enzyme synthetisierten, auf deren spezifische Aktivitat zurlickzuftihren ist (Abb.
10).

P. putida-Kolonien, die EstSE5 und LipA8b2 synthetisierten, wiesen im TBT-Aktivitatstest eine
Hofbildung auf. Die Expression dieser beiden Hydrolasegene konnte im Western Blot
immunologisch erfolgreich nachgewiesen werden (Abb. 9 B). Die Zugabe von IPTG in die
Agarplatten fiihrt wie bei E. coli zu einem schwach negativen Effekt auf die Hofbildung, die als
MaRstab fiir die Enzymaktivitat dient (Abb. 10).

Phototroph kultivierte R. capsulatus-Kolonien, die LipA8b2, EstA3 und LipC5 produzierten, zeigen
im TBT-Aktivitatstest durch die Bildung klarer Héfe um die Bakterienkolonie Enzymaktivitat. LipS
konnte spezifisch in den Western Blot-Analysen der phototrophen R. capsulatus-Kulturen
nachgewiesen werden (Abb. 9 C), Enzymaktivitat wurde jedoch nicht beobachtet. Es konnte ein
verstarkender Effekt durch die Zugabe von Fruktose auf die Enzymaktivitat von LipA8b2, EstA3
und LipC5 gezeigt werden, aber nur im Fall von LipC5 in signifikanter Weise (Abb. 10).

Im Gegensatz dazu zeigt die Untersuchung der chemotroph-kultivierten R. capsulatus-Zellen, dass
zwei der sechs lipolytischen Enzyme Aktivitat aufweisen, wenngleich vier Proteine synthetisiert
werden konnten. Bei den aktiven lipolytischen Enzymen handelt es sich um LipA8b2 und EstA3. Im

Vergleich zu den Untersuchungen der phototrophen R. capsulatus-Kolonien konnte keine
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Steigerung der Enzymaktivitdt der hier untersuchten Proteine durch die Zugabe von Fruktose
erzielt werden. Bemerkenswerter Weise konnte zudem eine Veranderung der Pigmentierung der
chemotrophen R. capsulatus-Kolonien beobachtet werden. Die chemotrophe Inkubation der

Bakterien auf Tributyrin-Platten fiihrt zum partiellen Verlust der Pigmente (Abb. 10).

Organismus

E. coli
- IPTG

E. coli
+ PTG

P. putida
-IPTG

P. putida
+IPTG

R. capsulatus

phototroph
- Fruktose

R. capsulatus

phototroph
+ Fruktose

R. capsulatus

chemotroph
- Fruktose

R. capsulatus

chemotroph
+ Fruktose

Abb. 10: Nachweis lipolytischer Aktivitdt in E. coli BL21 (DE3), P. putida KT2440T7 und R. capsulatus
B10ST7 unter phototrophen und chemotrophen Bedingungen auf Tributyrin-Agar

Die Abbildung zeigt Bakterienkolonien, die den Expressionsvektor pRhotHi-2 mit den Genen lipS, lipT,
est5E5, lipA8b2, estA3 und lipC5 oder als Kontrolle den Leervektor enthielten. Die Hydrolyse von Tributyrin
flhrt zur Bildung eines klaren Hofs um die Bakterienkolonie auf dem ansonsten triben TBT-Agar, der
dadurch auf eine lipolytische Enzymaktivitat hinweist. Die dunkelgriinen Kennzeichnungen ( m) markieren
die lipolytischen Enzyme, die immunologisch in den Expressionswirten nachgewiesen werden konnten.
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Es konnte gezeigt werden, dass die lipolytischen Enzyme partiell in den verschiedenen
Expressionswirten synthetisiert wurden. Dabei ist die Enzymaktivitat der lipolytischen Enzyme
abhangig von dem gewahlten Expressionswirt. Zudem konnte nachgewiesen werden, dass die

Proteinakkumulation nicht mit der Enzymaktivitat korreliert.

3.1.3.2 Vergleichende qualitative Analyse der Bakterienklone mittels des fiir Lipasen

spezifischen Substrats Olivendl/Rhodamin B

Um die Enzymaktivitat der Hydrolasen umfassender beurteilen zu kdnnen, wurde ein weiterer
qualitativer Aktivitatstest mit einem fir Lipasen spezifischen Substrat durchgefiihrt. Hier wird
Olivendl in Gegenwart von Rhodamin B von lipolytischen Enzymen, die bevorzugt Substrate

mit langeren Fettsdureketten umsetzten, hydrolysiert.

Lipasen konnen durch die Hydrolyse von Olivendl in Gegenwart von Rhodamin B
nachgewiesen werden. Die Lipase-Aktivitdat wird unter UV-Licht (350 nm) durch einen
fluoreszierenden Hof um die Bakterienkolonie belegt (Kouker & Jaeger, 1987). Die Hydrolyse
von Fettsduren mit der einhergehenden Bildung von Carbonsduren fiihrt zu einer pH-
Verschiebung in der unmittelbaren Umgebung der Kolonie. Der niedrige pH-Wert fiihrt zu
einer Verschiebung der Absorption von Rhodamin B in den UV-Bereich und zeigt sich durch

einen fluoreszierenden Hof um die Bakterienkolonie.

Die Ergebnisse des Rhodamin B-Plattentests bestdtigen die Annahme, dass von den hier
untersuchten Hydrolasen ausschliefSlich die Lipase LipA8b2 in der Lage ist, langkettige Fettsauren
wie Olivendl zu hydrolysieren (Abb. 11). In der Auswertung des Plattentests konnte ein
fluoreszierender Hof um die Bakterienkolonien von E. coli, R. capsulatus und P. putida, die
LipA8b2 synthetisieren, beobachtet werden. Interessanterweise konnte die Enzymaktivitat der
Lipase LipA8b2 in R. capsulatus lediglich unter phototrophen, jedoch nicht unter chemotrophen
Wuchsbedingungen nachgewiesen werden. Dies deutet, genau wie die Unterschiede bei den
Expressionseffizienzen (Abb. 9), auf einen fir die funktionelle Expression signifikanten
Unterschied der beiden untersuchten R. capsulatus-Physiologien hin. Wie sich auch in der Analyse
des TBT-Aktivitatstests zeigte, beeinflusst die Zugabe von IPTG in den Ndhrboden der Agarplatten
die Enzymaktivitat von E. coli und P. putida. E. coli-Zellen, die auf Agarplatten mit IPTG inkubiert
wurden, zeigen eine verminderte Enzymaktivitdt. Im Gegensatz dazu konnten die beobachteten

Enzymaktivitaten in P. putida durch die Zugabe von IPTG erh6ht werden, indem sich eine erhéhte
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Fluoressenz um die Bakterienkolonie zeigte. Das Ergebnis der P. putida-Zellen verhilt sich reziprok
zu den TBT-Aktivititsanalyen. In Ubereinstimmung mit dem R. capsulatus-TBT-Aktivitatstest
konnte eine verbesserte Enzymaktivitat durch die Zugabe von Fruktose in phototroph kultivierten

R. capsulatus-Zellen gezeigt werden.

Organismus LipS LipT Est5E5 | LipA8b2 EstA3 LipC5 | Kontrolle

E. coli
-IPTG

E. coli
+ PTG

P. putida
-IPTG

P. putida
+IPTG

R. capsulatus

phototroph
- Fruktose

R. capsulatus

phototroph
+ Fruktose

R. capsulatus

chemotroph
- Fruktose

R. capsulatus

chemotroph
+ Fruktose

Abb. 11: Nachweis lipolytischer Aktivitdt in E. coli BL21 (DE3), P. putida KT2440T7 und R. capsulatus
B10ST7 unter phototrophen und chemotrophen Bedingungen auf Rhodamin B-Agar

Die Abbildung zeigt Bakterienkolonien, die den Expressionsvektor pRhotHi-2 mit den Genen lipS, lipT,
est5E5, lipA8b2, estA3 und lipC5 oder als Kontrolle den Leervektor enthielten. Die Bildung eines
fluoreszierenden Hofs wahrend der Bestrahlung mit UV-Licht deutet auf Enzymaktivitdt von Lipasen hin. Die
dunkelgriinen Kennzeichnungen (m) markieren die lipolytischen Enzyme, die immunologisch in den
Expressionswirten nachgewiesen werden konnten.
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Es konnte gezeigt werden, dass die untersuchten Hydrolasen eine unterschiedliche Substrat-
Praferenz aufweisen. Wie vermutet, weisen die lipolytischen Enzyme LipS, LipT, Est5E5, EstA3 und
LipC5 Uberwiegend eine Spezifitat fur kurzkettige Substrate auf. LipA8b2 ist als einzige der hier
untersuchten Lipasen in der Lage, langkettige Substrate umzusetzen. Zudem konnte
nachgewiesen werden, dass die Enzymaktivitdit von LipA8b2 abhdngig von dem verwendeten
Expressionswirt ist. Die Enzymaktivitdt im Rhodamin B-Test korreliert dhnlich wie die bei der

Tributyrin-Umsetzung nicht mit der Proteinakkumulation.

3.1.3.3 Vergleichende quantitative Analyse von Ganzzellextrakten mittels des Substrats

p-Nitrophenylcaproat

Um die Enzymaktivitdt der Hydrolasen in den verschiedenen Wirten komparativ analysieren zu
kénnen, wurde ein quantitativer Aktivitatstest auf Grundlage des Substrats p-Nitrophenylcaproat
(C6) durchgefuhrt. Die hier untersuchten lipolytischen Enzyme weisen eine Spezifitdt von
Substraten mit mindestens C6 — C10 Kettenlange auf (Tab. 13), so dass die Hydrolasen in der Lage
sein sollten, p-Nitrophenolcaproat umzusetzen. Um zu untersuchen, ob die Enzymaktivitat durch
héhere Reaktionstemperaturen gesteigert werden kann, wurde neben der Substratumsetzung bei
einer Reaktionstemperatur von 37 °C auch die Enzymaktivitdt bei einer Temperatur von 70 °C

analysiert.

Die quantitative Ermittlung lipolytischer Aktivitdit basiert auf der Umsetzung von
p-Nitrophenolcaproat zu p-Nitrophenol und Hexansaure. Die Reaktion fuhrt zu einem gelben
Farbumschlag, der bei einer Wellenlange von 410 nm photometrisch bestimmt wird. Die
resultierende Absorption ist daher ein MaR fir die Aktivitat der Lipase und kann fir die

Berechnung der Enzymaktivitat eingesetzt werden (siehe 2.4.12.3).

Fir die quantitative Analyse der Enzymaktivitat wurden Expressionskulturen, wie unter 2.2.1,
2.2.3, 2.2.4 beschrieben, kultiviert. Flr die Durchfiihrung des Aktivitdtstest wurden Proben
wahrend der exponentiellen (ODsgog60nm = 1) und stationdren Phase der Expressionskulturen
entnommen. Diese wurden aufgeschlossen und in den pNPC-Test eingesetzt. Die
Reaktionsumsetzung erfolgte fir 5 min, wie unter 2.4.12.3 beschrieben. Die Ergebnisse der
Enzymaktivitdat wurden auf die gleiche Zellzahl bezogen. Dabei ist zu beachten, dass diese nicht
mit dem OD-Messwert der Zelldichte gleichzusetzen ist, da E. coli- und P. putida-Kulturen bei
einer ODsgonm = 1 eine 3,33-fach groRere Zellzahl mit 1 x 10° Zellen/ml aufweisen als R. capsulatus-

Kulturen mit 3 x 10%Zellen/ml (gemessen als ODggonm)-
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Die normierten Ergebnisse der Substratumsetzung bei einer Reaktionstemperatur von 37 °C in

den Wirten E. coli, P. putida und R. capsulatus sind in Abbildung 12 dargestellt.
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Abb. 12: Nachweis lipolytischer Aktivitdt in E. coli BL21 (DE3), P. putida KT2440T7 und R. capsulatus
B10ST7 unter phototrophen und chemotrophen Bedingungen mittels des Substrats pNPC bei einer
Reaktionstemperatur von 37 °C

Dargestellt sind die vergleichenden Enzymaktivitaten der Hydrolasen LipS, LipT, Est5E5, LipA8b2, EstA3 und
LipC5, die im Vektor pRhotHi-2 in den verschiedenen Expressionswirten E. coli, R. capsulatus und P. putida
synthetisiert wurden. Die Durchfiihrung des photometrischen pNPC-Aktivitatstests erfolgte bei einer
Reaktionstemperatur von 37 °C. Die Aktivitdten wurden auf gleiche Zellzahlen von E. coli, P. putida und
R. capsulatus normiert. Der entsprechende Wert des Leervektors wurde bereits von den dargestellten
Werten abgezogen. Exponentielle und stationdre Wuchsphasen sind als ,Exp.”“ und ,Stat.” abgekiirzt. Die
Analyse der Substratumsetzung erfolgte mit Proben, die aus der exponentiellen und stationaren Phase der
Kulturen entnommen wurden (genaue Angaben zu der Probenentnahme siehe 2.2.2.1, 2.2.2.2, 2.2.3, 2.2.4).
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Es konnte gezeigt werden, dass die lipolytischen Enzyme in den verschiedenen Expressionswirten
E. coli, P. putida und R. capsulatus unterschiedlich hohe Enzymaktivitdaten aufweisen.

Signifikante Enzymaktivitaten konnten in den E. coli-Expressionskulturen fir die Hydrolasen LipS,
Est5ES, LipA8b2, EstA3 und LipC5 nachgewiesen werden, wobei im direkten Aktivitatsvergleich
mit den andern Expressionswirten ausschlieflich die Lipase LipS in E. coli die hochste
Enzymaktivitdt aufwies. In weiteren Versuchen konnte eine Aktivitatssteigerung von LipS bei einer
Erhéhung der Reaktionstemperatur von 37 °C auf 70 °C beobachtetet werden. Die anderen
lipolytischen Enzyme blieben durch die Temperaturverdnderung weitgehend unbeeinflusst (Daten

im Anhang, Abb. 34).

Die Aktivitatswerte der P. putida-Kulturen belegen, dass eine Aktivitdt der Hydrolasen Est5E5 und
LipA8b2 nachgewiesen werden konnte, wobei die Lipase LipA8b2 die hochste Substratumsetzung
im Vergleich zu den Expressionswirten E. coli und R. capsulatus aufweist. Die Ergebnisse der
Substratumsetzung bei einer Reaktionstemperatur von 70 °C zeigen, dass die erhéhte Temperatur
einen negativen Einfluss auf die Enzymaktivitdt dieser beiden Proteine aufweist (Daten im
Anhang, Abb. 34).

In den Aktivitatstests der phototrophen R. capsulatus-Expressionskulturen konnte eine
Substratumsetzung der lipolytischen Enzyme LipA8b2, EstA3 und LipC5 beobachtet werden. Im
Vergleich mit den Expressionswirten E. coli und P. putida konnte fiir diese Hydrolasen die hochste
Substratumsetzung in den phototrophen Expressionskulturen von R. capsulatus bestimmt
werden. Die Temperaturerhohung auf 70 °C wahrend der Substratumsetzung erbrachte eine
schwache Aktivitatssteigerung der Esterase EstA3. In allen anderen Fillen fihrte die erhéhte
Temperatur zu einer Verminderung der Enzymaktivitat (Daten im Anhang, Abb. 34).

Dem gegenliber stehen die Aktivitatsstudien der chemotrophen R. capsulatus-Kulturen, in denen
ausschlieBlich schwache Aktivitaten der Lipase LipA8b2 und EstA3 nachgewiesen werden konnten.
Es konnten keine signifikanten Abweichungen der Enzymaktivitat durch die Temperaturerh6hung
auf 70 °C beobachtet werden. Die Befunde demonstrieren, dass die Nutzung von R. capsulatus
unter phototrohpen Wuchsbedingungen fiir die funktionelle Expression der lipolytischen Enzyme

in diesem Fall besser geeignet ist (Daten im Anhang, Abb. 34).

Es konnte gezeigt werden, dass die lipolytischen Enzyme unterschiedliche Enzymaktivitdaten in
Abhdngigkeit des ausgewahlten Expressionswirts aufweisen. Dabei korreliert wie im Tributyrin-
und Rhodamin-Aktivitatstest die Proteinakkumulation nicht mit der Enzymaktivitat. Die
unterschiedlichen Enzymaktivitditen der lipolytischen Enzyme in den verschiedenen

Expressionswirten kénnen auf Limitierungen bei der heterologen Expression zurlickzufiihren sein.
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Ursachen einer verminderten oder nicht funktionellen Proteinsynthese kénnen beispielsweise die
von den Organismen unterschiedliche Nutzung des universellen Codes, toxische Effekte auf das
Zellwachstum oder proteolytische Aktivitaten, die gegen das heterologe Protein gerichtet sind,
sein. Somit konnte gezeigt werden, dass durch den Einsatz verschiedener Wirte die maximale

Enzymaktivitat positiv beeinflusst werden kann.

Zusammenfassung

Es konnte gezeigt werden, dass die heterologe Expression in den Mikroorganismen E. coli
P. putida und R. capsulatus unterschiedliche Ergebnisse der Proteinakkumulation und der
Enzymaktivitat erbringen. Demnach eignet sich die komparative Nutzung von alternativen Wirten
fir die Entdeckung bislang nicht identifizierter Gene. Die Expressionsstudien zeigten, dass
phototrophe Expressionskulturen von R. capsulatus im Vergleich zu E. coli- und P. putida-
Expressionskulturen dhnliche maximale Zelldichten erreichten, wobei jedoch keine Limitierungen
des Zellwachstums durch die heterologe Expression hervorgerufen wurden. In R. capsulatus
konnten lediglich vier der sechs Lipasen synthetisiert werden. Diese zeigen jedoch im Vergleich zu
E. coli eine annahernd gleiche Proteinakkumulation pro Zelle, ohne dabei eine Proteindegradation
in der stationdaren Phase aufzuweisen. Im Tributyrin-Aktivitatstest mit R. capsulatus-Klonen
konnten im Gegensatz zu E. coli und P. putida nur schwache Enzymaktivitdten nachgewiesen
werden, so dass Tributyrin fir das funktionsbasierte Screening von Metagenom-Genen in
R. capsulatus nicht das bevorzugte Substrat ist. Im quantitativen Enzymtest konnte gezeigt
werden, dass in den Expressionskulturen von R. capsulatus drei Enzyme die maximale Aktivitat
und ein Enzym eine durchschnittliche Aktivitat aufwiesen, so dass sich R. capsulatus als geeigneter
alternativer Expressionswirt flir die funktionsbasierte Analyse von Genen aus dem Metagenom

darstellt.
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3.2 R. capsulatus als alternativer Expressionswirt fiir die heterologe Synthese

von Membranproteinen

Membranproteine sind in viele wichtige zellulare Prozesse involviert und repradsentieren die
groRte Proteinklasse, gegen die Medikamente zur Behandlung verschiedenster Krankheiten
gerichtet sind (Bernaudat et al, 2011). Fir die Entwicklung neuer Medikamente ist die
Entschlisselung der Struktur und Funktion erforderlich (Wagner et al., 2006). Daher besteht
groRes Interesse an der funktionellen Synthese von Membranproteinen. Aufgrund der
hydrophoben Strukturelemente, aus denen Membranproteine aufgebaut sind, fihrt die
heterologe Synthese im Standardwirt E. coli allerdings haufig zu der Bildung von unldslichen
inclusion bodies. Die Bildung dieser unl6slichen Proteinaggregate kann moglicherweise durch die
Einlagerung der Membranproteine in die Membran vermieden werden. Auch neben einer nicht
ausreichenden Membranflache gibt es noch weitere Limitierungen der heterologen Expression in
E. coli. Unter anderem handelt es sich hierbei um fehlende Kofaktoren oder prosthetische
Gruppen, um den unterschiedlichen Codongebrauch des Ursprungs- und Wirtsorganismus, durch
heterolog synthetisierte Proteine ausgel6ste toxische Effekte auf den Zellmetabolismus oder um
eine unterschiedliche Einlagerung von Membranproteinen der prokaryotischen und
eukaryotischen Organismen.

Die Expression in einem alternativen Organismus ist eine Moglichkeit, diese Limitierungen zu
Uberwinden. R. capsulatus, als besonderer Vertreter dieser alternativen Expressionswirte, besitzt
einzigartige physiologische Eigenschaften. Das phototrophe Bakterium ist in der Lage, zwei
verschiedene Formen der Energiegewinnung, die aerobe Atmung und die anoxygene
Photosynthese zu nutzen. Unter phototrophen Bedingungen wird in Abwesenheit von Sauerstoff
die Bildung der Photosynthesekomplexe zur Nutzung der Photosynthese induziert, die mit einer
gleichzeitigen VergroRerung der Membranflache einhergeht (Gregor & Klug, 1999; Gubellini et al.,
2007; Niederman, 2013; Woronowicz et al., 2013). Der Gehalt an Photosynthesekomplexen in den
intracytoplasmatischen Membranen und damit die Ausbildung der ICM ist abhangig von dem
Sauerstoffgehalt und der Lichtintensitdt der Umgebung (Drews, 2013; Gregor & Klug, 1999;
Woronowicz et al., 2013). Méglicherweise kann dieses zuséatzlich gebildete Membransystem fiir
die Einlagerung heterologer Membranproteine wahrend der Expression genutzt werden (Laible et
al., 2004). Ein weiterer Vorteil des Expressionswirts R. capsulatus ist die Bereitstellung
verschiedenster Kofaktoren und prosthetischen Gruppen, die je nach gewadhlter Kultivierung
gebildet werden und fiir die funktionelle Synthese heterologer komplex aufgebauter Proteine

genutzt werden kénnen.
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In vorausgegangenen Studien konnte R. capsulatus als alternativer Expressionswirt fur die
Synthese von l6slichen Proteinen etabliert werden. So konnte gezeigt werden, dass die Expression
von YFP in R.capsulatus unter phototrophen Wuchsbedingungen durchaus vergleichbare

Proteinausbeuten wie im Standardwirt E. coli erzielt (Katzke et al., 2010).

Im Rahmen dieser Arbeit steht die Evaluierung des R. capsulatus-Expressionssystems fir die
heterologe Synthese von funktionellen Membranproteinen im Vordergrund. Dabei sollte zunachst
analysiert werden, ob die heterologen Membranproteine in R. capsulatus synthetisiert werden
kénnen und ob die gezielte Nutzung der unterschiedlichen Anzuchtbedingungen die Synthese der
heterologen Membranproteine positiv beeinflusst. Zu Beginn dieser Arbeit wurde die Hypothese
aufgestellt, dass in die zusatzlichen intracytoplasmatischen Membranen nicht nur die
Photosynthesekomplexe eingelagert werden konnen, sondern — in Konkurrenz dazu — auch
heterolog synthetisierte Membranproteine. Daher sollte im Weiteren vergleichend in
R. capsulatus und E. coli untersucht werden, ob die Membranproteine als unldsliche
Proteinaggregate synthetisiert oder in die Zellmembran eingelagert werden und dabei potentiell
funktionelles Protein gebildet wird. In diesem Zusammenhang stellte sich die Frage, ob die
heterologen Membranproteine in die Cytoplasmamembran oder in die intracytoplasmatischen
Membranen von R. capsulatus inkorporiert werden. Zur Beantwortung dieser Fragestellung
sollten Lokalisationsstudien der Membranfraktionen durchgefiihrt werden, bei denen die
Fragmente der Cytoplasmamembran und die intracytoplasmatischen Vesikel aufgrund
unterschiedlicher Dichten getrennt und analysiert werden. Um eine mdgliche Einlagerung der
heterologen Proteine in die ICM zu verifizieren, sollte ebenfalls einerseits der Gehalt an
Photopigment bindenden Proteinen analysiert werden, um eine mogliche Verdrangung dieser
nachzuweisen. Andererseits sollte die Zellmorphologie untersucht werden, um eine mogliche
VergrofRerung oder Strukturverdanderung der intracytoplasmatischen Vesikel aufzuzeigen, die
durch die Einlagerung der heterologen Proteine hervorgerufen wird. Die erfolgreiche Einlagerung
der Proteine in die Membran ist jedoch nicht direkt mit der Funktionalitdit des Proteins
gleichzusetzen. Komplex aufgebaute Proteine bendtigen haufig die Anwesenheit bestimmter
Kofaktoren oder prostethischer Gruppen, um in ihre aktive Form umgewandelt werden zu
kénnen. Daher sollte zum Abschluss der Charakterisierung die Funktionalitat bzw. die richtige

Konformation eines der ausgewahlten Proteine untersucht werden.

Fiir die Evaluierung des R. capsulatus-Expressionssystems wurden die drei Membranproteine
CYP175A1 aus Thermus thermophilus, Squalenepoxidase aus Stigmatella aurantiaca und
Bakteriorhodopsin aus Halobacterium salinarium verwendet (Tab. 14). Diese Membranproteine

wurden vor allem aufgrund ihrer strukturellen und funktionellen Unterschiede ausgewahlt.
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So handelt es sich bei der Monooxygenase CYP175A1 um ein membranassoziiertes Protein,
welches (ber hydrophobe Wechselwirkungen mit der Membran assoziiert ist (personliche
Mitteilung, Prof. Dr. Vlada Urlacher). Fir die funktionelle Synthese benétigt CYP175A1 die
Bereitstellung des Kofaktors Ham. Durch die Auswahl eines Proteins mit diesen Besonderheiten
kann Uberprift werden, ob R. capsulatus als Expressionswirt fir die Synthese von komplexen
Proteinen, die die Anwesenheit bestimmter Kofaktoren bendétigen, geeignet ist.

Die Squalenepoxidase gilt als putatives Membranprotein. Internetbasierten Berechnungen zufolge
verfligt das Protein U(ber null bis drei transmembrane Helices. Bislang konnte die
Squalenepoxidase nur in unléslichen Proteinaggregaten in E. coli synthetisiert werden. Deshalb
wurde dieses Protein ausgewahlt, um zu untersuchen, ob R. capsulatus ebenfalls ein geeigneter
Wirt fur die Synthese von heterologen Membranproteinen sein kann, deren Akkumulation in
anderen Expressionssystemen ausschlieBlich zur Bildung von inclusion bodies fiihrte.
Bakteriorhodopsin zahlt zu den integralen Membranproteinen und besitzt sieben transmembrane
Helices. Die Anzahl der transmembranen Helices ist oftmals ein MaR fir die erfolgreiche Synthese
des Proteins. Die heterologe Synthese von Proteinen mit einer erhdhten Anzahl von
Transmembranhelices fihrt haufig zu der Bildung von inclusion bodies. Die Analyse von
Bakteriorhodopsin weist die Eignung von R. capsulatus als Expressionswirt flr schwer

synthetisierbare heterologe Membranproteine auf.
Im Folgenden werden die Funktionen und Eigenschaften dieser Proteine kurz erldutert.
Tab. 14: Eigenschaften der ausgewadhlten heterologen Membranproteine

Die Vorhersage der transmembranen Helices erfolgte mit acht verschiedenen Topologie-Vorhersage-
Programmen (siehe 2.1.8).

Molekular-

Protein Funktion f = gewicht Topologie' P s Referenz
sauren organismus
[kDa]
Cytochrom P450 Thermus Yano et al,
CYP175A1 Monooxygenase 389 44 0 thermophilus 2003
SqgEp Squalenpoxidase 468 51 0-3 Sffgma'te.’la -
aurantiaca
Halobacterium QOesterhelt &
bR Bakteriorhodopsin 262 28 7 L Stoeckenius,
salinarium 1981
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3.2.1 Die Monooxygenase CYP175A1 aus Thermus thermophilus

Die Monooxygenase CYP175A1 aus Thermus thermophilus ist in die Gruppe der thermophilen
Cytochrom-P450 Monooxygenasen einzuordnen. Die P450-Cytochrome binden eisenhaltige Hame
als prosthetische Gruppe und sind an vielen physiologischen Reaktionen wie der Bereitstellung
von Kohlenstoffquellen, der Entgiftung von Pharmaka sowie der Biosynthese von Steroiden,
Vitaminen oder Antibiotika beteiligt (Mandai et al., 2009; Urlacher & Girhard, 2012; Yano et al.,
2003). Sie kommen sowohl in Bakterien (Lawson et al., 2004) als auch in héheren Organismen wie
Pilzen (Kelly et al., 2009), Pflanzen (Nelson et al., 2004a), Hefen, Insekten und Saugetieren (Nelson
et al., 2004b) vor. Interessanterweise konnten jedoch in E. coli keine CYP-Proteine identifiziert
werden (Urlacher & Girhard, 2012). In den letzten 15 Jahren erregten die P450-Cytochrome
aufgrund ihres Potentials als Biokatalysatoren fiir regio- und stereospezifische Oxidationen von
nicht aktivierten Kohlenwasserstoffen groRes Interesse in der Biotechnologie (Urlacher & Girhard,
2012).

Die Monooxygenase CYP175A1 aus T. thermophilus konnte als erste B-Carotin-Hydroxylase der
PA450-Familie identifiziert werden. Hierbei katalysiert CYP175A1 die Hydroxylierung von B-Carotin
zu B-Cryptoxanthin und im nachsten Schritt die Bildung von Zeaxanthin (Abb. 13), indem jeweils
an den B-Ring von B-Carotin eine Hydroxylgruppe hinzugefiigt wird (Blasco et al., 2004; Momoi et
al., 2006).

B-Carotin

CYP175A1 —_—>

B-Cryptoxanthin

CYP175A1 —_—>

Zeaxanthin

Abb. 13: Die katalytische Reaktion der Monooxygenase CYP175A1

Die Monooxygenase aus T. thermophilus katalysiert die Hydroxylierung von C3 am B-Ring von B-Carotin zu
B-Cryptoxanthin. Im zweiten Reaktionsschritt wird B-Cryptoxanthin an der C3’-Position des B-Rings zu
Zeaxanthin hydroxyliert.
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Die Struktur von CYP175A1 konnte inzwischen mit einer Auflésung von 1,8 Angstrom durch
Rontgenstrukturanalyse als zweite Struktur der thermophilen P450-Cytochrome entschlisselt
werden (Yano et al., 2003). Die Monooxygenase besteht aus 389 Aminosauren. Wie in Abbildung
14 zu erkennen ist, zeigt die dreidimensionale Struktur eine flir P450-Cytochrome typische Prisma-
gefaltete Anordnung, die aus 17 a-Helices und 11 B-Faltblattern besteht. Die prosthetische Ham-
Gruppe ist an die Schwefelgruppe des Cys-336 des Proteins gebunden (Yano et al., 2003).
Interessanterweise weicht die Sequenz von CYP175A1 von anderen P450-Cytochromen deutlich
ab. Dabei zeigt CYP175A1 mit 26 % die hochste Sequenzidentitat mit Cytochrom P450 BM-3 aus
Bacillus megaterium (Goyal et al., 2012). CYP175A1 unterscheidet sich von anderen
Monooxygenasen hinsichtlich ihrer Struktur und GroRRe, indem die meisten anderen bakteriellen
Monooxygenasen ein groBeres Molekulargewicht aufweisen. Eine weitere abweichende
Eigenschaft ist die hohe Thermostabilitdt von CYP175A1, die deutlich iber den anderen P450-
Cytochromen liegt. So liegt bei einer Temperatur von 83 -87 °C CYP175A1 zu 50 % in seiner

korrekt gefalteten aktiven Form und zu 50 % in seiner denaturierten Form vor (Behera &

Mazumdar, 2010; Yano et al., 2003).

Abb. 14: Schematische Darstellung der
dreidimensionalen Struktur von CYP175A1
aus T. thermophilus

Die Abbildung zeigt die dreidimensionale
Struktur von CYP175A1, die aus 17 a-Helices
und 11  B-Faltblattern besteht. Die
prosthetische Ham-Gruppe ist an die
Schwefelgruppe des Cys-336 des Proteins
gebunden Die griinen Strukturen
reprasentieren a-Helices und B-Faltblatter,
wahrend die prosthetische Ham-Gruppe in
violett dargestellt ist. Die Abbildung wurde mit
der PDB-Datei 1N97 und dem Programm
Pymol (The PyMOL Molecular Graphics
System, Version 1.5.0.4 Schrodinger, LLC)
erstellt.

3.2.2 Die Squalenepoxidase aus Stigmatella aurantiaca

Die Squalenepoxidase aus Stigmatella aurantiaca wird der Proteinklasse der Monooxygenasen
zugeordnet, die durch eine katalytische Reaktion ein Sauerstoffatom auf ein Substrat (ibertragen.
Die katalytische Reaktion der Squalenepoxidase ist an verschiedenen Biosynthesewegen wie an

der von Steroiden (Nakano et al.,, 2007) und Phytohormonen (Rasbery et al., 2007) beteiligt.
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Proteinhomologe der Squalenepoxidase kommen in Bakterien (Nakano et al., 2007), Pilzen (Rocha
et al., 2006), Pflanzen (Rasbery et al., 2007), Hefen (Ruckenstuhl et al., 2008) und Saugetieren vor
(Laden et al., 2000; Ono et al, 1982). Im Fokus der medizinischen Forschung und
Weiterentwicklung stehen neue Pharmazeutika, in denen die Squalenepoxidase als
Schliisselenzym der Cholesterinbiosynthese als Angriffspunkt fiir die Inhibierung der Synthese von
Cholesterin dient (Chugh et al., 2003).

Bei der Squalenepoxidase aus S. aurantiaca handelt es sich um ein myxobaterielles Protein, das an
der Steroidbiosynthese von Cycloartenol beteiligt ist. Dabei katalysiert die Squalenepoxidase den
ersten Schritt der Cycloartenol-Synthese, indem Squalen zu (S)-2,3-Oxidosqualene oxidiert wird
(Abb. 15). In eukaryotischen Organismen ist die Oxidation von Squalen zu (S)-2,3-Oxidosqualene
der erste katalytische Schritt der Cholesterin-Biosynthese (Laden et al., 2000). Wahrend die
Steroidbiosynthese von beispielsweise Cholesterin in eukaryotischen Organismen fir die Kontrolle
der Fluiditdt und Flexibilitat der eukaryotischen Zellmembran bendtigt wird (Ourisson & Nakatani,
1994), ist die Synthese von Steroiden in bakteriellen Organismen eher ungewdhnlich (Nakano et

al., 2007).

Squalenepoxidase

=

Squalen (5)-2,3-Oxidosqualen

Abb. 15: Die katalytische Reaktion der Squalenepoxidase

Die Squalenepoxidase katalysiert in Gegenwart eines Sauerstoffmolekils die Oxidation von Squalen zu
(5)-2,3-Oxidosqualen.

Die Squalenepoxidase aus S. aurantiaca besteht aus 468 Aminosauren. Uber die strukturellen
Eigenschaften der Monooxygenase ist zum heutigen Zeitpunkt wenig bekannt, da strukturelle
Analysen durch Limitierungen der Proteinsynthese behindert wurden (persénliche Mitteilung,
Prof. Dr. R. Miiller, Helmholtz-Institut Saarbriicken). Daher wurde mit Hilfe internetbasierter
Programme eine Topologie-Vorhersage erstellt (siehe 2.1.8). Diese beinhaltet, dass die

Squalenepoxidase 0-3 transmembrane Helices besitzt (Tab. 14).
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3.2.3 Bakteriorhodopsin aus Halobacterium salinarium

Bakteriorhodopsin aus Halobacterium salinarium ist der Familie der sieben Helix-
Membranproteine zugeordnet, die als Chromophor Retinal gebunden haben (Hohenfeld et al.,
1999). Es stellt das Schliisselprotein der halobakteriellen Photosynthese dar und ist als einziges
Protein in der Zellmembran lokalisiert (Henderson & Unwin, 1975; Oesterhelt & Stoeckenius,
1973; Saeedi et al., 2012). Dabei handelt es sich um eine lichtgesteuerte Protonenpumpe, die
Lichtenergie in einen elektrochemischen Gradienten fiir die Produktion von ATP und den
lonentransport umwandelt (Dunn et al., 1981; Kouyama et al., 1987; McCurley & Glazier, 1995;
Oesterhelt & Stoeckenius, 1973; Saeedi et al., 2012). Das Vorkommen von Bakteriorhodopsin
beschrankt sich auf die Familie der Halobakterien, jedoch gibt es ein dhnlich aufgebautes Molekiil,
das Rhodopsin, welches in der Retina von Vertebraten zu finden ist (Yoshizawa, 1984).
Halobakterien gehéren zu der Gruppe der extrem halophilen Archaeen, die lberwiegend in
Salzseen und Salinen verbreitet sind. Bakteriorhodopsin stellt aufgrund seiner besonderen
Eigenschaften, die unter anderem auf der strukturellen Ahnlichkeit zu den GPCR beruht, ein
Modellprotein fiir deren Erforschung dar.

Die Struktur von Bakteriorhodopsin konnte mittels NMR-Spektroskopie entschliisselt werden
(Patzelt et al., 2002). Das native Protein ohne Signalsequenz besteht aus 248 Aminosauren (Karnik

et al., 1990), die in sieben anndhernd parallelen Helices zu einer Pore angeordnet sind (Abb. 16).

Abb. 16: Schematische Darstellung der dreidimensionalen
Struktur von Bakteriorhodopsin mit eingelagertem
Retinal aus H. salinarium

Die Abbildung zeigt die dreidimensionale Struktur von
Bakteriorhodopsin. Es besteht aus sieben
transmembranen Helices (griine Strukturen), die zu einer
Pore angeordnet sind. In die Pore eingelagert ist das
Chromophor Retinal, hier als violette Struktur dargestellt.
Die Abbildung wurde mit der PDB-Datei IR84 und dem
Programm Pymol (The PyMOL Molecular Graphics System,
Version 1.5.0.4 Schrodinger, LLC) erstellt.
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In der Pore ist Retinal, welches das Chromophor des Proteins darstellt, Gber eine Imidbindung
(auch als Schiff’sche Base bezeichnet) an die Aminfunktion der Aminosdure Lys216 gebunden
(Lanyi, 2004). Ohne das gebundene Chromophor Retinal handelt es sich um das Apoprotein
Bakterioopsin (Hohenfeld et al., 1999). Da jedoch oftmals von Bakteriorhodopsin gesprochen
wird, ohne dass Chromophor eingelagert ist, wurde auch in dieser Arbeit das Apoprotein ohne
gebundenes Retinal als Bakteriorhodopsin bezeichnet.

Durch Photoisomerisierung des Retinals wird eine Anderung der Proteinstruktur hervorgerufen,
die dazu fiihrt, dass Protonen von der cytoplasmatischen zur extrazellularen Seite durch die Pore

von Bakteriorhodopsin transportiert werden. Dabei durchlauft das Protein einen Photozyklus.

3.2.4 Einfluss der Kultivierungsbedingungen auf die heterologe Synthese von

Membranproteinen in R. capsulatus

Im Rahmen dieses Teilprojekts der vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden, inwieweit
R. capsulatus als Expressionswirt flr die Synthese von Membranproteinen geeignet ist.
R. capsulatus gehort zu den fakultativ phototrophen Bakterien und ermoglicht die strikte
Kontrolle der Photosynthese-Genexpression, so dass dieser Organismus hervorragend als
Testsystem eingesetzt werden kann, um zu lberprifen, inwieweit die Phototrophie, die mit der
ICM-Ausbildung und der Induktion der Chaperon- und Sekretionssysteme einhergeht, die
Synthese heterologer Membranproteine begiinstigt.

Unter phototrophen Wachstumsbedingungen in Abwesenheit von Sauerstoff wird in R. capsulatus
ein zusatzliches intracytoplasmatisches Membransystem gebildet, welches die Membranflache
signifikant vergroBert und somit moglicherweise fiir die Einlagerung von rekombinanten
Membranproteinen genutzt werden kénnte. In diesem Zusammenhang ware es zudem denkbar,
dass ein Wechsel der Anzuchtbedingungen von chemotrophen Vorkulturen zu phototrophen
Hauptkulturen mit einer gleichzeitigen Induktion der heterologen Genexpression die Einlagerung
synthetisierter rekombinanter Membranproteine in die ICM beglinstigt. Moglicherweise konnten
bei gleichzeitiger Ausbildung der ICM und der heterologen Synthese von Membranproteinen
diese verstarkt in das Membransystem eingelagert werden, da dieses wahrend seiner Entstehung
nicht bereits mit den Proteinen des Photosyntheseapparats angereichert ist. Des Weiteren
begiinstigt moglicherweise die Bildung der ICM mit der zeitgleichen Einlagerung der Proteine die
korrekte Faltung der heterologen Membranproteine. Moglicherweise kann aber auch ein Wechsel
der Anzuchtbedingungen von phototrophen Vorkulturen zu chemotrophen Hauptkulturen zu
einer verbesserten Einlagerung der heterologen Membranproteine fiihren. Die phototrophe

Vorkultivierung ermoglicht die Ausbildung eines intracytoplasmatischen Membransystems. Durch
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den Wechsel zu chemotrophen Anzuchtbedingungen werden keine weiteren photosynthetischen
Proteine synthetisiert und in die intracytoplasmatischen Membranen integriert. Bereits
bestehende Proteine der Photosynthesekomplexe werden durch die Steigerung des
Sauerstoffgehalts degradiert (Arai et al., 2008; Zhu et al., 1986). Die Degradation der
photosynthetischen Proteine konnte somit auch eine effizientere Proteineinlagerung
ermoglichen, da die rekombinanten Membranproteine nicht mehr in Konkurrenz zu den

Proteinen der Photosynthesekomplexe eingebaut werden missen.

Zur Uberpriifung der aufgestellten Hypothesen wurden die Gene, die fiir die drei
Membranproteine kodieren, mit Hilfe des broad host range Vektors pRhotHi-2 (1.4) exprimiert.
Die Zielgenexpression stand dabei unter Kontrolle eines T7-Promotors. Als Expressionsstamm
wurde der R. capsulatus B10ST7 verwendet, der eine Kopie des T7-Polymerasegens auf dem

Chromosom tragt (Katzke et al., 2010).

Anaerob phototrophe und aerob chemotrophe Expressionskulturen wurden jeweils mit
phototrophen und chemotrophen Vorkulturen inokuliert, so dass sich ausschlieRlich phototrophe
(-0, = -0,) und chemotrophe (+0, = +0,) Kulturen sowie Expressionskulturen mit einem Wechsel
von phototrophen zu chemotrophen Anzuchtbedingungen (-0, +0,) und umgekehrt
(+O, > -0,) ergaben (im Folgenden als shift-Bedingungen bezeichnet). Phototrophe Kulturen
wurden anaerob bei 30 °C unter Standardbedingungen inkubiert (2.2.2.1). Chemotrophe
Bedingungen wurden unter Anwesenheit von Sauerstoff bei 30 °C im Dunkeln kultiviert (2.2.2.2).
In Abbildung 17 sind im Folgenden die Anzuchten der Expressionskulturen mit -O, und +0,
angegeben. Die Induktion der T7-RNA-Polymerase-abhdngigen Genexpression erfolgte durch
Zugabe von 8 mM Fruktose zum Zeitpunkt der Inokulation. Als Kontrolle wurden R. capsulatus-
Kulturen, die den Leervektor pRhotHi-2 trugen, unter gleichen Bedingungen angezogen. Fir die
Analyse des Zellwachstums wurden die Zelldichten der Expressionskulturen in regelmaRigen
Intervallen bestimmt. Um die Produktion der heterologen Proteine nachzuweisen, wurden in der
exponentiellen Phase (ODggp,m = 1) sowie in der stationdren Phase (nach 96 h) Proben (1,5 ml) fiir
die Immunodetektion der mit dem Hisgc-Tag markierten Proteine mittels Western Blot
entnommen. Das aufgetragene Probenvolumen wurde auf eine Zelldichte von 0,2 (ODggonm)

normiert.

Das Ergebnis der Wachstumsstudien sowie des immunologischen Proteinnachweises ist in

Abbildung 17 dargestellt.
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Abb. 17: Synthese der Membranproteine CYP175A1, Squalenepoxidase und Bakteriorhodopsin in
R. capsulatus unter verschiedenen Anzuchtbedingungen

Gezeigt ist das Wuchsverhalten von R. capsulatus B10ST7 mit dem Vektor pRhotHi-2 (A) als Kontrolle sowie
mit pRhotHi-2-Derivaten, die Gene der CYP175A1 (B), Squalenepoxidase (C) und Bakteriorhodopsin (D)
tragen. Fur die Expressionsstudien wurden die Expressionskulturen unter phototrophen (-0, > -0,) und
chemotrophen (+0, - +0,) Bedingungen sowie shift-Bedingungen von phototrophem zu chemotrophem
Wachstum (-0, > +0,) und umgekehrt (+O, > -0,) kultiviert. Die Werte geben den Mittelwert einer
Dreifachbestimmung an. Die Fehlerbalken zeigen die entsprechende Standardabweichung. Die
Immunodetektion der Proteine erfolgte mit Proben, die aus der exponentiellen (ODggonm=1) und
stationdren (nach 96 h) Phase des Zellwachstums entnommen wurden, hier als ,exp.”“ und ,stat.”
gekennzeichnet. Die aufgetragenen Zellextrakte entsprach einer ODggonm = 0,2. Die Detektion erfolgte durch
eine immunologische Nachweisreaktion mittels des HRP-Antikorpers, der spezifisch den Hisg-Tag der
Proteine nachwies.

Die Wuchskurven des R. capsulatus-Kontrollstamms B10ST7 (pRhotHi-2) sind in Abbildung 17 A

dargestellt. Unter ausschlieBlich phototropher Kultivierung zeigt der Stamm eine typische
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Wachstumskurve mit einer Latenzphase, einer exponentiellen und einer stationaren Wuchsphase
(blaue Linie). Am Ende des Zellwachstums (80 h) erreicht die Kultur eine maximale Zelldichte von
ODgsonm = 4. Chemotrophe Kulturen (rote Linie) und Kulturen, die unter shift-Bedingungen von
phototroph zu chemotroph (violette Linie) angezogen wurden, erreichen hingegen eine deutlich
geringere Zelldichte von ODggonm =1 - 1,5 als phototroph kultivierte Kulturen. Kulturen unter shift-
Bedingungen von chemotroph zu phototroph (griine Linie) zeigen eine auffallig lange
Latenzphase. Erst nach 55 Stunden sind die Zellen an die veranderten Anzuchtbedingungen
adaptiert und gehen in die exponentielle Phase lber. Dabei erreichen sie eine Zelldichte von
ODggonm = 3. Das Kontrollexperiment macht deutlich, dass die untersuchten Anzuchtbedingungen
das Zellwachstum beeinflussen und zu Veranderungen der Wachstumskurve fiihren.

Die Wuchskurven der R. capsulatus-Expressionsstimme B10ST7 (pRhotHi-2) mit den
synthetisierten Proteinen CYP175A1, Squalenepoxidase und Bakteriorhodopsin sind in Abbildung
17 B, C und D dargestellt. Die Wuchskurven dieser Expressionskulturen zeigen ein dhnliches
Zellwachstum wie die Wuchskurven des R. capsulatus-Kontrollstamms, jedoch mit einer
geringeren Zelldichte. Unter ausschlieBlich phototropher Kultivierung (blaue Linie) zeigen die
R. capsulatus-Expressionsstamme Wuchskurven, die in allen Fallen eine etwas geringere
Zelldichte von ODgggnm= 3-3,5 (Abb. 17B-D) als der entsprechende Stamm mit dem
Kontrollvektor aufweisen. Im Gegensatz dazu konnten keine signifikanten Veranderungen der
maximalen Zelldichte der Expressionskulturen unter chemotrophen (rote Linie) und shift-
Bedingungen von phototroph zu chemotroph (violette Linie) im Vergleich zum Kontrollstamm
beobachtet werden. Ahnlich wie die unter phototrophen Bedingungen angezogenen
Expressionskulturen zeigen auch Expressionskulturen unter shift-Bedingungen von chemotroph zu
phototroph (griine Linie) mit ODggonm= 2 - 2,5 eine verminderte Zelldichte. Eine Ausnahme stellt
dabei die Bakteriorhodopsin-Expressionskultur dar, die unter diesen Anzuchtbedingungen eine
Zelldichte von ODggonm = 3 erreicht.

Zusammenfassend zeigt die Auswertung der Zellwachstumsanalyse, dass keine signifikanten
Beeintrachtigungen des Zellwachstums durch die Synthese der heterologen Proteine CYP175A1
(Abb. 17 B), SqEp (Abb. 17 C) und bR (Abb. 17 D) nachgewiesen werden konnten.

Im Unterschied zu der Analyse des Zellwachstums zeigen die Ergebnisse des zugehdrigen Western
Blots (Abb. 17) groRBe Unterschiede in der heterologen Expression in Abhangigkeit der
Wachstumsbedingung und des jeweiligen Membranproteins.

Die Western Blot-Ergebnisse der CYP175A1-Expressionskulturen sind in Abbildung 17 B
dargestellt. So konnte eine deutliche Akkumulation von CYP175A1 in Zellen, die phototroph

(-0, -0,) und unter shift-Bedingungen von chemotroph zu phototroph (+O, - -0,) kultiviert
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wurden, nachgewiesen werden. Dabei konnte eine héhere Proteinakkumulation in R. capsulatus-
Zellen, die unter shift-Bedingungen von chemotroph zu phototroph (+0, - -0,) kultiviert wurden,
beobachten werden. In chemotroph (+0, = +0,) und unter shift-Bedingungen von phototroph zu
chemotroph (-0, > +0,) kultivierten CYP175A1-Expressionskulturen konnte hingegen eine nur
sehr geringe Proteinakkumulation aufgezeigt werden. Eine weitere interessante Beobachtung
ergibt sich aus dem Vergleich der CYP175A1-Level, die in Zellen wahrend der exponentiellen und
stationdaren Phase erreicht wurden: Die P450-Monooxygenase akkumuliert wahrend der
stationaren Phase deutlich héher als in der exponentiellen Phase der Expressionskulturen.

Interessanterweise zeigen die Ergebnisse der Western Blot-Analyse der SqEp- (Abb. 17 C) und bR-
(Abb. 17 D) Expressionskulturen deutliche Unterschiede hinsichtlich der Proteinakkumulation im
Vergleich mit den CYP175A1-Expressionskulturen. Wahrend die Proteinakkumulation von SqEp
und bR in R. capsulatus-Zellen, die zuvor unter phototrophen (-0, - -0,) und shift-Bedingungen
von chemotroph zu phototroph (+0, > -0,) angezogen wurden, nachgewiesen werden konnte,
zeigten weder Expressionskulturen unter chemotrophen noch unter shift-Bedingungen von
phototroph zu chemotroph eine Proteinakkumulation von SqEp oder bR. Eine weitere
interessante Beobachtung ist die wuchsspezifische Proteinakkumulation. So konnte ein deutlicher
Unterschied der Akkumulationslevel von SqEp und bR in der exponentiellen und stationdren
Phase der Expressionskulturen nachgewiesen werden: beide Proteine akkumulieren im Gegensatz
zu CYP175A1 wahrend der exponentiellen Phase deutlich hoher als in der stationdaren Phase.
Diese Beobachtung ist moglicherweise auf eine Protein-Degradation durch wirtseigene Proteasen

zuruckzufihren.

Es konnte gezeigt werden, das R.capsulatus in der Lage ist, die drei heterologen
Membranproteine CYP175A1, Squalenepoxidase und Bakteriorhodopsin zu synthetisieren. Dabei
konnte nachgewiesen werden, dass die Synthese der Membranproteine zu keiner signifikanten
Beeintrachtigung des Zellwachstums fiihrt. Fiir die Synthese der integralen Membranproteine
Squalenepoxidase und Bakteriorhodopsin scheint das phototrophe Wachstum essentiell zu sein.
Im Gegensatz dazu konnte fiir das membranassoziierte Protein CYP175A1 auch unter
chemotrophen Bedingungen eine Akkumulation nachgewiesen werden. Des Weiteren konnte
beobachtet werden, dass CYP175A1 und Bakteriorhodopsin in Zellen, die unter shift-Bedingungen

von chemotroph zu phototroph kultiviert wurden, eine erhohte Proteinakkumulation aufweisen.
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3.2.5 Lokalisierung der heterologen Membranproteine CYP175A1, Squalenepoxidase

und Bakteriorhodopsin in R. capsulatus

3.2.5.1 Lokalisierungsstudien zum Nachweis der heterologen Membranproteine in inclusion

bodies oder der Membranfraktion

Fiir die weitere Charakterisierung des R. capsulatus-Expressionssystems sollte die Lokalisation der
Membranproteine untersucht werden. Hierflir wurde vergleichend in R. capsulatus und E. coli
Uberprift, ob die heterologen Membranproteine CYP175A1, Squalenepoxidase und
Bakteriorhodopsin als unl6sliche inclusion bodies akkumulieren oder in die Membran eingelagert
werden. Dabei sollte analysiert werden, ob Unterschiede in der Proteinakkumulation in

R. capsulatus und E. coli auftreten.

Die Proteine CYPA175A1, SqEp und bR wurden unter vergleichenden Bedingungen in
R. capsulatus und E. coli synthetisiert und die Zellproteine mittels differentieller Zentrifugation in
drei unterschiedliche Fraktionen (inclusion body-Fraktion, Membranfraktion und
Cytoplasmafraktion) voneinander getrennt (2.4.2). Hierflr wurden zunachst Expressionskulturen
von R. capsulatus B10ST7 unter phototrophen Bedingungen (2.2.2.1) und E. coli BL21 (DE3) (2.2.3)
mit dem broad host range Vektor pRhotHi-2 kultiviert. Obwohl die heterologe Synthese von
CYP175A1 und bR unter shift-Bedingungen von chemotroph zu phototroph effizienter war,
wurden die weiteren Versuche aufgrund des schnelleren Zellwachstums unter phototrophen

Bedingungen durchgefiihrt.

In der inclusion body-Fraktion werden aufgrund der héheren Dichte unldsliche Proteinaggregate
erwartet, wahrend korrekt gefaltete Membranproteine in der Membranfraktion lokalisiert sein
sollten. Losliche Proteine sedimentieren aufgrund der geringen Dichte nicht, sondern befinden
sich in der Cytoplasmafraktion. Mittels Western Blot-Analyse erfolgte der Nachweis der Proteine

in diesen drei Fraktionen (Abb. 18).

Obwohl CYP175A1 nicht zu den integralen Membranproteinen zahlt, wird korrekt gefaltetes
Protein aufgrund von hydrophoben Wechselwirkungen zwischen den Proteinseitenketten und der
Oberflache der Zellmembran in der Membranfraktion erwartet (persénliche Mitteilung, Vlada
Urlacher). Ebenso verhilt es sich mit den integralen Membranproteinen SqEp und bR, die

aufgrund von mehreren transmembranen Helices in der Membranfraktion lokalisiert sein sollten.
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Abb. 18: Differentielle Zentrifugation von R. capsulatus- und E. coli-Zellextrakten zur Lokalisation der
heterologen Membranproteine

Die Abbildung zeigt die Proteinakkumulation von CYP175A1, Squalenepoxidase und Bakteriorhodopsin in
R. capsulatus B10ST7 und E. coli BL21 (DE3). Die Expression der Zielgene erfolgte mit dem broad host range
Vektor pRhotHi-2. Die mittels differentieller Zentrifugation entstandenen Fraktionen sind als IB (inclusion
bodies), MF (Membranfraktion) und C (Cytoplasma) gekennzeichnet und wurden durch SDS-PAGE und
Western Blot analysiert. Die Detektion erfolgte durch eine immunologische Nachweisreaktion mittels des
HRP-Antikorpers, der spezifisch den Hisg-Tag der Proteine markierte.

Die Ergebnisse der Fraktionierung von R. capsulatus- und E. coli-Expressionskulturen zeigen eine
unterschiedliche Lokalisation der Proteine. Die Proteine CYP175A1, SqEp und bR konnten sowohl
in R. capsulatus als auch in E. coli in signifikanten Proteinmengen nachgewiesen werden, wobei
die nachweisbare Proteinmenge in E. coli etwas hoher war als in den R. capsulatus-
Expressionskulturen. Die Verteilung der Proteine in den verschiedenen Zellkompartimenten der
Wirtsorganismen unterscheidet sich deutlich.

R. capsulatus-Expressionskulturen akkumulieren signifikante Mengen an CYP175A1, SqEp und bR
in die Membranfraktion, was die Vermutung nahe legt, dass die Proteine funktionell synthetisiert
und richtig in Membran integriert werden. Die Analyse der Fraktionierung von CYP175A1 zeigt
eine zusatzliche Proteinakkumulation in der Cytoplasmafraktion und deutet moglicherweise auf
eine Dissoziation des Proteins von der Membran. Die Squalenepoxidase konnte in den
R. capsulatus-Expressionskulturen ausschlieflich in der Membranfraktion nachgewiesen werden.
Bakteriorhodopsin ist ebenfalls hauptsachlich in der Membranfraktion lokalisiert; es zeigt sich
jedoch auch eine leichte Proteinaggregation in der inclusion body-Fraktion.

Proteine, die in E. coli synthetisiert wurden, akkumulieren mit Ausnahme der SqEp in samtlichen
Kompartimenten. Im Gegensatz zu der Proteinverteilung in den Zellkompartimenten von
R. capsulatus scheint CYP175A1 (iberwiegend in der cytosolischen Fraktion und weniger in der
inclusion body-Fraktion oder der Membranfraktion lokalisiert zu sein. In diesen Fraktionen
konnten zudem Proteinsignale ober- und unterhalb der CYP175A1 entsprechenden ProteingréRe
beobachtet werden. Dies ist moglichweise auf eine Fehlfaltung von CYP175A1 zuriickzufihren.
Die Squalenepoxidase konnte ausschlieBlich in der inclusion body-Fraktion nachgewiesen werden,

was zu der Annahme fihrt, dass kein funktionelles Protein synthetisiert werden konnte.
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Bakteriorhodopsin akkumuliert Gberwiegend in der Membranfraktion, konnte jedoch ebenfalls in
der inclusion body- und der Cytoplasmafraktion nachgewiesen werden und deutet auf nur

teilweise korrekt gefaltetes Protein hin.

Es konnte gezeigt werden, dass die Membranproteine CYP175A1, Squalenepoxidase und
Bakteriorhodopsin in R. capsulatus Uberwiegend in der Membran lokalisiert sind. Im Gegensatz
dazu konnten die in E. coli synthetisierten Proteine nur partiell in der Membran nachgewiesen
werden. Dieses deutet darauf hin, dass die heterologen Membranproteine in R. capsulatus in
ihrer korrekt gefalteten Form vorliegen, wahrend die Expression in E. coli haufig zu der Bildung
von inclusion bodies fihrt.

CYP175A1 akkumulierte in E. coli Gberwiegend in der cytosolischen Fraktion, wahrend die
Akkumulation von CYP175A1 in R. capsulatus hauptsachlich in der Membranfraktion beobachtet
werden konnte. In der Literatur wird die Monooxygenase haufig als |6sliches Protein beschrieben
(Behera & Mazumdar, 2010). Die Ergebnisse der Lokalisationsanalyse konnten erstmalig belegen,
dass es sich hierbei nicht um ein I6sliches, sondern um ein membranassoziierten Protein handelt.
Die Lokalisation der Squalenepoxidase in R. capsulatus und E. coli unterscheidet sich ebenfalls
deutlich. Wahrend die Synthese der Squalenepoxidase in E. coli zu der Bildung von inclusion
bodies fiihrte, konnte sie erstmalig ausschlieRlich in der Membranfraktion von R. capsulatus
nachgewiesen werden. Dieses Ergebnis verifiziert die internetbasierten Vorhersagen Uber die
Topologie der Squalenepoxidase und belegt, dass es sich hierbei um ein Membranprotein handelt.
Bakteriorhodopsin akkumulierte in der Membranfraktion von R. capsulatus und E. coli in ungefahr
gleichen Mengen, so dass in diesem Fall keine Aussage darliber getroffen werden kann, ob

R. capsulatus oder E. coli der besser geeignete Expressionswirt ist.

3.2.5.2 Lokalisierungsstudien zum Nachweis der Einlagerung der heterologen

Membranproteine in die intracytoplasmatischen Vesikel

Ausgehend von den bisher erbrachten Ergebnissen sollte weiter untersucht werden, ob die
heterologen Membranproteine CYP175A1, Squalenepoxidase und Bakteriorhodopsin in die
intracytoplasmatischen Vesikel von R. capsulatus-B10S-T7 Zellen inseriert werden. In diesem Fall
konnten die Protein enthaltenden Vesikel mittels Saccharose-Dichtegradientenzentrifugation
isoliert werden und stiinden dann fiir weitere Untersuchungen in ihrer natirlichen Umgebung in

einer Art Nanobioreaktor zur Verfligung.
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Um dies zu Uberprifen, wurden Expressionskulturen von R. capsulatus B10S-T7 mit dem Vektor
pRhotHi-2 als Kontrolle sowie mit den pRhotHi-2-Derivaten, die Gene von CYP175Al,
Squalenepoxidase und Bakteriorhodopsin tragen, angezogen und mittels differentieller
Zentrifugation fraktioniert. Die resultierenden Membranfraktionen wurden in einen
kontinuierlichen Saccharosedichtegradienten (15-55%) eingesetzt und 24 Stunden bei
175000 x g ultrazentrifugiert. Dadurch werden die Bestandteile der Membranfraktionen anhand
ihrer Dichte aufgetrennt. Schwere und groBe Membranbestandteile wie Fragmente der
Cytoplasmamembran sedimentieren dabei schneller als leichte Bestandteile der
Membranfraktionen wie beispielsweise die Vesikel der ICM. Die Bestandteile der ICM sind durch
die enthaltenden Photosynthesekomplexe rotlich gefarbt und dadurch leicht im Gradienten zu

identifizieren (Abb. 19).

o 15%

Abb. 19: Darstellung einer durch Saccharosedichte-
gradientenzentrifugation aufgetrennte Membranfraktion von
R. capsulatus

Der Saccharosedichtegradient mit einer Konzentration von 15 -
55 % Saccharose trennt einerseits die intracytoplasmatischen
Membranen von der Cytoplasmamembran und andererseits die

% Vesikel des intracytoplasmatischen Membransystems
_E:T: untereinander aufgrund ihrer unterschiedlichen Dichte durch
e Ultrazentrifugation auf. Die Farbung im mittleren Bereich des
, % Saccharosedichtegradienten entsteht durch die Pigmente der
"0 l Photosystemkomplexe der Vesikel.
\ e
55 %

AnschlieBend wurde der Saccharosegradient in einzelne Proben von jeweils 1 ml fraktioniert (1 -
29). Bei einer Einlagerung der heterologen Proteine in das intracytoplasmatische
Membransystem ist eine Steigerung des Gesamtproteingehalts der ICM enthaltenden Fraktionen
zu erwarten. Moglicherweise ist auch eine Verdrangung der Photopigment enthaltenden
Photosynthesekomplexe durch die Einlagerung der heterologen Membranproteine zu
beobachten. Daher wurden die Fraktionen hinsichtlich ihres gesamten Proteingehalts, der
Absorption der Photopigmente, der Akkumulation von heterologem Protein sowie der

Saccharosekonzentration untersucht.

Die Ergebnisse sind in Abbildung 20 zusammengefasst.
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Abb. 20: Lokalisierungsstudien zum Nachweis der Membranproteine CYP175A1, SqEp und bR in den
intracytoplasmatischen Vesikeln von R. capsulatus

Gezeigt ist die Vesikel-Isolierung von R. capsulatus mit dem Vektor pRhotHi-2 (A) als Kontrolle sowie mit
pRhotHi-2-Derivaten, die Gene von CYP175A1 (B), Squalenepoxidase (C) und Bakteriorhodopsin (D) tragen.
Die mittels Saccharosedichtegradientenzentrifugation aufgetrennten Membranbestandteile wurden im
Hinblick auf den Gesamtproteingehalt (griine Line) mittels Bradford-Test, den Photopigmentgehalt (blaue
Linie), der bei einer Wellenlange von 480 nm quantifiziert wurde, sowie die Akkumulation von heterologem
Protein durch Western Blot-Analyse untersucht. Die Saccharosekonzentration (rote Linie) wurde mittels
eines Refraktormeters bestimmt. Die Werte wurden jeweils in Dreifachbestimmung gemessen. Die
Fehlerbalken geben die Standardabweichung an.

Die Verteilung des Gesamtproteingehalts, der Photopigmente sowie der spezifischen
Proteinakkumulation im Saccharosedichtegradienten unterscheidet sich in Abhangigkeit von dem
exprimierten Protein.

Die in Abbildung 20 gezeigten Ergebnisse konnen wie folgt zusammengefasst werden:

Bei Betrachtung des durch die Bradford-Analyse ermittelten Proteingehalts der Fraktionen des
Kontrollgradienten (R. capsulatus B10ST7 pRhotHi-2) ergeben sich zwei lokale Maxima des
Gesamtproteingehalts. Diese erstrecken sich liber die Fraktionen mit einem Saccharosegehalt von
17 - 27 % und 27 - 42 % Saccharose. In R. capsulatus B10S-T7 konnten somit ICM-Vesikel mit zwei
unterschiedlichen Dichten identifiziert werden. Dieses Ergebnis konnte auch schon fir die
intracytoplasmatischen Membranen von Rhodobacter spaehroides, einem nahen Verwandten von

R. capsulatus, beschrieben werden. Dabei handelt sich bei den im ersten Bereich des Maximums

befindenden Bestandteilen vermutlich um sogenannte Vorlaufer-Membranen, die als UPB (upper
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pigment band) bezeichnet werden (Tucker et al., 2010). Bei den sich im zweiten Bereich des
Maximums befindenden Bestandteilen handelt es sich dementsprechend um die fertig
ausgebildeten intracytoplasmatischen Vesikel (Tucker et al., 2010). Die unterschiedliche Dichte
der UPB und ICM ist auf eine unterschiedliche Membranmorphologie zuriickzufiihren. Es konnte
gezeigt werden, dass der durchschnittliche Durchmesser der Vesikel der UBP um ca. die Halfte
kleiner ist als der von den ICM (Tucker et al, 2010). Daraus ergibt sich, dass die
intracytoplasmatischen Vesikel von R. capsulatus in der definierten Saccharosekonzentration von
27 - 42 % lokalisiert sind (Abb. 20 A).

Vergleicht man die Pigmentierung und den Proteingehalt der ICM enthaltenden Fraktionen aus
R. capsulatus-B10S-T7-Zellen, die CYP175A1 exprimierten, mit der bereits beschriebenen
Kontrolle, so erkennt man signifikante Abweichungen (Abb. 20 B). Im Bereich der Vesikel-
Fraktionen, die eine Saccharosekonzentration von 26 - 42 % Saccharose aufweisen, konnten im
Gegensatz zu der Kontrolle zwei Maxima des Protein- und Photopigmentgehalts beobachtet
werden. Demgegeniiber ahnelt der Protein- und Pigmentgehalt der aufgetrennten Fraktionen aus
R. capsulatus-B10S-T7-Zellen, die SqEp (Abb. 20 C) und bR (Abb. 20 D) exprimierten, dem der
Kontrolle. Die Gradienten mit den Membranfaktionen, die aus den R. capsulatus-B10S-T7 SqEp-
und bR-Expressionskulturen isoliert werden konnten, weisen im Bereich der ICM enthaltenden
Fraktionen (27 - 46 % Saccharose) ein lokales Maximum auf. Hier zeigt sich jedoch, dass diese
Fraktionen hohere Saccharosekonzentrationen aufweisen. Dies ist moglicherweise auf eine
Veranderung der Dichte der Vesikel, die durch die Einlagerung der heterologen Membranproteine
vergroBert werden, zurickzufihren. Des Weiteren konnte in den Fraktionen, die eine
Saccharosekonzentration von 40-46% Saccharose aufwiesen, eine Abnahme der
Photopigmentierung beobachtet werden, wobei der Proteingehalt unverandert blieb. Dieses
Ergebnis deutet moglicherweise auf eine Verdrangung der Photosynthesekomplexe durch die

Einlagerung der heterolog synthetisierten Proteine hin

Um zu Uberprifen, ob die Membranproteine tatsachlich in den Vesikeln der Fraktionen mit
erhohtem Protein- und Photopigmentgehalt akkumulierten, wurden alle aufgetrennten
Fraktionen immunologisch mittels HRP-Antikérpern, die spezifisch an den Hisg-Tag der Proteine
binden, analysiert. Die Proteinakkumulation in den Zellen der Fraktionen des Gradienten
unterscheidet sich in Abhangigkeit des untersuchten Proteins. CYP15A1 akkumulierte in den
Vesikeln der Fraktionen 8 - 24 (Abb. 20 B). Im Vergleich dazu konnte die Squalenepoxidase nur in
den Fraktionen 18 - 21 immunologisch nachgewiesen werden (Abb. 20 C), wahrend bR in den

Fraktionen 20 - 27 detektierbar war (Abb. 20 D). Die Ergebnisse zeigen auf, dass die heterologen
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Proteine und die Photopigmente im gleichen Dichtebereich lokalisiert sind, was eine Einlagerung
der heterologen Membranproteine in die ICM von R. capsulatus vermuten lasst.

Um zu Uberpriifen, ob die Einlagerung der wirtsfremden Membranproteine in den ICM zu einer
Verdrangung der Photosyntheseproteine und somit zu einer Abnahme der Photopigment-
spezifischen Absorption fihrt, wurden Absorptionsspektren bei einer Wellenlange von 300 nm -
900 nm aufgenommen (Abb. 21).

Fiir die Analyse des Photopigmentgehalts der photosynthetischen Membranen wurden ICM
enthaltende Fraktionen des Saccharosegradienten mit der flir das jeweilige Protein hochsten

heterologen Proteinakkumulation eingesetzt.
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Abb. 21: Photopigmentgehalt der photosynthetischen Membranen von R. capsulatus zum Nachweis der
Photosynthesekomplex-Verdrangung durch die Einlagerung der heterologen Membranproteine

Die Abbildung zeigt die Photopigment-spezifischen Absorptionen der intracytoplasmatischen Membranen
bei CYP175A1, SqEp und bR-Expressionen in R. capsulatus B10ST7 pRhotHi2. Eingesetzt wurden ICM
enthaltende Fraktionen des Saccharosedichtegradienten, die fir das jeweilige Protein die hdochste
heterologe Proteinakkumulation aufwiesen.

In  Abbildung 21 sind die typischen Absorptionscharakteristika der photosynthetischen
Membranen von R. capsulatus gezeigt. Das Absorptionsspektrum der intracytoplasmatischen
Membranen des R. capsulatus-Kontrollstamms (rote Linie) zeigt die typischen Peaks von
Bakteriochlorophyll a mit Absorptionsmaxima bei 376 nm, 590 nm, 800 nm und 860 nm und den
Carotinoiden Spheroiden und Spheroidenon mit Absorptionsmaxima bei 448 nm, 476 nm und
508 nm. Die intracytoplasmatischen Membranen des CYP175A1-Expressionsstamms von
R. capsulatus zeigen ebenfalls die typischen Absorptionsmaxima von Bakteriochlorophyll und den

Carotinoiden (violette Linie). Jedoch konnte dabei eine Abnahme des Photopigmentgehalts

beobachtet werden. Eine deutlichere Abnahme des Photopigmentgehalts konnte in den
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intracytoplasmatischen Membranen der SqEp- (griine Linie) und bR- (blaue Linie)
Expressionskulturen von R. capsulatus beobachtet werden. Die abweichenden Ergebnisse der
Photopigmentanalyse der intracytoplasmatischen Membranen sind wahrscheinlich auf die
unterschiedliche Topologie der Membranproteine zurlickzufiihren. Das membranassoziierte
Protein CYP175A1 wird nicht in die Membranen eingelagert, sondern ist nur mit ihnen assoziiert,
wahrend die integralen Membranproteine SqEp und bR in die Membran inseriert werden. Bei der
Einlagerung von integralen Membranproteinen wird vermutlich eine groRere Membranflache
bendtigt, so dass die Photosynthesekomplexe verdrangt werden. Die Assoziation von CYP175A1
erfordert mutmalRlich eine deutlich geringere Membranfliche, so dass die Abnahme der

Photopigmente nicht so signifikant erscheint.

Es konnte gezeigt werden, dass in R. capsulatus, dhnlich wie in R. spaehroides, Vesikel mit zwei
unterschiedlichen Dichten identifiziert wurden. Dabei handelt es sich um die sogenannten
Vorlaufer-Membranen und die fertig ausgebildeten intracytoplasmatischen Vesikel, die sich in
ihrer Membranmorphologie deutlich voneinander unterscheiden. Weiterhin konnte
nachgewiesen werden, dass die Membranproteine CYP175A1, Squalenepoxidase und
Bakteriorhodopsin nicht wie in E. coli partiell in die Cytoplasmamembran eingelagert werden,
sondern in den intracytoplasmatischen Vesikeln von R. capsulatus lokalisiert sind. Damit bietet
sich die Moglichkeit, heterologe Membranproteine in R. capsulatus zu exprimieren, die
Membranprotein enthaltenden Vesikel mittels Saccharosedichtegradientenzentrifugation zu
isolieren und die Vesikel als Nanobioreaktoren fiir weitere Anwendungen zu nutzen. Weitere
Untersuchungen konnten bestatigen, dass die Einlagerung der heterologen Membranproteine in
die ICM die Photopigment bindenden Proteine aus der Membran verdrangt. Eine mogliche
Veranderung der Vesikeldichte in Abhangigkeit des gewahlten Membranproteins konnte ebenso

beobachtet werden.

3.2.5.3 Einfluss der heterologen Synthese von Membranproteinen auf die Vesikelmorphologie

Nachdem gezeigt werden konnte, dass die heterologen Membranproteine CYP175A1,
Squalenepoxidase und Bakteriorhodopsin in die Vesikel des intracytoplasmatischen
Membransystems eingelagert wurden und dadurch die Dichte der Vesikel veranderten, sollte
untersucht werden, ob eine abweichende Vesikeldichte auf eine Verdnderung der VesikelgroRe

und -morphologie zuriickzufiihren ist.
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Um dieser Fragestellung nachgehen zu koénnen, wurden R. capsulatus-Zellen aus
Expressionskulturen mittels Transmissionselektronenmikroskopie untersucht.

Fiir die entsprechende Analyse wurden Proben mit einer Zelldichte von ODggonm =2 aus
CYP175A1-, SgEp- und bR-Expressionskulturen von R. capsulatus B10ST7 pRhotHi2 entnommen.
Die Zellen wurden mit einer Fixierlosung versetzt und bei Raumtemperatur gelagert. Danach
wurden in Kooperation mit dem Institut fiir Mikrobiologie und Biotechnologie der Universitdt Ulm
(Dr. Daria Zhurina) Zellen aufgeschnitten und mittels des Transmissionselektronenmikroskops
analysiert. Dafur wurden bei drei TEM-Aufnahmen je funf Zellen bestimmt, aus denen der

Durchmesser von je 20 Vesikeln gemessen wurde.

Die TEM-Aufnahmen und die statistische Auswertung der VesikelgrofRe sind in Abbildung 22

dargestellt.

Durchmesser der Vesikel [nm] O

Leervektor  CYP175A1 SqEp bR

Abb. 22: Analyse der Vesikelmorphologie von R. capsulatus-Zellen mittels
Transmissionselektronenmikroskopie zum Nachweis der Einlagerung der heterologen Membranproteine
CYP175A1, Sqep und bR

A) Dargestellt sind die TEM-Aufnahmen von Zellen des R. capsulatus-Kontrollstamms B10ST7 pRhotHi-2
sowie der CYP175A1-, SqEp- und bR- Expressionsstimme. Die TEM-Analyse erfolgte mit Zellen, die wahrend
der exponentiellen Wachstumsphase (ODggpnm= 1) der Kulturen entnommen und auf eine Zelldichte von
ODgsonm =2 konzentriert wurden. B) Dargestellt ist die Auswertung des Vesikeldurchmessers von
R. capsulatus-B10ST7-Zellen, die mit Hilfe des AxioVison-Programms durchgefiihrt wurde. Aus drei TEM-
Aufnahmen wurden je fiinf Zellen bestimmt und darin je 20 Vesikel vermessen. Die Balken geben den
Mittelwert des Vesikeldurchmessers an. Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler.
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In Abbildung 22 A sind die TEM-Aufnahmen von Zellen des R. capsulatus-Kontrollstamms B10ST7
sowie der CYP175A1-, SqEp- und bR-Expressionsstimme dargestellt. In allen Abbildungen ist das
ausgebildete intracytoplasmatische Membransystem mit bereits abgeschniirten Vesikeln deutlich
zu erkennen. Augenscheinlich zeigen sich keine Verdanderungen der Vesikelmorphologie wie
beispielsweise eine Veranderung der Form oder Struktur durch die Synthese von verschiedenen
heterologen Proteinen. Um die GroRRe der Vesikel zu bestimmen, wurde der Durchmesser der
Vesikel mit der Hilfe des AxioVision-Programms ermittelt (Abb. 22 B). Die Vesikel der Zellen des
R. capsulatus-Kontrollstamms zeigen einen Durchmesser von durchschnittlich 48 nm, wahrend die
Vesikel der R. capsulatus-Zellen, die die Proteine CYP175A1, SqEp und bR akkumulierten mit
einem durchschnittlichen Durchmesser von 54 nm deutlich vergréBert sind. Damit konnte
erstmalig gezeigt werden, dass durch die Einlagerung heterolog synthetisierter Membranproteine
in R. capsulatus die intracytoplasmatischen Vesikel eine Umfangsvermehrung aufweisen, wahrend

die Morphologie der Vesikel unverandert bleibt.

Es konnte gezeigt werden, dass die TEM-Analyse der R. capsulatus-Zellen die Einlagerung der
heterolog synthetisierten Membranproteine in die ICM verifiziert. Es konnte beobachtet werden,
dass die VesikelgroRe durch die Membranprotein-Einlagerung mafigeblich beeinflusst wird.
Unabhédngig von der Topologie der Membranproteine konnte eine VesikelvergréBerung
beobachtet werden, wobei die Morphologie jedoch unverdandert blieb. Damit konnte erstmalig
eine Beeinflussung der Vesikelgrofe durch die Synthese heterologer Membranproteine

beschrieben werden.

3.2.6 Reinigung und spektrale Charakterisierung der Monooxygenase CYP175A1

In den vorherigen Experimenten konnte gezeigt werden, dass heterologe Membranproteine
synthetisiert und in die Vesikel von R. capsulatus eingelagert werden koénnen. In diesem
Teilabschnitt der Arbeit soll am Beispiel von CYP175A1 untersucht werden, ob die heterologe
Expression in R. capsulatus auch korrekt gefaltetes Protein erbringt. Der erste Schritt zur
Charakterisierung von Membranproteinen ist die Solubilisierung und anschlieBende Reinigung der
Proteine. Die Solubilisierung von Membranproteinen mittels Detergenzien fihrt bei integralen
Membranproteinen zum Herauslésen des Membranproteins aus der Membran, indem sich die
Detergenzien um die Proteine lagern und die natirliche Lipiddoppelschicht, in der die
Membranproteine eingelagert sind, nachahmen (Seddon et al., 2004). Bei membranassoziierten

Proteinen wie der Monooxygenase CYP175A1 werden die Wechselwirkungen der Proteine mit der
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Membran unterbunden. Dieser Schritt ist haufig der limitierende Faktor der Proteinreinigung, da
die Effizienz der Solubilisierung abhdngig von den jeweiligen Eigenschaften des Proteins ist.
Grundsatzlich lasst sich beobachten, dass periphere Membranproteine durch mildere
Detergenzien leichter solubilisieren als integrale Membranproteine, fir deren Extraktion die
Zerstorung der Lipiddoppelschicht durch starkere Detergenzien erforderlich ist (Smith, 2011). Erst
nach erfolgreicher Solubilisierung kann mit der Reinigung und der weiteren Charakterisierung der

Proteine fortgefahren werden.

Fiir eine Charakterisierung der Monooxygenase CYP175A1 wurde zundchst von einer
entsprechenden R. capsulatus-B10ST7-Expressionskultur durch differentielle Zentrifugation die
Membranfraktion gewonnen. Diese wurde in Solubilisierungsstudien eingesetzt, um die
hydrophoben Wechselwirkungen des Proteins mit der Membran zu unterbinden. Hierfiir wurden
das Nicht-ionische Detergenz Triton X-100 (1 %) und das Zwittetionische Detergenz Chaps (1 %)
verwendet. CYP175A1 stammt aus einem thermophilen Organismus und weist eine hohe
Thermostabiltitat auf. Bei Temperaturen bis zu 83 °C behalt das Protein seine native Struktur und
denaturiert nicht. Daher sollte neben der Solubilisierung mit den eingesetzten Detergenzien
zusatzlich eine Inkubation der Membranfraktion bei 60 °C erfolgen, um die Lipid-Protein-
Wechselwirkungen aufzulésen. Die Proben der Membranfraktionen wurden mit Detergenzien bei
Raumtemperatur bzw. ohne Detergenzien bei 60 °C fiir eine Stunde inkubiert. Durch
Ultrazentrifugation wurden anschlieBend die Membranen in der Probe pelletiert. Die
Solubilisierung des Proteins wurde mittels SDS-PAGE (2.4.5) und Immunodetektion (2.4.8)
untersucht (Abb. 23).

Abb. 23: Solubilisierungsstudien von CYP175A1

mittels der Detergenzien Triton X-100 und Triton Chaps 60 °C
Chaps sowie 60 °C-Inkubation X-100

o . u P|U P|U P | M
Dargestellt ist die Analyse der Solubilisierung
von CYP175A1 (CYP) aus der Membranfraktion ~= | & 100 kDa
von R. capsulatus-B10ST7-Zellen.  Fir die | < 75kDa
Solubiliserung  wurden die eingesetzten
Membranfraktionen fiir eine Stunde bei ki
Raumtemperatur mit den Detergenzien W | ¢ 37 kDa
Triton X-100 und Chaps versetzt sowie bei 60 °C
ohne die Zugabe eines Detergenz inkubiert. Der : :gg tg:
Ansatz wurde anschlieRend fiir 24 Stunden '
ultrazentrifugiert. Die Proteinakkumulation im ‘ W | ¢ 15kDa
Uberstand (U) und Pellet (P) wurde mittels SDS- B L | < 10KkDa
PAGE und Immunodetektion mittels Western * . ;
Blot-Analyse untersucht. Die Detektion erfolgte B —
mittels HRP-Antikorpern, die spezifisch an den L | CYP
Hisg-Tag der Proteine binden. Der rote Kasten

markiert die CYP175A1-zugehorigen
Proteinbanden.
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In der SDS-PAGE ist eine deutliche Bande, die CYP175A1 entspricht (44 kDa), in allen Ansatzen zu
erkennen (rot gekennzeichnet). Der Anteil nicht solubilisierten Proteins im Pellet (P) und
erfolgreich solubilisiertem Proteins im Uberstand ist allerdings unterschiedlich. Die Detergenzien
Triton X-100 und Chaps zeigen eine effiziente Solubilisierung von CYP175A1 aus der Membran mit
einer geschatzten Solubilisierungsrate von ca. 80 - 90 %, wobei die Zugabe von Triton X-100 im
Vergleich zu Chaps jedoch eine hohere Menge von anderen wirtseigenen Proteinen aus der
Membran herausl6st. Die Inkubation bei 60 °C konnte weder CYP175A1 noch wirtseigene Proteine
aus oder von der Membran I6sen, wie die fehlenden Banden im Uberstand zeigen. In der
zugehorigen Western Blot-Analyse konnte ein etwas starkeres immunologisches Signal von
CYP175A1 im Uberstand durch die Zugabe von Chaps als durch die Zugabe von Triton X-100
nachwiesen werden. Die Temperaturerhéhung erzielte keine erfolgreiche Solubilisierung von
CYP175A1, da geschatzt 95 % des Proteins in der Pelletfraktion immunologisch nachgewiesen
werden konnten (Abb. 23).

Fiir weitere Untersuchungen wurde CYP175A1 mit dem Detergenz Chaps aufgrund der besseren
Solubilisierungseffizienz sowie der Tatsache, dass weniger wirtseigene Proteine neben CYP175A1

aus der Membran gel6dst werden, solubilisiert.

Das solubilsierte  CYP175A1 wurde im ndchsten Schritt durch eine  Ni-NTA-
Affinitatschromatographie (2.4.11) gereinigt (Abb. 24 A). Die Reinigung erfolgte iber das Ni-NTA-
Saulenmaterial, an das der Hisg-Tag von CYP175A1 spezifisch bindet. Durch die Zugabe von
unterschiedlichen Konzentrationen von Imidazol, welches Histidin kompetitiv verdrangt, konnte
das Protein gewaschen und anschlieRend eluiert werden. Die Proben der einzelnen

Reinigungsschritte wurden mittels SDS-Page untersucht (Abb. 24 A).

In der SDS-PAGE ist in der Elutionsfraktion (250 mM Imidazol) eine deutliche Bande, die CYP175A1
(44 kDa) entspricht, zu erkennen. Wahrend der Durchfluss (D) und der erste Waschschritt (50 mM
Imidazol) noch groRe Mengen an wirtseigenen Proteinen aufweist, die von dem Sidulenmaterial
gewaschen werden, zeigen sich im letzten Waschschritt (100 MM Imidazol) fast keine
Proteinverunreinigungen mehr. In der Elutionsfraktion (250 mM Imidazol) konnte ausschlieflich
CYP175A1 nachgewiesen werden. Dabei entsprach die gereinigte Menge 12 mg Protein pro Liter

Zellkultur.

CYP175A1 konnte demnach erfolgreich fiir die weitere Charakterisierung in hoher Reinheit zur

Verfligung gestellt werden.
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Abb. 24: Aktivitdtsnachweis der gereinigten CYP175A1 mittels CO-Differenzspektrums

A) zeigt die Reinigung von CYP175A1 mittels Ni-NTA Affinitdtschromatographie. Die aufgetragenen
Fraktionen wurden mittels SDS-PAGE analysiert. Fraktion D steht fur den Durchfluss der Proteinlésung
durch die Affinitdtschromatographie-Saule, wahrend die nachfolgenden Spuren als Wasch- und
Elutionsfraktionen mit Imidazolkonzentrationen von 50 mM, 100 mM und 250 mM gekennzeichnet sind.
Der Proteinstandard ist mit M gekennzeichnet. B) zeigt das Absorptionsspektrum von CYP175A1, welches
mit Natriumdithionit reduziert wurde. Das Differenzspektrum ergibt sich aus der Subtraktion der
Absorption von Proben, denen Natriumdithionit hinzugegfligt wurde und nicht mit CO begast wurden, von
der Absorption von Proben, die mit Natriumdithionid reduziert und mit CO komplexiert wurden.

Fir die Proteinanalyse der korrekten Faltung kann CYP175A1, welches Ham als prosthetische
Gruppe besitzt, aufgrund ihrer klassenspezifischen Eigenschaften in eine CO-
Differenzspektroskopie eingesetzt werden. Diese wird verwendet, um die CO-Bindungsaktivitat
des Proteins zu bestimmen. Die native Form von P450-Monooxygenasen zeigt im
Absorptionsspektrum ein Maximum bei 450 nm, wahrend in den Absorptionsspektren von
denaturiertem Protein ein Maximum bei 420nm zu beobachten ist. Die Zugabe von
Natriumdithionit reduziert das Fe*" der Hamproteine zu Fe®* und wird durch Kohlenmonooxid
komplexiert, was sich durch die Verschiebung des Absorptionsmaximums von 420 nm zu 450 nm
bemerkbar macht. Das Differenzspektrum ergibt sich aus der Subtraktion der Absorption von
Proben, denen Natriumdithionit hinzugegfiigt wurde und nicht mit CO begast wurden, von der
Absorption von Proben, denen Natriumdithionid hinzugefiigt und mit CO komplexiert wurden.
Dementsprechend sollte falsch gefaltetes Protein, welches die prosthetische Gruppe Ham nicht
mehr gebunden hat, keine CO-Komplexierungsreaktion mehr eingehen kénnen. Falsch gefaltetes

Protein ist demnach durch ein Absorptionsmaximum bei 420 nm gekennzeichnet.

Fiir den Nachweis der korrekten Faltung von CYP175A1 wurde gereinigtes Protein in die CO-
Differenzspektroskopie eingesetzt. Die Durchfiihrung des Experiments erfolgte in Kooperation mit

dem Institut fiir Biochemie Il der Heinrich-Heine-Universitat (Prof. Dr. Urlacher) in Disseldorf. Das
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gereinigte Protein wurde mit Natirumdithionit versetzt und mit CO begast. Die behandelten

Proben wurden anschlieRend einer spektrophotometrischen Analyse unterzogen.

Das Ergebnis des CO-Differenzspektrums von CYP175A1 (Abb. 24 b) zeigt ein deutliches
Absorptionsmaximum bei 450 nm. Schatzungsweise mehr als 95 % der Absorption werden von
420 nm zu 450 nm verschoben, was darauf hindeutet, dass mindestens 95 % von CYP175A1 in
R. capsulatus richtig gefaltet wurden und vermutlich in ihrer aktiven Form vorliegen. Die Ausbeute
von korrekt gefaltetem Protein aus einer 100 ml-Expressionskultur konnte auf 1,514 uM bestimmt

werden.

Es konnte gezeigt werden, dass die Monooxygenase CYP175A1 in R. capsulatus nicht nur
erfolgreich synthetisiert wurde, sondern zudem in ihrer korrekt gefalteten Form vorliegt. Dadurch
konnte die Eignung des R. capsulatus-Expressionssystems fiir die Synthese heterologer

Membranproteine bestatigt werden.

Zusammenfassung

Die Ergebnisse der Charakterisierung des Expressionswirts R. capsulatus fir die heterologe
Synthese von Membranproteinen zeigen, dass die drei heterologen Membranproteine
CYP175A1, Squalenepoxidase und Bakteriorhodopsin in R. capsulatus synthetisiert werden
konnten. Hierbei scheint die Phototrophie fiir die heterologe Synthese integraler
Membranproteine eine essentielle Rolle zu spielen. Des Weiteren konnte eine Einlagerung der
heterologen Membranproteine, die mit einer Verdrangung der Photosyntheseproteine aus der
Membran einhergeht, gezeigt werden.

Konformationsuntersuchungen konnten nachweisen, dass die in R. capsulatus synthetisierte
Monooxygenase CYP175A1 in ihrer funktionellen Konformation vorliegt.

Die Ergebnisse der Charakterisierung zeigen auf, dass R. capsulatus als Expressionswirt fiir die
Synthese von Membranproteinen aufgrund der groRen intracytoplasmatischen Membranflache

besonders geeignet ist.
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3.3 Untersuchungen zur lichtabhangigen Regulation eines nif-Promotor-

basierten Expressionssystems in R. capsulatus

Fiir den Expressionswirt R. capsulatus wurde eine Reihe von pRho-Expressionsvektoren auf
Grundlage des Plasmids pBBR22b entwickelt (Katzke et al., 2010, 2012). Hierbei kommen bislang
zwei verschiedene Promotoren zum Einsatz.

1) Die Reihe der pRhok-Plasmide besitzt den konstitutiven Protomotor Paphll des Kanamycin-
Resistenzgens. Die Expression heterologer Gene mittels der pRhok-Plasmide erfolgt im
R. capsulatus-Wildtyp-Stamm  B10S. Der Einsatzbereich der Vektoren in anderen
Expressionswirten ist weit gefachert, da der Kanamycin-Promotor von bakteriellen Polymerasen
erkannt wird.

2) Die Reihe der pRhot-Plasmide verfiigt im Gegensatz zu den pRhok-Plasmiden (iber einen T7-
RNA-Polymerase-Promotor (1.4). Die heterologe Expression mittels der pRhot-Vektoren erfolgt in
dem R. capsulatus-Stamm B10ST7, dem das T7-RNA-Polymerasegen unter Kontrolle des fru-

Promotors in das Genom integriert wurde (Katzke et al., 2010).

In der Arbeitsgruppe ,Bakterielle Photobiotechnologie” wird derzeit ein neues R. capsulatus-
Expressionssystem etabliert. Hierfiir wurde ein nif-Promotor (P,)-basierter Expressionsvektor auf
der Grundlage der pRho-Vektoren entwickelt (A. Ozgiir, unveréffentlicht). Bei dem nif-Promotor
handelt es sich um einen wirtseigenen Promotor von R. capsulatus, der dem nifHDK-Operon
vorgeschaltet ist. Die Gene des nifHDK-Operons kodieren in R. capsulatus fir eine Eisen-
Molybdan-Nitrogenase, die die Umsetzung von molekularem Stickstoff zu Ammoniak katalysiert
(Avtges et al., 1983; Schneider et al., 1991). Der Nitrogenase-Enzymkomplex ist aus der
Dinitrogenase und der Dinitrogenase-Reduktase zusammengesetzt. Die Dinitrogenase ist als
a2B2-Heterotetramer aufgebaut. Das Gen nifD kodiert hierbei fiir die a-Untereinheit der
Dinitrogenase, wahrend nifK die B-Untereinheit kodiert (Willison et al., 1993). Das Gen nifH
kodiert die Dinitrogenase-Reduktase (Avtges et al., 1983), die als Homodimer aufgebaut ist. Die
Expression der nif-Gene, die unter der Kontrolle des nif-Promotors stehen (nitrogen fixaton), ist
nur unter Abwesenheit von Sauerstoff und Ammonium moglich (Kranz & Haselkorn, 1986). Die
Promotor-Regulation mittels Sauerstoff und Ammonium kann fir die gezielte Expression
heterologer Gene genutzt werden (Pollock et al., 1988). Die Synthese heterologer Proteine, deren
Transkription unter der Kontrolle des nif-Promotors steht, kann somit ohne die Zugabe eines
chemischen Induktors, sondern durch physiologische Verdanderungen induziert werden. Diese
Eigenschaft ermoglicht durch den Wechsel von aeroben chemotrophen zu anaeroben

phototrophen Bedingungen zudem die gleichzeitige Induktion der heterologen Expression sowie
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die Ausbildung des intracytoplasmatischen Membransystems, ohne dabei auf die Zugabe eines
Induktors angewiesen zu sein. Wie in 3.2.4 erldutert, zeichnen sich diese Bedingungen besonders
fiir die Synthese von heterologen Membranproteinen aus.

Eine andere interessante Besonderheit des nif-Promotors von R. capsulatus ist dessen mogliche
Blaulichtregulation. Im Rahmen der Doktorarbeit von Rene Bergmann wurde der R. capsulatus-
Wildtypstamm B10S unter Bestrahlung mit verschiedenen Lichtqualitaten kultiviert. Hierbei zeigte
sich, dass die Kultivierung des R. capsulatus-Wildtypstamms B10S bei veranderten
Lichtbedingungen neben dem Zellwachstum und der Photopigmentierung auch die Synthese des
Nitrogenase-Enzymkomplexes beeinflusst. Unter Beleuchtung mit Blaulichtdioden st
R. capsulatus nicht in der Lage, in der logarithmischen Wuchsphase den Nitrogenase-
Enzymkomplex zu bilden. In der spaten logarithmischen Wuchsphase bzw. der friihen stationdren
Phase ist die Inhibierung der Synthese des Nitrogenase-Enzymkomplexes wieder aufgehoben
(Bergmann, 2011). Dieser beschriebene Blaulichteffekt kann moglicherweise fiir ein
lichtreguliertes R. capsulatus-Expressionssystem genutzt werden. Durch den Wechsel
verschiedener Lichtqualitditen bei der Kultivierung von R. capsulatus kann moglicherweise die
heterologe Expression gezielt gesteuert werden. Hierbei wird eine zeit- und raumliche Kontrolle
der Genepression durch einen externen Stimulus wie Licht ermoglicht. Die Vorteile eines
lichtregulierten Expressionssystems sind dabei das variable Einstellen des gewiinschten
Expressionsniveaus Uber die Dauer der Beleuchtung, eine mogliche Kostenersparnis, eine leichte

Automatisierung sowie eine nicht invasive, kontaminationsfreie Induktion.

Im Rahmen dieser Arbeit steht die Charakterisierung des nif-Promotor-basierten R. capsulatus-
Expressionssystems bezliglich der lichtabhdangigen Regulation der heterologen Genexpression im
Vordergrund. Dabei sollte zunadchst analysiert werden, ob die heterologen Proteine in dem nif-
Promotor-basierten R. capsulatus-Expressionssystem unter verschiedenen Lichtbedingungen
synthetisiert werden konnen und ob die gezielte Nutzung unterschiedlicher Lichtqualitaten die
Synthese dieser reguliert. Hierbei stellt sich die Frage, ob neben der Lichtregulation der
heterologen Expression die Nutzung der verschiedenen Lichtqualitaten die Synthese heterologer
Proteine positiv beeinflussen kann. Um dieser Fragestellung nachgehen zu kénnen, erfolgte die
heterologe Expression unter GlUhbirnen-, Infrarot- und Blaulicht. Fir eine detailliertere
Charakterisierung des R. capsulatus-Expressionssystems wurden Proteine mit unterschiedlichen
Eigenschaften ausgewahlt. Hierbei handelt es sich um das Membranprotein Bakteriorhodopsin
aus Halobacterium salinarium und das l6sliche Protein YFP (Yellow Fluorescent Protein) aus

Aequorea victoria.

103 |Seite



Ergebnisse

3.3.1 Der Expressionsvektor pRhonHi-2

Der Expressionsvektor pRhonHi-2 (A. Ozgiir, unveréffentlicht) wurde auf Grundlage der pRho-
Expressionsplasmide konstruiert, die wiederum auf Grundlage des Vektors pBBR22b (Rosenau &
Jaeger, 2004) entwickelt wurden (Abb. 25). Hierbei steht die Expression des Zielgens unter der
Kontrolle des nif-Promotors. Um eine effiziente heterologe Expression gewahrleisten zu kdnnen,
wurden neben der Promotorsequenz auch die regulatorischen Elemente der UAS (upstream-
activating-sequence) sowie ein Teil der genkodierenden Sequenz des Gens nifH in den
Expressionsvektor kloniert. Die heterologe Expression ist durch den Sauerstoff- und
Ammoniumgehalt der Umgebung strikt reguliert. In Abwesenheit von Sauerstoff und Ammonium
wird die Genexpression induziert. Hierbei wird der nif-Promotor nur von der R. capsulatus
eigenen Polymerase erkannt. Daher ist im Gegensatz zu den pRho-Plasmiden die Anwendung des
pRhonHi-2-Expressionsplasmids nur im Organismus R. capsulatus moglich, es kann nicht fur
komparative Expressionsstudien in anderen Wirten eingesetzt werden. Alle weiteren Merkmale
des Expressionsplasmids pRhonHi-2 wie die Hisg-Tag kodierende Sequenz, die fir die
Identifizierung und Aufreinigung des Zielproteins genutzt werden kdénnen, das broad host range
Replicon (REP), welches die Plasmidstabilitat ermoglicht , die MOB-Stelle, die den konjugationalen
Transfer in den Expressionswirt gewahrleistet sowie Gene, die Resistenzen gegen die Antibiotika
Kanamycin und Chloramphenicol vermitteln, stimmen mit den Elementen der pRhotHi-2- und

pRhokHi-2-Plasmiden lberein.

Ndel Hindlll
Xho

} nif-Promotor

aphll His-tag
I Histidin-Tag

pRhonHi-2 REP\

6601 bp

‘ broad-host-range Replicon

=) MOB-Stelle
- Kanamycin-Resistenzgen

‘ Chloramphenicol-Resistenzgen

Abb. 25: Plasmidkarte des pRhonHi-2-Expressionsvektors

Der Vektor beinhaltet unter anderem einen nif-Promotor, eine His-Tag kodierende Sequenz, das broad host
range Replicon (REP), die MOB-Sequenz sowie die Resistenzgene gegen die Antibiotika Chloramphenicol
(Cm) und Kanamycin (aphll). Die Richtung der Pfeile gibt die Orientierung der Gene bez. des Promotors an.
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Fiir vergleichende Expressionsstudien unter verschiedenen Lichtbedingungen wurden zunéachst
die Gene, die fir Bakteriorhodopsin und YFP kodieren, in den ausgewahlten Expressionsvektor
pRhonHi-2 kloniert. Bei dem in dieser Arbeit verwendeten Stamm handelt es sich um den

R. capsulatus-Wildtypstamm B10S.

3.3.2 Untersuchungen zur nif-Promotor-abhdngigen Expression von YFP und

Bakteriorhodopsin unter Einfluss verschiedener Lichtbedingungen

Zur Klarung der Fragestellung, inwieweit die verschiedenen Lichtbedingungen das Zellwachstum
und die heterologe Expression beeinflussen, mussten zunachst definierte Lichtqualitaten
festgelegt werden. Im Rahmen der Doktorarbeit von Achim Heck wurde als Referenzwert fir die
Kultivierung von R. capsulatus das Standardbeleuchtungssystem etabliert. Es besteht aus zwei L-
formigen Vorrichtungen, in denen jeweils drei handelsiibliche 60 W-Gliihbirnen angebracht sind,

die im Abstand von 50 cm voneinander platziert wurden (Abb. 26).

Abb. 26: Phototrophe Kultivierung von
R. capsulatus in  Flussigkultur unter der
definierten Standardbeleuchtung

Das Standardbeleuchtungssystem  fir die
phototrophe Kultivierung von R. capsulatus
besteht aus zwei L-formigen Vorrichtungen, in
denen jeweils drei handelsiibliche Glihbirnen
angebracht sind. Die Vorrichtungen stehen in
einem Abstand von 50 cm zueinander.

In Abbildung 27 ist das Emissionsspektrum der 60 W-Glihbirnen (gelbe Linie) dargestellt. Es zeigt,
dass Glihbirnen Uber den gesamten Bereich des sichtbaren Spektrums emittieren, wobei der
Anteil im kurzwelligen Bereich des sichtbaren Lichts (Blaulicht) sehr gering ist; mit steigender

Wellenldnge bis in den Infrarotbereich steigt die Lichtemission jedoch leicht an (Heck, 2008).

Da bekannt ist, dass die photosynthestischen Membranen von R. capsulatus die Photopigmente
Bakteriochlorophyll a und die Carotinoide Spheroiden und Spheroidenon enthalten (Abb. 27,
violette Linie), wurden neben dem Gliihbirnensystem alternative Beleuchtungssysteme, die die
Photopigmente von R. capsulatus anregen sollen, etabliert (Heck, 2008). R. capsulatus kann
demnach fiir die Erzeugung von Energiedquivalenten nur Licht nutzen, das zur Anregung der

Photopigmente der photosynthetischen Membranen fihrt. Die Kultivierung von R. capsulatus im
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Gliihbirnenlicht fihrt hauptsachlich aufgrund der geringen Lichtemission im kurzwelligen Bereich

zu der Anregung von Bakteriochlorophyll a im Bereich von 800 nm und 860 nm.
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—Blaulichtdioden g)
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Abb. 27: Lichtemissionsspektrum der verschiedenen Beleuchtungssysteme sowie das
Absorptionsspektrum photosynthetischer Membranen von R. capsulatus

Die gelbe Linie stellt die Lichtemission der Gliihbirnen in Abhangigkeit von der Wellenlange dar. Das
Emissionsspektrum wurde mit einem ADS-FieldSpec-Spectroradiometer im Abstand von 25 cm zu den
Glihlampen aufgezeichnet. Die blaue und die rote Linie stellen die Lichtemission der LED-
Beleuchtungsplatinen in Abhangigkeit von der Wellenlange dar. Zur Aufnahme der Spektren wurde ein ASD-
FieldSpec-Spectroradiometer im Abstand von 10 cm verwendet. Ebenfalls dargestellt ist das
Absorptionsspektrum der photosynthetischen Membranen von R. capsulatus (violette Linie). Hierfiir wurde
R. capsulatus phototrop kultiviert, die Zellen wurden aufgeschlossen und fraktioniert. AnschlieBend wurde
die Membranfraktion photometrisch analysiert. Aus der Abbildung geht hervor, dass das
Emissionsspektrum der Infrarotdioden das Absorptionsspektrum von Bakteriochlorophyll a (850 nm)
Uberlagert. Das Emissionsspektrum der Blaulichtdioden liegt genau im Bereich des Absorptionsspektrums
der Carotinoide (Spheroiden) bei einer Wellenldnge von 460 nm. Zu berlcksichtigen ist, dass die
Lichtintensitdt der Blaulichtdioden nur 66 % der Intensitdt der Infrarotlichtdioden erreicht. Die
Lichtintensitat der Gluhbirnen liegt deutlich unter der Intensitat der LED-Platinen (Heck 2008).

Als erste alternative Lichtquelle wurde daher ein Beleuchtungssystem gewahlt, das Licht im
Infrarotbereich von 856 nm emittiert (Abb. 27, rote Linie) und fir die Anregung von

Bakteriochlorophyll a geeignet ist. Als zweite Beleuchtungsquelle wurden Dioden gewahlt, die
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Licht im blauen Bereich des sichtbaren Spektrums mit einer Wellenldnge von 460 nm emittieren

(Abb. 27, blaue Linie) und daher fiir die Anregung der Carotinoide geeignet sind (Heck, 2008).

In Kooperation mit der Firma Insta Elektro GmbH (Lidenscheid) wurden im Rahmen der
Doktorarbeit von Achim Heck spezielle Leuchtdioden entwickelt, die die gezielte Anregung der

Photopigmente wahrend der Kultivierung von R. capsulatus ermoglichen (Abb. 28).

Abb. 28: Phototrophe  Kultivierung  von
R. capsulatus in  Flussigkultur  mittels LED-
Beleuchtungsplatinen

Das LED-Beleuchtungssystem kann zur alternativen
Beleuchtung von R. capsulatus verwendet werden. In
Kooperation mit der Firma Insta Elektro GmbH
wurden die LED-Platinen entwickelt, die die Anzucht
von R. capsulatus in den definierten Wellenlangen im
blauen (460 nm) und roten (856 nm) Bereich des
Lichtspektrums ermdglichen. Dazu wurden pro
Platine abwechselnd 120 infrarote sowie 120 blaue
Leuchtdioden im Abstand von 1,5 cm montiert. Die
Blau- und Rotlichtdioden sind in ihren Farben

kreisformig markiert. Fotografien von Achim Heck.

Um den Einfluss von Licht auf die nif-abhdngige Expression von l&slichen Proteinen und
Membranproteinen zu untersuchen, wurden YFP- und bR-Expressionskulturen sowie
Kontrollkulturen des R. capsulatus-Wildtypstamms B10S, wie unter 2.2.2.1 und 2.2.2.3
beschrieben, kultiviert. Stickstoffmangelbedingungen wurden durch die Nutzung von Serin
anstelle von Ammonium als Stickstoffquelle simuliert. Um zu (iberprifen, ob die heterologe
Genexpression unter den verschiedenen Lichtbedingungen das Wachstum der Zellen beeinflusst,
wurden die Zelldichten der Kulturen in regelmaRigen Intervallen bestimmt. Um die Synthese der
heterologen Proteine nachzuweisen, wurden in der exponentiellen Phase (ODggonm = 1) sowie in
der stationdren Phase (168 h) Proben (1,5 ml) fiir die Immunodetektion der mit dem Hisg-Tag
markierten Proteine mittels Western Blot entnommen. Das aufgetragenen Probenvolumen wurde

so gewahlt, dass die eingesetzte Menge der R. capsulatus-Zellen einer ODggp,m = 0,2 entsprach.

Das Ergebnis der Wachstumsstudien sowie des immunologischen Proteinnachweises ist in

Abbildung 29 dargestellt.
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Abb. 29: Synthese der heterologen Proteine YFP und Bakteriorhodopsin mittels des nif-Promotor-
basierten R. capsulatus-Expressionssystems unter verschiedenen Lichtbedingungen
Gezeigt sind die Wuchskurven der YFP- und bR-Expressionskulturen des R. capsulatus-Wildtypstamms B10S

unter phototrophen Bedingungen. Die Kulturen wurden jeweils unter Glihbirnenlicht (A), Infrarotlicht (B)
und Blaulicht (C) mit den Stickstoffquellen Serin oder Ammonium inkubiert. Als Negativkontrolle wurde das
Zellwachstum von R. capsulatus-B10S-pRhonHi2-Leervektor verfolgt. Die Werte geben den Mittelwert einer
Dreifachbestimmung an. Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung. Die Immunodetektion der
Proteine erfolgte mit Proben, die wahrend der exponentiellen (ODggonm = 1) und stationdren (nach 168 h)
Phase des Zellwachstums entnommen wurden, hier als ,,exp.” und ,stat.” gekennzeichnet. Die aufgetragene
Zellmenge entsprach einer ODggynm=0,2. Die Detektion erfolgte durch eine immunologische
Nachweisreaktion mittels des HRP-Antikorpers, der spezifisch den Hisg-Tag der Proteine markierte.

Die Wuchskurven der R. capsulatus-Kulturen, die unter Gliihbirnenlicht kultiviert wurden, sind in
Abbildung 29 A dargestellt. Die YFP- und bR-Expressionskulturen sowie die Kontrollkulturen des
R. capsulatus-Wildtypstamms B10S zeigen eine typische Wachstumskurve mit einer Latenzphase,
einer exponentiellen und einer stationaren Wuchsphase. Unter diesen definierten Bedingungen

erreichen sie am Ende des Zellwachstums eine maximale Zelldichte von ODggonm = 2,2 — 3,5. Die
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YFP- und bR-Expressionskulturen, die Serin als Stickstoffquelle verwerten (dunkelrote Linie),
zeigen eine verringerte Zelldichte im Vergleich zu dem Serin nutzenden Kontrollstamm (hellrote
Linie). Im Gegensatz dazu zeigen die Ammonium verwertenden Expressionskulturen (dunkelgriine
Linie) kein negativ beeinflusstes Zellwachstum im Vergleich zu dem unter gleichen Bedingungen
kultivierten Kontrollstamm (hellgriine Linie). YFP-Expressionskulturen erreichen, verglichen mit
der Kontrollkultur, zudem eine erhohte Zelldichte. Diese Ergebnisse lassen sich durch die
unterschiedliche Wirkungsweise von Ammonium und Serin als Stickstoffquelle erklaren. Die
heterologe Expression unter Kontrolle des nif-Promotors wird durch die Zugabe von Ammonium
reprimiert, wahrend heterologes Protein in Serin nutzenden Expressionskulturen akkumulieren
kann. Das unterschiedliche Wuchsverhalten ist demnach auf toxische Effekte, die durch die
Synthese von heterologen Proteinen ausgeldst werden, zuriickzufihren.

Die Ergebnisse der zugehorigen Western Blot-Analyse bestatigen diese Annahme und zeigen in
Abhdngigkeit der gewahlten Stickstoffquelle groRe Unterschiede hinsichtlich der
Proteinakkumulation. Es zeigte sich, dass in der stationdren Phase der Ammonium nutzenden YFP-
Expressionskulturen eine Proteinakkumulation nachgewiesen werden konnte, wahrend in den
unter gleichen Bedingungen kultivierten bR-Expressionskulturen keine Akkumulation von
Bakteriorhodopsin beobachtet werden konnte. Dieses Ergebnis entspricht nicht den Erwartungen
und ist durch einen vorzeitigen Abbau des Ammoniums aufgrund der langen Inkubationszeit der
YFP-Expressionskulturen zu erklaren. In Serin verwertenden Expressionskulturen konnte eine
signifikante Proteinakkumulation von YFP in der logarithmischen und stationdren Wuchsphase
nachgewiesen werden, wahrend Bakteriorhodopsin nur in der stationdaren Wuchsphase
akkumulierte.

In Abbildung 29 B sind die Wuchskurven der YFP- und bR-Expressionskulturen sowie der
Kontrollkulturen dargestellt, die unter Infrarotlichtbeleuchtung kultiviert wurden. Die Kulturen
erreichen unter diesen definierten Bedingungen dhnliche finale Zelldichten von ODggonm = 2,2 - 3,8
wie die unter Glihbirnenlicht kultivierten Kulturen. Weiterhin konnten auch keine signifikanten
Abweichungen der Wachstumskurven zwischen den Serin und Ammonium nutzenden Kulturen
aufgezeigt werden.

In Hinblick auf die Western Blot-Analyse ist jedoch ein entscheidender Unterschied zu
beobachten. Wahrend in unter GlUhbirnenlicht kultivierten bR-Expressionskulturen eine
Proteinakkumulation ausschlieRlich in der stationdren Wuchsphase nachgewiesen werden
konnte, ist unter Infrarotlichtbedingungen eine Proteinakkumulation sowohl in der exponentiellen
als auch in der stationaren Phase zu beobachten. Zudem ist die Proteinakkumulation von YFP und
Bakteriorhodopsin  unter diesen definierten Bedingungen im Vergleich zu den

Gluhbirnenlichtbedingungen erhoéht.
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Die Wuchskurven der YFP- und bR-Expressionskulturen, die unter Blaulichtbedingungen kultiviert
wurden, sind in Abbildung 29Abb. 29 C dargestellt. Unter diesen Bedingungen zeigen die Kulturen
ein abweichendes Ergebnis der Wachstumskurve. Die Kulturen zeigen eine auffallig lange
Latenzphase und koénnen auch nach 60 Stunden nur ein vermindertes exponentielles
Zellwachstum aufweisen. Dabei erreichen sie nur eine finale Zelldichte von ODggnm=1,1-1,8.
Interessanterweise konnten keine Abweichungen der finalen Zelldichte der Serin- und Ammonium
nutzenden Kulturen beobachtet werden.

In der zugehorigen Western Blot-Analyse der YFP- und bR-Expressionskulturen konnte keine
Proteinakkumulation, unabhangig von der gewahlten Stickstoffquelle, nachgewiesen werden.

Dieses Ergebnis verifiziert die Annahme, dass R. capsulatus-Zellen einen Blaulichteffekt aufweisen.

Es konnte gezeigt werden, dass die Synthese des heterologen, I6slichen Proteins YFP und des
Membranproteins Bakteriorhodopsin in dem neuen nif-Promotor-basierten R. capsulatus-
Expressionssystem moglich ist. Dabei konnte nachgewiesen werden, dass die Proteine
ausschlieBlich unter Glihbirnen-und Infrarotlicht synthetisiert werden kdénnen. Des Weiteren
konnte gezeigt werden, dass die Bestrahlung der R. capsulatus-Zellen mit Infrarotlicht zu einer
erhohten heterologen Proteinakkumulation fihrt. Im Gegensatz dazu ist die heterologe

Expression durch die Kultivierung der Zellen mit Blaulicht reprimiert.

3.3.3 Untersuchungen zur T7-abhangigen Expression von Bakteriorhodopsin unter

Einfluss verschiedener Lichtbedingungen

Ausgehend von den bisher erbrachten Ergebnissen ergibt sich die Fragestellung, wodurch die
ausbleibende Proteinakkumulation unter Blaulichtbedingungen hervorgerufen wird. Hierfir

ergeben sich zwei mogliche Erklarungen:

1) Die Reprimierung der heterologen Expression korreliert mit einer unter Blaulichtbedingungen
grundsatzlichen Beeintrachtigung der Zellen, die sich in diesem Fall in einem verminderten
Zellwachstum duBert.

2) Die ausbleibende Proteinakkumulation unter Blaulichtbedingungen ist auf einen direkten
Blaulichteffekt zuriickzufihren. Der wirtseigene nif-Promotor von R. capsulatus wird durch die
Bestrahlung mit Blaulicht reprimiert und fiihrt dadurch zu einer Inhibierung der heterologen

Expression.
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Um zu (berprifen, ob die fehlende Synthese der heterologen Proteine unter
Blaulichtbedingungen aufgrund einer blaulichtbedingten Beeintrachtigung des Zellwachstums
oder durch eine direkte Blaulichtregulation des nif-Promotors hervorgerufen wird, wurden
Bakteriorhodopsin-Expressionsstudien mit dem T7-abhangigen R. capsulatus-Expressionssystem
unter denselben Bedingungen durchgefiihrt. Der T7-Promotor wird in R. capsulatus durch die
Zugabe von Fruktose induziert und ist dabei unabhangig von Serin, Ammonium oder Licht. Sollte
die Reprimerung der heterologen Expression im nif-abhdngigen Expressionssystem auf eine
direkte Blaulichtregulation des nif-Promotors zurlickzufiihren sein, wird im T7-abhdngigen

Expressionssystem eine Proteinakkumulation unter Blaulichtbedingungen erwartet.

Hierflr wurden bR-Expressionskulturen sowie Kontrollkulturen des R. capsulatus-Wildtypstamms
B10ST7, wie unter 2.2.2.1 und 2.2.2.3 beschrieben, kultiviert. Stickstoffmangelbedingungen
wurden durch die Nutzung von Serin anstelle von Ammonium als Stickstoffquelle simuliert. Um zu
Uberprifen, ob die heterologe Genexpression unter den verschiedenen Lichtbedingungen das
Wachstum der Zellen beeinflusst, wurden die Zelldichten der Kulturen in regelméaRigen Intervallen
bestimmt. Um die Synthese der heterologen Proteine nachzuweisen, wurden in der
exponentiellen Phase (ODggonm = 1) sowie in der stationaren Phase (96 h) Proben (1,5 ml) flr die
Immunodetektion der mit dem Hisg-Tag markierten Proteine mittels Western Blot entnommen.
Das aufgetragenen Probenvolumen wurde so gewahlt, dass die eingesetzte Menge der

R. capsulatus-Zellen einer ODggonm = 0,2 entsprach.

Das Ergebnis der Wachstumsstudien sowie des immunologischen Proteinnachweises ist in
Abbildung 30 dargestellt.

Die bR-Expressionskulturen sowie die Kontrollkulturen des R. capsulatus-Stamms B10ST7 zeigen
unter Standardbeleuchtung mit Glihbirnenlicht im Vergleich zu den pRhonHi2-bR-
Expressionskulturen eine verdanderte Wachstumskurve (Abb. 30 A). Die Nutzung von Serin oder
Ammonium als Stickstoffquelle fihrt zu einem unterschiedlichen Wuchsverhalten der Zellen, was
sich in einer verringerten maximalen Zelldichte der Serin nutzenden Kulturen bemerkbar macht.
Ebenso konnte ein abweichendes Ergebnis der Wuchskurven zwischen den bR-
Expressionskulturen und den Kontrollkulturen beobachtet werden. bR-Expressionskulturen
weisen unabhangig von der gewahlten Stickstoffquelle im Vergleich zu den Kontrollkulturen ein
vermindertes Zellwachstum auf. Diese Beobachtung ist wahrscheinlich darauf zurlickzufiihren,
dass der T7-Promotor nicht Ammonium-reguliert ist und die Genexpression unabhangig von der
Serin- oder Ammonium-Zugabe durch Fruktose induziert wird. Die Induktion der heterologen
Expression fiihrt wiederum zu einer Stressantwort der Zelle, die oft mit einem reduzierten

Zellwachstum korreliert.

111 |Seite



Ergebnisse

A 50 bR- Gllihbirnenlicht B 50 bR - Infrarotlicht C 50 bR - Blaulicht
) ) ]
a8 4,0 & & 4.0
< <) S
) 2 8 30
= £ =
] ° L2
] o o 5
© © o
< < =
o [5} 5}
@ Rz 2 10 —
2 2 2 o L
(o] o] @] £
0,0
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
Zeit [h] Zeit [h] Zeit [h]
Gliihbirnenlicht Infrarotlicht Blaulicht
pRhotHi2 bR Kontrolle pRhotHi2 bR Kontrolle pRhotHi2 bR Kontrolle
Ammonium -— Ammanium . - Ammonium | s . "!
Serin ‘ ‘ Serin Serin “
exp. stat. exp. stat. exp. stat. exp. stat. exp. stat. exp. stat.

Kontrolle-Ammonium —bR-Ammonium Kontrolle-Serin —bR-Serin

Abb. 30: Synthese von Bakteriorhodopsin mittels des T7-Promotor-basierten R. capsulatus-
Expressionssystems unter verschiedenen Lichtbedingungen

Gezeigt ist das Wuchsverhalten der bR-Expressionskultur des R. capsulatus-Wildtypstamms B10S unter
phototrophen Bedingungen. Die Kultur wurde jeweils unter Glihbirnenlicht (A), Infrarotlicht (B) und
Blaulicht (C) mit den Stickstoffquellen Serin oder Ammonium inkubiert. Als Negativkontrolle wurde das
Zellwachstum von R. capsulatus-B10S-pRhotHi2-Leervektor verfolgt. Die Werte geben den Mittelwert einer
Dreifachbestimmung an. Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung. Die Immunodetektion der
Proteine erfolgte mit Proben, die aus der exponentiellen (ODggonm = 1) und stationdren (nach 96 h) Phase
des Zellwachstums entnommen wurden, hier als ,exp.” und ,stat.” gekennzeichnet. Die aufgetragene
Zellmenge entsprach einer ODggnm =0,2. Die Detektion erfolgte durch eine immunologische
Nachweisreaktion mittels des HRP-Antikorpers, der spezifisch den Hisg-Tag der Proteine markierte.

Die Ergebnisse der Western Blot-Analyse zeigen eine Proteinakkumulation in der exponentiellen
und stationdaren Wuchsphase unabhangig von der Serin- oder Ammonium-Zugabe und bestatigen
damit, dass der T7-Promotor nicht durch die Zugabe von Serin oder Ammonium beeinflusst wird.
Bei dem Vergleich der Bakteriorhodopsin-Level, die in Zellen wahrend der exponentiellen und
stationaren Phase erreicht wurden, konnte eine weitere interessante Beobachtung gemacht
werden: Bakteriorhodopsin akkumuliert wahrend der exponentiellen Phase deutlich héher als in
der stationaren Phase der Expressionskulturen.

In Abbildung B sind die Wuchskurven der bR-Expressionskultur sowie der Kontrollkultur des
R. capsulatus-Stamms B10ST7, die unter Infrarotlichtbeleuchtung angezogen wurden, dargestellt.
Die Kulturen erreichen unter diesen definierten Bedingungen &hnliche finale Zelldichten wie die
unter Glihbirnenlicht kultivierten Kulturen. Ebenso konnte kein abweichendes Ergebnis der
Wuchskurven bezlglich der unterschiedlichen Stickstoffquellen-Nutzung beobachtet werden.

Die  Western Blot-Analyse  der  Expressionskulturen  zeigt ebenfalls eine &hnliche

Proteinakkumulation wie die unter Glihbirnenlicht angezogenen Expressionskulturen. Jedoch
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konnte dabei eine erhohte Proteinakkumulation in allen Fallen beobachtet werden. In Ammonium
nutzenden Kulturen konnte ein unterschiedliches Proteinlevel in den Zellen der exponentiellen
und stationdren Phase beobachtet werden, wahrend die Proteinakkumulation in der
exponentiellen und stationdaren Phase der Serin nutzenden Expressionskulturen annahernd gleich
ist. Hierbei zeigte sich, dass Bakteriorhodopsin in Ammonium nutzenden Expressionskulturen
deutlicher héher in der exponentiellen als in der stationaren Phase akkumuliert.

Die Wuchskurven der R. capsulatus-B10ST7-Kulturen, die unter Blaulichtbeleuchtung kultiviert
wurden, sind in Abbildung 30 C dargestellt. Unter diesen definierten Bedingungen zeigt der
Stamm ein abweichendes Ergebnis bezliglich der finalen Zelldichte. Die bR-Expressionskulturen
sowie die Kontrollkulturen verbleiben langer in der Latenzphase und zeigen auch nach 40 Stunden
nur ein sehr vermindertes exponentielles Zellwachstum bzw. erreichen die stationare Phase.
Dabei erreichen Kulturen mit Ammonium-Zugabe im Vergleich zu den Serin nutzenden Kulturen
eine etwas hohere finale Zelldichte.

Die Ergebnisse zeigen auf, dass in den bR-Expressionskulturen, die unter Blaulichtbedingungen
kultiviert wurden, eine deutliche Proteinakkumulation zu beobachten ist. Dabei scheint das Level
von Bakteriorhodopsin in der exponentiellen und stationdren Phase der Expressionskulturen, die

Ammonium oder Serin als Stickstoffquelle nutzen, anndhernd gleich zu sein.

Es konnte gezeigt werden, dass Bakteriorhodopsin im T7-abhangigen Expressionssystem unter
Blaulichtbedingungen synthetisiert werden kann. Damit konnte nachgewiesen werden, dass die
heterologe Expression unter der Kontrolle des nif-Promotors Blaulicht-reguliert ist und nicht auf
ein blaulichtbeeintrachtigtes Zellwachstums zurlickzufiihren ist. Es konnte ebenfalls gezeigt
werden, dass die Synthese von heterologen Proteinen unter Infrarotlichtbedingungen unabhangig
von dem genutzten Promotor gesteigert wird.

Dies ist moglicherweise durch die unterschiedliche Lichtintensitat der Beleuchtungssysteme zu

erklaren, die unter Infrarotlichtdioden um ein Vielfaches hoher ist.
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Zusammenfassung

Die  Ergebnisse  der Charakterisierung des  nif-Promotor-basierten  R. capsulatus-
Expressionssystems konnten aufzeigen, dass YFP und Bakteriorhodopsin unter Gliihbirnenlicht-
und Infrarotlichtbedingungen synthetisiert werden konnten. Die heterologe Expression ist unter
Blaulichtbedingungen reprimiert. Hierbei konnte nachgewiesen werden, dass dieser Effekt auf
eine direkte Blaulichtregulation des nif-Promotors zurtickzufiihren ist. Damit konnte erstmalig ein
lichtreguliertes Expressionssystem in R. capsulatus beschrieben werden. Des Weiteren konnte
gezeigt werden, dass die Beleuchtung der Zellen mit Infrarotlicht einen positiven Einfluss auf die
Proteinakkumulation hat. Diese Beobachtung konnte unabhangig von dem gewahlten Promotor
festgestellt werden, so dass eine Beleuchtung der Expressionskulturen mit Infrarotlicht die

heterologe Expression schlecht zu synthetisierender Proteine moglicherweise verbessern kann.
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4. Diskussion

Die Identifizierung von bisher unbekannten Proteinen und die damit einhergehende Erforschung
ihrer Funktionen stehen aufgrund ihrer verschiedenen Anwendungsmoglichkeiten im
unmittelbaren Fokus der Biotechnologie und Medizin. Um den Zugang zu neuen Proteinen zu
optimieren, wurde das Expressionssystem R. capsulatus entwickelt und in dieser Arbeit evaluiert.
Im Folgenden werden die verschiedenen Schritte der Evaluierung des R. capsulatus-
Expressionssystems beschrieben und mit Blick auf die grundsatzliche Anwendbarkeit beurteilt.
Dabei standen besonders die Fragen nach der Anwendbarkeit des Systems fir ein
funktionsbasiertes Screening von Genen aus dem Metagenom sowie die Synthese heterologer
Membranproteine im Vordergrund. Des Weiteren sollte auRerdem die lichtabhangige Regulation

eines nif-Promotor-basierten Expressionssystems in R. capsulatus untersucht werden.

4.1 R. capsulatus als moglicher Wirt fiir das komparative Screening nach

Hydrolasegenen aus verschiedenen Metagenombanken

Bislang sind weniger als 1% aller bekannten Mikroorganismen unter Laborbedingungen
kultivierbar, was zur Folge hat, dass das gesamte Repertoire ihrer Genprodukte bislang auch nicht
biotechnologisch genutzt werden kann (Streit et al., 2004). Die Metagenomik Uberwindet diese
Limitierung und ermdglicht durch kulturunabhingige Verfahren die Identifizierung neuer Gene
von nicht kultivierbaren Mikroorganismen. Damit kann das Spektrum potentieller Kandidaten-
Gene flr Proteine, die fiir biotechnologische Anwendungen genutzt werden kénnen, erheblich
erweitert werden (Schmeisser et al., 2007). Allgemein beschreibt das Metagenom die Gesamtheit

aller genomischen Informationen der Organismen eines Habitats.

Fiir die Biotechnologie sind vor allem Enzyme von Bedeutung, die in industriellen Prozessen wie
bei der Produktion von Wasch- und Reinigungsmitteln, Lebensmitteln, Textilien, Papier, Leder
sowie Bulk- und Feinchemikalien Anwendung finden (Lorenz & Eck, 2005). Hierbei weisen Enzyme
als Biokatalysatoren einige Vorteile, wie eine hohe Regio- und Enantioselektivitdt (Jaeger et al.,
1999; Romas J. Kazlauskas, 1998), Stabilitdt in organischen Lésungsmitteln (Bornscheuer et al.,
2002; White & White, 1997) oder ein breites Substratspektrum (Henne et al., 2000), auf. Aufgrund
von umweltfreundlicheren Reaktionsbedingungen, einer CO,-neutralen Produktion sowie einem
niedrigeren Energieverbrauch und der weniger aufwendigen Abfallentsorgung lassen sich in der
industriellen Synthese enorme Kosten einsparen (Hudlicky & Reed, 2009). Fiir viele chemische

Reaktionen konnten die entsprechenden Biokatalysatoren jedoch noch nicht identifiziert und
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beschrieben werden (Lorenz & Eck, 2005). An dieser Stelle finden kulturunabhangige Metagenom-
Screenings Anwendung, um neue Biokatalysatoren zu erschliefen. In kulturunabhangigen
Verfahren wird die metagenomische DNA isoliert, kloniert und mittels funktionsbasierter
Screenings durchmustert. Dabei hangt die Identifizierung eines neuen Gens mittels
aktivitatsbasierten Screenings von mehreren Faktoren ab. Limitierungen hierbei sind unter
anderem die Lange des Zielgens, das Expressionslevel des Zielgens in dem gewadhltem

Expressionswirt sowie die posttranslationalen Modifikationen (Gabor et al., 2007).

Escherichia coli gilt in der funktionsbasierten Metagenomanalyse unter anderem aufgrund seiner
hohen Transformationsrate als Standard-Expressionswirt (Gabor et al., 2007). Die funktionelle
Expression der Metagenom-Gene wird allerdings haufig durch verschiedene Faktoren limitiert.
Hierbei handelt es sich beispielsweise um bakterielle Protomotoren, die aufgrund der Insert-
GroRe nur die Gene, die in den ,Randbereichen” der Fragmente lokalisiert sind, exprimieren. Im
Besonderen kodieren bakterielle Genome hierbei fir eine Vielzahl von Transkriptions-
Terminations-Sequenzen, durch die es zum vorzeitigen Abbruch der Transkription kommen kann
(Troeschel et al., 2010, 2012). Neben der Transkriptions-Problematik ist die Detektion von aktiven
Klonen in E. coli durch weitere Limitierungen wahrend der Proteinsynthese und Faltung
beeinflusst. Zu nennen sind hierbei unter anderem das Fehlen von Kofaktoren sowie die
Unfahigkeit, posttranslationale Modifikationen, wie die Glykosylierung, an den rekombinanten

Proteinen vorzunehmen (Freigassner et al., 2009; Weickert & Doherty, 1996).

Eine vielversprechende Alternative, um diesen Limitierungen entgegenzuwirken und neue Gene
zu identifizieren, ist der Einsatz von alternativen Expressionswirten (Leis et al., 2013). Die
Etablierung neuer geeigneter Expressionswirte ist hierbei von groRer Bedeutung. Die
verschiedenen Expressionswirte unterscheiden sich in ihren physiologischen und regulatorischen
Eigenschaften, wodurch nicht alle Proteine gleich stark in den verschiedenen Organismen
synthetisiert werden kdénnen. Beispielsweise wird die Fahigkeit Promotoren zu erkennen von den
Sigmafaktoren bestimmt. Die Anzahl dieser Sigmafaktoren variiert signifikant in den
unterschiedlichen Organismen. Wahrend in E. coli nur sieben verschiedene Sigmafaktoren
beschrieben werden konnten, waren es beispielsweise in P. putida sogar 20 (Ono et al., 2007).
Neben der Promotorerkennung und der erfolgreichen Transkription (Jana & Deb, 2005) sind
jedoch auch die Translation, korrekte Proteinfaltung (Baneyx, 2004) und posttranslationale

Modifikationen (Peti & Page, 2007) von Bedeutung.

In friheren Studien konnte bereits gezeigt werden, dass funktionsbasierte Analysen von

Metagenombanken in verschiedenen alternativen Expressionswirten zur ldentifizierung bisher
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nicht beschriebener Gene fiuhrten (Gabor et al., 2007). Dieser Effekt wurde in der Literatur als

,different host - different hit“ beschrieben (Gabor et al., 2007).

Zu den bereits etablierten alternativen Expressionswirten zdhlen die Pseudomonaden,
Streptomyzeten als auch Rhizobien (Courtois & Cappellano, 2003; Ferrer et al., 2009; Li et al.,
2005; Ono et al., 2007).

Pseudomonaden

So konnte beispielsweise in vergleichenden funktionsbasierten Metagenom-Analysen in E. coli
und dem auch in dieser Arbeit untersuchten Expressionswirt P. putida gezeigt werden, dass die
Gene einer Naphthalen-Dioxygenase (NDO) ausschlieBlich in P. putida identifiziert werden
konnten (Gabor et al., 2007; Ono et al., 2007). Die untersuchte Genbank wurde aus
metagenomischer DNA aus Ol-kontaminierten Béden in Japan konstruiert. Fir die
Durchmusterung der Genbank wurden jedoch nicht die in dieser Arbeit vorgestellten
Aktivitatstests angewandt, sondern die Identifizierung der NDO erfolgte (ber
Komplementationsversuche. Der defiziente E. coli-Stamm konnte nicht auf Naphthalen als
einziger Kohlenstoffquelle wachsen, so dass dieses Bakterium nicht der Lage ist, Naphthalen
aufzunehmen und als Kohlenstoffquelle zu verwerten. Der defiziente P. putida-Stamm hingegen
zeigte einen Abbau von Naphthalen, so dass nachgewiesen werden konnte, dass P. putida

Naphthalen als einzige Kohlenstoffquelle verwerten kann (Ono et al., 2007).

Streptomyceten

Ein weiterer alternativer Expressionswirt, der bereits fiir komparative funktionsbasierte
Metagenom-Screenings verwendet wurde, ist Streptomyces lividans, der zu der Klasse der
Streptomyceten gehort. Streptomyceten sind aerobe, Gram-positive Bodenbakterium und werden
wiederum der Ordnung der Actinomycales zugeordnet. Diese Organismen produzieren eine
Vielzahl an Sekundarstoffen, die vor allem in industriellen und pharmazeutischen Anwendungen -
insbesondere bei der Herstellung von Antibiotika - genutzt werden. Zwei Drittel aller bekannten
mikrobiell synthetisierten Antibiotika werden in Actinomyceten produziert (Kieser et al., 2000).
Des Weiteren verfligen die Streptomyceten (ber ein 8 MB grofRes lineares Genom, das damit fast
doppelt so groR ist wie das Genom anderer etablierter Bakterien (Schrempf, 1991). Als
besonderer Vertreter der Streptomyceten gilt Streptomyces lividans. Dieser Organismus konnte
bereits als vielversprechendes bakterielles Expressionssystem beschrieben werden und zeichnet
sich durch eine effiziente heterologe Expression aus (Anné et al., 2012). Die Wachstumsrate von

S. lividans (2 h) ist verglichen mit dem Standard-Expressionswirt E. coli jedoch erheblich niedriger.
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Weitere besondere Eigenschaften dieses Bakteriums sind die einfache genetische
Manipulierbarkeit (Martinez et al., 2004) sowie die hohe Sekretionskapazitdt (Anné et al., 2012).
Eine Vielzahl an synthetisierten Proteinen wie zum Beispiel hydrolytische Enzyme werden in
S. lividans direkt in das Kulturmedium sekretiert. Dies fiihrt in vielen Fallen zu einer nativen
Faltung des Proteins und haufig zu einer leichteren und effizienteren Reinigung (Sevillano et al.,
2013). So konnte noch keine Bildung von inclusion bodies in der Literatur beschriebenen werden
(Sevillano et al., 2013). Diese physiologischen Eigenschaften verschaffen S. lividans einen Vorteil
gegenliber dem bereits gut etablierten Expressionswirt E. coli. Des Weiteren besitzt S. lividans
einen hohen genomischen GC-Anteil (Kieser et al., 2000), so dass sich diese Bakterien vorrangig
fiir die Expression von Genen GC-reicher Organismen eignen.

In komparativen funktionsbasierten Metagenom-Screenings in den Expressionswirten E. coli und
S. lividans konnte gezeigt werden, dass, abhdngig von dem gewdhlten Expressionswirt,
unterschiedliche Gene funktionell exprimiert werden (Courtois & Cappellano, 2003). Hierfir
wurde zunachst ein shuttle cosmid vector konstruiert, der sowohl fiir E. coli als auch fir S. lividans
verwendet werden konnte. Die metagenomische DNA entstammte aus im Boden lebenden
Mikroben und sollte auf Polyketid-Synthase-Gene untersucht werden, da die entsprechenden
Polyketid-Synthasen moglicherweise fir die Produktion neuer Polyketide, sogenannter
Naturstoffe, verwendet werden kdnnen. Erste sequenzbasierte Analysen erbrachten, dass der GC-
Gehalt der metagenomischen DNA zwischen 53 % - 70 % lag, so dass E. coli mit einem GC-Gehalt
von 51 % deutlich unter diesem lag. S. lividans erschien mit einem deutlich héheren GC-Gehalt
und dem hohen Potential Sekundarstoffe zu produzieren als geeigneter Kandidat, um in
komparativen Metagenomanalysen eingesetzt zu werden. In der funktionsbasierten Analyse
wurden Bakterienklone von E. coli und S. lividans auf nachweisbare biologische Aktivitaten
durchmustert. Es stellte sich jedoch heraus, dass nur die eingebrachten Cosmide zu einer Aktivitat
der E. coli-Kolonien fiihrten (Courtois & Cappellano, 2003). In anderen funktionsbasierten
Metagenom-Screenings, die ebenfalls auf die ldentifizierung neuer Polykedit-Synthasen zur
Synthese neuer Naturstoffe zielten, wurde metagenomische DNA aus im Boden lebenden
Mikroben isoliert und in S. lividans eingebracht. Die Metagenom-Screenings in S. lividans fiihrten

diesmal zu der Identifizierung von 5 neuen Naturstoffen (Wang et al., 2000).

Rhizobien

Neben den Pseudomonaden und den Streptomyceten wurden ebenfalls Rhizobien in komparative
Metagenom-Screenings eingesetzt. Bei den Rhizobien handelt es sich um aerobe, Gram-negative
Bodenbakterien, die der Ordnung der Rhizobiales zugeordnet werden. Eine Besonderheit dieser

Organismen ist die Fahigkeit, mit Pflanzen eine Symbiose einzugehen (Young et al., 2006). Diese
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landwirtschaftlich bedeutsamen Bakterien sind in der Lage, in Verbindung mit Pflanzen Stickstoff
fixierende Knollchen zu bilden. Diese Fahigkeit ist ihnen jedoch nur in der Symbiose mit Pflanzen
moglich (Ding et al.,, 2013). Die Generationszeit der Rhizobien ist im Vergleich mit dem
Standardexpressionswirt E. coli erheblich langer. So betragt die Generationszeit dieser Bakterien
auf wurzelfreiem Boden 12 Tage und verkiirzt sich in der Rhizospahre auf 9 Stunden (Schenker et
al., 1997). Rhizobium leguminosarum gilt als besonderer Vertreter der Rhizobien. Das Bakterium
verflgt Uber ein 7,8 MB groRes zirkuldres Genom, wobei ein relativ hoher GC-Gehalt von 61 %
beschrieben werden konnte. Dieser Expressionswirt eignet sich aufgrund seines hohen GC-
Gehalts besonders fir die heterologe Expression GC-reicher Gene und stellt eine gute Alternative
zu der Expression in E. coli dar, der einen signifikant niedrigeren GC-Gehalt besitzt.

So wurden bereits auch E. coli und R. leguminosarum in komparativen Metagenomanalysen
eingesetzt (Li et al.,, 2005; Wexler et al., 2005). Die metagenomische DNA entstammte aus
Garprozessen einer Kldranlage. Fir die Durchmusterung der Genbank in E. coli und
R. leguminosarum wurde ein wide host range Cosmid konstruiert. Die Untersuchung zeigte, dass
R. leguminosarum durch das eingebrachte Cosmid in der Lage war, auf Ethanol als einziger
Kohlenstoffquelle zu wachsen. Dieser Effekt konnte auf ein Gen, das fiir eine untypische
Aldehyd/Alkohol-Dehydrogenase kodiert, zurlickgefiihrt werden. Dieser Effekt konnte hingegen
nicht bei E. coli-Zellen beobachtet werden, so dass davon auszugehen ist, dass E. coli nicht in der
Lage ist, das Gen der Aldehyd/Alkohol-Dehydrogenase funktionell zu synthetisieren (Wexler et al.,
2005).

Die bereits durchgefiihrten komparativen Metagenom-Screenings in verschiedenen alternativen
Expressionswirten liefern insofern ein beeindruckendes Ergebnis, als sie das hohe Potential der
Nutzbarkeit verschiedener Wirte fiir funktionsbasierte Metagenomstudien augenfallig

demonstrieren.

Im Verbund ExpresSys wurden daher weitere Expressionswirte fiir das funktionsbasierte
Screening von Genen aus dem Metagenom untersucht, die sich jedoch in ihren physiologischen
Eigenschaften deutlicher als die bereits von Gabor et al. (2007) beschriebenen Expressionswirte
unterscheiden. Vier Arbeitsgruppen analysierten neben dem Standardorganismus E. coli die funf
alternativen Wirte Thermus thermophilus (Prof. Dr. Liebl, TU Miinchen), Pseudomonas antarctia
(Prof. Dr. Streit, Universitat Hamburg), Sulfolobus acidocaldarius (Prof. Dr. Albers, Max-Planck-
Institut Marburg; Prof. Dr. Siebers, Universitdt Duisburg-Essen), Pseudomonas putida und
Rhodobacter capsulatus (Prof. Dr. Jaeger, Universitdt Dusseldorf), inwieweit sie sich fir

funktionelle Expressionen verschiedener Hydrolasegene eignen.

119 |Seite



Diskussion

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden die alternativen Expressionswirte P. putida und
R. capsulatus im Vergleich zu dem Standardwirt E. coli hinsichtlich ihres Nutzens fiir das
funktionsbasierte Screening von Genen aus dem Metagenom untersucht. Hierbei lag der
Schwerpunkt besonders auf der Analyse der Expressionseffizienz und Aktivitat. P. putida konnte,
wie bereits erwadhnt, als alternativer Expressionswirt flur das funktionsbasierte Metagenom-
Screening etabliert werden und wurde unter anderem aufgrund dieser Tatsache in die
komparativen Studien miteinbezogen. Besondere Eigenschaften von P. putida sind sein relativ
groBes Genom (iiber 6 MB), die metabolische Vielfalt sowie die Produktion von
Sekundarmetaboliten (Martinez et al., 2004). R. capsulatus konnte in friiheren Studien als
alternativer Expressionswirt flir heterologe, |6sliche Proteine beschrieben werden (Katzke et al.,
2010). Die Wachstumsrate von R.capsulatus (3 h) ist vergleichen mit dem
Standardexpressionswirt E. coli (0,5 h) niedriger, jedoch deutlich schneller im Vergleich zu den
Wachstumsraten des alternativen Expressionswirts R. leguminosarum. Weitere Besonderheiten
von R. capsulatus sind seine einfache genetische Manipulierbarkeit sowie die bereits gut
etablierten Expressionssysteme (Katzke et al., 2010; Laible et al., 2009). Zudem verfiigt
R. capsulatus Uber weitere besondere Eigenschaften, die ihn als alternativen Expressionswirt flr
die funktionelle Expression von Metagenom-Genen interessant machen. Zu nennen ist die
einzigartige Membranphysiologie von R. capsulatus. Unter phototrophen Bedingungen bildet sich,
wie bereits in 1.3.1 detailliert beschrieben, ein intracytoplasmatisches Membransystem, was zu
einer deutlichen VergroBerung der Membranfliche fihrt. Dieses zusatzlich gebildete
Membransystem kann moglicherweise fir die Einlagerung heterologer Membranproteine benutzt
werden. So konnte bisher dhnlich wie in S. lividans keine inclusion body-Bildung beobachtet
werden. Die Bereitstellung von verschiedensten Kofaktoren und die spezielle
Lipidzusammensetzung (siehe 1.3.2 und 1.3.3) bevorteilt R. capsulatus gegeniiber dem
Standardwirt E. coli und den oben erwahnten anderen alternativen Expressionswirten S. lividans
und R. leguminosarum. Aufgrund seines hohen genomischen GC-Gehalts ist R. capsulatus wie
auch S. lividans und R. leguminosarum vorrangig fiir die Expression von Genen GC-reicher

Organismen geeignet.

4.1.1 Synthese lipolytischer Enzyme in den Expressionswirten E. coli, P. putida und

R. capsulatus

Um zu Uberprifen, ob die alternativen Expressionswirte R. capsulatus und P. putida im Vergleich
zu E. coli fir das funktionsbasierte Screening von Genen aus dem Metagenom geeignet sind,

wurde im Rahmen dieser Arbeit die Synthese sechs verschiedener lipolytischer Enzyme
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unterschiedlicher Herkunft auf Expressions- und Aktivitditsebene untersucht. Hierbei handelt es

sich um die Lipasen und Esterasen LipS, LipT, Est5E5, LipA8b2, EstA3 und LipC5.
4.1.1.1 Einfluss der heterologen Expression auf das Zellwachstum

Wahrend der heterologen Genexpression wiesen die verschiedenen untersuchten
Expressionswirte ein unterschiedlich stark beeintrachtigtes Zellwachstum auf. So konnte
beobachtet werden, dass die Synthese der lipolytischen Enzyme in R. capsulatus keine
signifikanten Verdnderungen der maximalen Zelldichten hervorrief, wahrend sich bei E. coli-
Kulturen ein abweichendes Muster der Generationszeiten und Zelldichten zeigte. Diese wiesen
durch die Expression aller Hydrolasegene, mit Ausnahme von estA3, ein verlangsamtes oder auch
vermindertes Zellwachstum auf. Im Vergleich dazu waren die P. putida-Kulturen, mit Ausnahme
der Est5E5-Expressionskultur, in ihren finalen Zelldichten und Generationszeiten nicht durch die

heterologe Expression beeinflusst (Abb. 9).

Die negativen Effekte auf das Zellwachstum kdénnen durch die Uberexpression heterologer
Proteine hervorgerufen werden, deren Synthese einen hohen Anspruch an die Ressourcen und
den Energiehaushalt der Wirtszellen stellt.

Rekombinante Proteine werden beispielsweise in E. coli im Cytosol hergestellt und mittels der
Sekretions-Maschinerie - bestehend unter anderem aus dem SRP (signal recognition particle),
dem Sec-Translocon und YidC - richtig gefaltet. Eine Uberlastung der Faltungsmaschinerie durch
die heterologe Expression kann nicht nur zu einer Fehlfaltung des heterologen Proteins
(Freigassner et al., 2009), sondern auch zu einer Inaktivierung der Ribosomen durch den RMF
(ribosome modulation factor) fiihren, indem die 70S-Ribosomen zu 100S-Ribosomen dimerisieren.
Folgen der Inaktivierung der Ribosomen sind oftmals die Aggregation der wirtseigenen
cytosolischen und membranintegrierten Proteine, einer Inhibierung der Translation von SRP-
abhangigen und -unabhangigen Proteinen, ein vermindertes Zellwachstum oder Zelltod (Birk et
al., 2009; Laible et al., 2004; Wagner et al., 2006). Dieses Phdanomen konnte bereits fur die
Proteine Succinatdehydrogenase und Cytochromoxygenase der Atmungskette in E. coli

beschrieben werden (Wagner et al., 2006).

4.1.1.2 Einfluss eines unterschiedlichen GC-Gehalts von heterologen Genen und

Expressionswirt

Die Expressionsstudien im Rahmen dieser Arbeit haben gezeigt, dass die heterologe Expression in
den Organismen E. coli, P.putida und R. capsulatus unterschiedliche Ergebnisse der

Proteinakkumulation und der Enzymaktivitat erbringt.
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In den E. coli-Expressionskulturen konnten alle sechs lipolytischen Enzyme immunologisch
nachgewiesen werden. Der Expressionswirt R. capsulatus synthetisierte hingegen die vier
Hydrolasen LipS, LipA8b2, EstA3 und LipC5, wahrend in P. putida ausschlielich Est5E5 und
LipA8b2 nachgewiesen werden konnten (Abb. 9).

Ein moglicher Grund fiir das abweichende Expressionsverhalten in den drei verschiedenen Wirten
ist die unterschiedliche codon usage zwischen dem jeweils urspriinglichen Wirt der untersuchten
Gene und den Expressionswirten E. coli, R. capsulatus und P. putida. Codon usage beschreibt das
Phanomen, dass der universelle genetische Code von verschiedenen Organismen unterschiedlich
verwendet wird. Bestimmte Codons des degenerierten Codes werden bevorzugt benutzt. Das hat
zur Folge, dass die spezifischen tRNA-Molekiile fiir die bevorzugten Codons im tRNA-Pool der Zelle
deutlich starker vertreten sind als tRNA-Molekile, die seltene Codons erkennen (Andersson &
Kurland, 1991; lkemura, 1985). Bei der heterologen Expression kann der Vorrat der kognitiven
tRNA fir seltene Codons schnell erschopft sein (Angov et al., 2008; Gustafsson et al., 2004). Die
Auswirkungen der unterschiedlichen codon usage koénnen unter anderem Verzogerungen
wahrend der Elongation der Peptidkette (Zahn, 1996), der fehlerhafte Einbau von Aminosduren
(Calderone et al., 1996; Forman et al., 1998; McNulty et al., 2003), translationale ,Spriinge” (Kane
et al., 1992) sowie Leserasterverschiebungen (McNulty et al., 2003) sein. Letztlich ist die Folge,
dass das heterologe Gen ein niedriges Expressionslevel aufweist oder nicht akkumuliert.

Daher sollte fiir eine effiziente Translation heterologer mRNA in Protein die Nutzung der Codons
des Expressionswirts mit dem des urspriinglichen Organismus kompatibel sein. Der GC-Gehalt der
Produzenten kann als Indikator dienen, ob eine erfolgreiche Expression zu erwarten ist, da die
Verwendung unterschiedlicher Codons oft mit einem unterschiedlichem GC-Gehalt des Genoms
einhergeht (Knight et al., 2001). Ist der GC-Gehalt des Ursprungsorganismus wie bei der
Metagenom-Analyse nicht bekannt, ist die parallele Verwendung alternativer Expressionswirte
mit unterschiedlichen GC-Gehalten eine vielversprechende Alternative.

Die in dieser Arbeit verwendeten Expressionswirte unterscheiden sich deutlich in dem GC-Gehalt
ihres Genoms. Das Genom von E. coli weist einen GC-Gehalt von 50,8 % auf. Im Gegensatz dazu
konnte fiir P. putida (61,5 %) und R. capsulatus (68 %) ein deutlich héherer GC-Gehalt beschrieben
werden (Tab. 15).

Tab. 15: GC-Gehalt der in dieser Arbeit verwendeten Organismen

Organismus GC-Gehalt
E. coli 50,8 %
P. putida 61,5%
R. capsulatus 68 %
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Da die Ursprungsorganismen der in dieser Arbeit untersuchten lipolytischen Enzyme, mit
Ausnahme von Geobacillus sp. HHO1 fir LipA8b2, nicht bekannt sind und der GC-Gehalt in
Abschnitten des Genoms variieren kann, empfiehlt sich die genaue Betrachtung des GC-Gehalts
der zu exprimierenden Gene (Tab. 16).

Die GC-Gehalte der untersuchten Hydrolasegene variieren zwischen 55,47 - 61,05 %. R. capsulatus
weist mit einem GC-Gehalt von 68 % die deutlichste Differenz zu dem der lipolytischen Enzyme
auf. Trotz dieser moglichen Limitierung konnte eine effiziente Synthese von vier Hydrolasen in
R. capsulatus nachgewiesen werden, so dass sich moglicherweise eine deutlich hdhere
Proteinakkumulation von Proteinen mit korrelierenden GC-Gehalten ergibt. Der GC-Gehalt von E.
coli mit 50,8 % liegt deutlich ndher an den GC-Gehalten der lipolytischen Enzyme. Es zeigte sich,
dass E. coli in der Lage war, alle Hydrolasegene zu exprimieren. P. putida weist einen GC-Gehalt
von 61,5% auf und korreliert mit den GC-Gehalten der lipolytischen Enzyme. Wie bereits
erwahnt, kann der GC-Gehalt ein Indikator fiir eine erfolgreiche Expression sein, da der GC-Gehalt
haufig mit dem unterschiedlichen Gebrauch der Codons korreliert. Dies muss aber nicht zwingend
der Fall sein. Im Fall von P. putida kann die geringe Expressionseffizienz jedoch auch auf andere

Faktoren wie eine hohe proteolytische Aktivitat zuriickzufiihren sein.

Tab. 16: GC-Gehalt der in dieser Arbeit verwendeten Hydrolasegene

Protein GC-Gehalt
LipS 59,56 %
LpiT 59,41 %

Est5E5 61,05 %

LipA8b2 55,47 %

EstA3 56,69 %
LipC5 57,29 %

4.1.1.3 Einfluss proteolytischer Aktivitdt auf die heterologe Expression

Dariber hinaus ergibt sich eine weitere interessante Beobachtung aus dem Vergleich der
Akkumulation der lipolytischen Enzyme wahrend der exponentiellen und stationdaren Wuchspase
in den verschiedenen Wirten. Mit Ausnahme der temperaturstabilen Proteine LipS und LipT
zeigten alle anderen in E. coli synthetisierten Proteine eine herabgesetzte Proteinakkumulation in
der stationdren Phase. Der gleiche Effekt konnte auch in den Est5E5- und LipA8b2-
Expressionskulturen von P. putida beobachtet werden, wahrend die Expression der
Hydrolasegene in R. capsulatus unter phototrophen Bedingungen zu einem gleichmaRigen

Proteingehalt in der exponentiellen und stationdaren Phase fiihrte. Die Kultivierung der
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R. capsulatus-Zellen unter chemotrophen Bedingungen flihrte hingegen zu einer leichten
Abnahme der Proteinakkumulation in der stationdren Phase (Abb. 9).

Ein bekanntes Problem der heterologen Expression ist die Proteolyse der heterolog
synthetisierten Proteine durch wirtseigene Proteasen, die die finale Proteinakkumulation in den
Zellen deutlich herabsetzen kdnnen (Idiris et al., 2006; Jensen et al., 2000; Jiang et al., 2002).
Studien konnten belegen, dass die Uberexpression der heterologen Gene und die dabei hiufig
auftretende Aggregation der heterologen Proteine verschiedene Reaktionen der Stressantwort
auslosen (Glick, 1995). Dabei handelt es sich unter anderem um die Synthese von wirtseigenen
Proteasen wie beispielsweise Lon, Clp oder CAT (Gill et al.,, 2000; Harcum & Bentley, 1999;
Ramirez & Bentley, 1999). Weitere Merkmale der Stressantwort sind, neben der erhéhten
Proteaseaktivitat, eine gesteigerte Plasmidinstabilitdt, vermindertes Zellwachstum sowie Zelllyse

(Bentley et al., 1990; Georgiou et al., 1988).

Die Verwendung von Protease-defizienten Stimmen zdhlt zu den Standardmethoden, um die
Expressionseffizienz heterologer Proteine zu optimieren. So wurden bereits vielfiltige
Verdnderungen des Standardexpressionswirts E. coli vorgenommen. E. coli BL21(DE3) gehort zu
den Protease-defizienten E. coli-Stammen (lon~ und ompT~). lon und ompT kodieren fir
Proteasen, die an der Stressantwort der Zelle beteiligt sind. Die Synthese dieser Proteasen wird
bereits nach wenigen Minuten bei einer rekombinanten Proteinakkumulation induziert (Valdez-
Cruz et al., 2010). Protease-defiziente Stamme sollen die Degradation von heterolog
synthetisierten Proteinen vermeiden. Der in dieser Arbeit verwendete E. coli BL21 (DE3)-Stamm
wies jedoch immer noch eine ausreichende proteolytische Aktivitdit auf, um die
Proteinakkumulation der heterologen Proteine LipA8b2, EstA3 und LipC5 negativ zu beeinflussen.
LipS und LipT, die in der stationaren Wachstumsphase keine Proteindegradation zeigten, werden
den thermophilen Lipasen zugeordnet (Chow et al., 2012). Thermophile Proteine unterscheiden
sich physiologisch aufgrund ihrer thermophilen Umgebung von mesophilen Proteinen. Es konnte
gezeigt werden, dass thermophile Proteine nicht nur eine héhere Proteinstabilitat bei héheren
Umgebungstemperaturen aufweisen, sondern aufgrund ihrer Festigkeit bei niedrigeren
Temperaturen auch besser gegen Proteolyse und Degradation geschiitzt sind (Jaenicke, 1991).

Das proteolytische System von R. capsulatus und dessen Auswirkungen auf das heterologe
Expressionslevel sind im Gegensatz zu E. coli wenig erforscht. Sequenzanalysen von R. capsulatus
und E. coli konnten mehrere homologe Gene in R. capsulatus identifizieren, die in E. coli fir
proteolytische Enzyme kodieren. Bei den betreffenden Enzymen handelt es sich in E. coli um die
Proteasen Lon, HslUV und ClpXP (Kreuz, 2003). Die Erzeugung Protease-defizienter R. capsulatus-

Stamme koénnte moglicherweise das Expressionslevel heterologer Proteine steigern und die
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Bedeutung von R. capsulatus als alternativer Expressionswirt fiir das funktionsbasierte Screening
von Genen aus dem Metagenom erhohen.

Das abweichende Muster bezlglich der Proteinakkumulation in der exponentiellen und
stationaren Phase von chemotrophen und phototrophen R. capsulatus-Expressionskulturen ist
moglicherweise auf die unterschiedliche Kultivierung zurlickzufihren. So konnte bereits
beschrieben werden, dass der Wechsel von anaeroben phototrophen zu aeroben chemotrophen
Anzuchtbedingungen zu einer Regulation der unterschiedlichsten Gene fiihrt (Arai et al., 2008).
Moglicherweise wird das unterschiedliche Proteinlevel in der logarithmischen und stationaren
Phase der phototroph und chemotroph kultivierten Expressionskulturen durch ein variierendes
Proteom hinsichtlich der Regulation von wirtseigenen Proteasen hervorgerufen. Durch
Modulation der Anzuchtbedingungen kénnte so moglicherweise die heterologe Expression
optimiert werden.

Auch in P. putida konnte ein proteolytisches System fiir die Proteolyse und das Recycling von nicht
funktionellen Proteinen beschrieben werden (Cascieri & Mallette, 1976), so dass die
unterschiedliche Proteinakkumulation der in P. putida exprimierten Gene wahrscheinlich darauf
zurickzufiihren ist. Es konnte beispielsweise in friheren Studien gezeigt werden, dass in P. putida
Gene fir eine homologe Lon-Protease vorliegen, die auch schon in E. coli oder P. aeroginosa
identifiziert werden konnten (Bertani et al., 2007). Hierbei handelt es sich um eine Protease, die
fir die Degradation von fehlgefaltetem Proteinen verantwortlich ist (Bertani et al., 2007). Die
Verwendung eines Protease-defizienten P. putida-Stamms fiihrt moglicherweise zu einer

verbesserten Proteinproduktion und kénnte somit auch zur Identifizierung neuer Gene beitragen.

4.1.1.4 Unterschiedliche Enzymaktivitdt in den verschiedenen Expressionswirten

Neben den Untersuchungen zur Proteinakkumulation in den verschiedenen Wirten wurden auch
Aktivitdatsversuche mit den lipolytischen Enzymen durchgefiihrt, um einerseits eine Aussage
dariber treffen zu kdnnen, ob die Proteine funktionell synthetisiert werden und um anderseits zu

Uberprifen, ob eine Korrelation der Proteinakkumulation mit der Enzymaktivitat besteht.

Im Ergebnis wurde deutlich, dass fiinf der sechs in E. coli synthetisierten lipolytischen Enzyme
Aktivitat zeigten, wobei ihr Aktivitatslevel deutlich variierte. Hierbei handelte es sich um die
Hydrolasen LipS, Est5E5, LipA8b2, EstA3 und LipC5. Im Expressionswirt R. capsulatus konnten
unter phototrophen Bedingungen drei von vier Enzymen, LipA8b2, EstA3 und LipC5, Aktivitat
aufweisen. Die Anzucht von R. capsulatus-Zellen unter chemotrophen Bedingungen flhrte
hingegen zu einer verminderten Enzymaktivitat, so dass nur zwei Enzyme Aktivitat zeigten. In

P. putida als zweitem alternativen Expressionswirt konnten die zwei lipolytischen Enzyme EsT5ES
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und LipA8b2 synthetisiert werden, wobei die Aktivitdt beider Proteine durch Aktivitatstests
bestatigt werden konnte.

Die akkumulierten Lipasen und Esterasen zeigten ein abweichendes Muster beziglich ihrer
Aktivitat, unabhangig von der erreichten Proteinakkumulation in dem jeweiligen Wirt.
Beispielsweise konnte in E. coli eine deutliche Akkumulation von LipC5 nachgewiesen werden,
wahrend diese in R. capsulatus deutlich geringer ausfallt. Die komparative Aktivitatsanalyse zeigte
jedoch eine 3,5-fach hohere Substratumsetzung von LipC5 in R. capsulatus.

Obwohl die hochste Proteinakkumulation der lipolytischen Enzyme in Expressionskulturen von
E. coli gezeigt werden konnte, wurde die hochste Substratumsetzung in E. coli im direkten
Vergleich mit den alternativen Expressionswirten nur fir die Lipase LipS beobachtet. Die
Ergebnisse der Expressions- und Aktivitatsstudien in R. capsulatus zeigten im Vergleich mit E. coli
und P. putida eine erhohte Aktivitdt der Enzyme LipA8b2, EstA3 und LipC5. Im Gegensatz dazu
konnte gezeigt werden, dass die hochste Enzymaktivitdt von Est5E5 in P. putida beobachtet

werden konnte.

Neben den in dieser Arbeit untersuchten Expressionswirten R. capsulatus und P. putida wurden,
wie bereits erwdhnt, im Verbund ExpresSys noch weitere Organismen auf ihre Eignung als
alternative Expressionswirte flir das funktionsbasierte Screening von Genen aus dem Metagenom
untersucht. Hierfiir wurden ebenfalls die in dieser Arbeit untersuchten lipolytischen Enzyme

verwendet.

In Abbildung 31 ist die Verteilung der Lipaseaktivitdt in den verschiedenen Wirten in Beziehung

zueinander dargestellt.

Aus der Abbildung wird ersichtlich, dass die Verteilung der Enzymaktivitat der heterolog
synthetisierten Hydrolasen in den Expressionswirten E. coli, R.capsulatus, P.putida und
T. thermophilus deutlich variiert. So konnten beispielsweise in P. putida zwei und in
T. thermophilus drei Hydrolasen funktionell synthetisiert werden. Vergleicht man die in den
beiden Expressionswirten synthetisierten lipolytischen Enzyme miteinander, wird deutlich, dass in
P. putida und T.thermophilus unterschiedliche Enzyme funktionell synthetisiert werden.
Vergleicht man hingegen die Enzymaktivitdten der in R. capsulatus und P. putida synthetisierten
Hydrolasen miteinander, konnte zumindest eine Hydrolase, in diesem Fall LipA8b2, in beiden
Wirten funktionell synthetisiert werden. Des Weiteren zeigt die Abbildung auf dass, in den drei
Expressionswirten, R. capsulatus, P. putida und T. thermophilus, kein einziges lipolytisches Enzym
in allen drei Wirten gemeinsam exprimiert werden konnte. Dieses Phdnomen beruht auf der

Tatsache, dass jeder Mikroorganismus als Expressionswirt unterschiedliche physiologische
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Eigenschaften in Bezug auf die Synthese heterologer Proteine aufweist und auch jedes Protein
spezifischen Anforderungen hinsichtlich seiner Biosynthese unterliegt. Daher ist es sinnvoll,
verschiedene alternative Expressionswirte fir funktionsbasierte Metagenom-Screenings zu
testen. Die Verwendung alternativer Expressionswirte erhoht deutlich die Chance, funktionell
synthetisiertes Protein zu gewinnen und ermoglicht damit moglicherweise die Identifizierung

nicht beschriebener Gene.

R. capsulatus

4

| T. thermophilus
P. putida

Abb. 31: Anzahl der im Konsortium ExpresSys untersuchten lipolytisch aktiven Enzyme in den
verschiedenen Expressionswirten
Die Abbildung zeigt die Verteilung der Aktivitat der heterolog synthetisierten Hydrolasen in den Wirten E.

coli, R. capsulatus, P. putida und T. thermophilus. Die Zahlen stehen fiir die Anzahl der aktiven heterologen
Enzyme. Die dufReren Zahlen geben Enzymaktivitdten in dem jeweiligen Wirt an, innere Zahlen stehen fiir
die Anzahl der lipolytisch aktiven Enzyme, die sich in den jeweiligen Wirten Gberschneiden. Die Daten der
Lipaseaktivitdaten in T. thermophilus stammen von Prof. Dr. Liebl aus dem Lehrstuhl fiir Mikrobiologie von
der Technischen Universitat Miinchen. Untersuchungen der lipolytischen Aktivitditen in P. antarctica
werden derzeit noch in der Abteilung fiir Mikrobiologie und Biotechnologie der Universitat Hamburg, Prof
Dr. Streit, durchgefiihrt.

Die in dieser Arbeit durchgefihrten Expressions- und Aktivitatsstudien belegen, dass sich
besonders R. capsulatus als alternativer Expressionswirt fiir die heterologe Expression von
Metagenom-Genen eignet. So konnte gezeigt werden, dass trotz eines abweichenden GC-Gehalts
eine effiziente und funktionelle Expression von einer Mehrzahl der untersuchten Hydrolasen

moglich war. R. capsulatus zeigte im Vergleich mit E. coli und P. putida eine erhéhte Aktivitat der

Enzyme LipA8b2, EstA3 und LipC5.
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4.2 R. capsulatus als Expressionswirt fiir die Synthese von heterologen

Membranproteinen

Membranproteine erfiillen wichtige Aufgaben in nahezu allen zellularen Prozessen wie in der
Signaltransduktion (Bilwes et al, 1999; Dong et al., 2010; Warne et al., 2010), der
Energieumwandlung (Capaldi & Aggeler, 2002; Neutze et al., 2002), dem selektiven
lonentransport (Gonen & Walz, 2006; Olesen et al., 2007), der Nahrstoffaufnahme und Zell-Zell-
Interaktionen (Drew et al., 2003). Das wirtschaftliche Interesse an der Identifizierung und
Funktionsaufklarung neuer Membranproteine ist grofl, da 50— 60 % aller bisher entwickelten
Medikamente auf die Funktionen von Membranproteinen zielen (Klabunde & Hessler, 2002; Ren
et al., 2009; Yin, 2008). Fur die Aufklarung von Struktur und Funktion neuer Membranproteine
werden signifikante Mengen an Protein ben6étigt.

Die einfachste und kostengiinstigste Methode, diese Voraussetzungen zu erfiillen, ist die
heterologe Expression in einem kostengiinstigen und leicht handhabbaren Mikroorganismus.

Wie in 1.2.1.3 bereits erwahnt, ergeben sich jedoch wahrend der heterologen Synthese von
Membranproteinen auch bedeutende Nachteile, im Besonderen aufgrund ihrer Topologie.
Membranproteine weisen groRe hydrophobe Bereiche auf, die oftmals wahrend der heterologen
Expression fur die Bildung von inclusion bodies verantwortlich sind. Die Rickfaltung dieser
Proteine ist ein zeit- und kostenaufwendiger Prozess (Roussel et al., 2013; Schlager et al., 2012),
der auch nur bei einigen Membranproteinen zum Erfolg fiihrt. Ein Beispiel fiir eine erfolgreiche
Renaturierung von Membranproteinen ist unter anderem die lichtgesteuerte Protonenpumpe
Bakteriorhodopsin aus Halobacterium salinarium (Dahmane et al., 2013; London & Khorana,
1982). Die Bildung von unldslichen Proteinaggregaten im Standardwirt E. coli ist hauptsachlich auf
eine nicht ausreichende Membranfliche (Drew et al., 2003; Freigassner et al., 2009) sowie die
schnelle Uberlastung der Faltungsmaschinerie und des Sekretionsapparats (Baneyx & Mujacic,

2004; Nannenga & Baneyx, 2011) zurickzufiihren.

Eine Moglichkeit, diese Limitierungen zu Uberwinden, ist die Verwendung eines alternativen
Expressionswirts. Das phototrophe Bakterium R. capsulatus bildet unter phototrophen
Wuchsbedingungen ein intracytoplasmatisches Membransystem aus (Golecki et al., 1980; Oelze &
Drews, 1972), welches je nach gewahlter Wachstumsbedingung zu einer 3-9-fachen
MembranflachenvergroRerung fiihrt (Drews & Golecki, 1995). In dieses intracytoplasmatische
Membransystem werden die Photosynthesekomplexe, die fiir die anoxygene Photosynthese

benétigt werden, eingebaut.
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Im Rahmen dieser Arbeit wurde den Fragestellungen nachgegangen, ob heterologe
Membranproteine in R. capsulatus synthetisiert werden kénnen, inwiefern die Modulation der
Anzuchtbedingungen einen Einfluss auf die heterologe Synthese von Membranproteinen hat und
ob das intracytoplasmatische Membransystem von R. capsulatus moglicherweise neben der
Inkorporation der Photosyntheseproteine auch fiir die Einlagerung heterologer Membranproteine
genutzt werden kann.

Um zu Uberpriifen, ob R. capsulatus ein geeigneter alternativer Expressionswirt fir die heterologe
Synthese von Membranproteinen ist, wurden zunachst drei Membranproteine unterschiedlicher
Topologie, Funktion und Herkunft ausgewahlt und in Expressions- und Lokalisationsstudien
untersucht.

Bei den in dieser Arbeit untersuchten Membranproteinen handelt es sich um die
membranassoziierte CYP175A1 aus T.thermophilius, die integrale Monooxygenase
Squalenepoxidase  aus  S. aurantiaca  sowie die transmembrane  Protonenpumpe

Bakteriorhodopsin aus H. salinarum.

4.2.1 Modulation der Membranflache mittels der Kultivierungsbedingungen

Da Uber die Kultivierungsbedingungen die GroRe der Membranflache moduliert werden kann,
wurden zunadchst verschiedene Anzuchtbedingungen des phototrophen Bakteriums untersucht,
um eine Aussage dariiber treffen zu kdnnen, welche Wachstumsbedingung fiir die Produktion von

Membranproteinen die geeignetste ist.

Es zeigte sich, dass alle untersuchten Membranproteine unter phototrophen Bedingungen in
signifikanten Mengen akkumulierten. Unter diesen definierten Wachstumsbedingungen bildet
sich in phototrophen Bakterien wie R. capsulatus ein intracytoplasmatisches Membransystem,
welches zu einer enormen VergrofRerung der Membranoberflachen fihrt (Drews, 2013; Tucker et
al., 2010). Die heterologen Membranproteine werden mutmallich in das zusatzliche
intracytoplasmatische Membransystem in Konkurrenz zu den Photosynthesekomplexen
eingelagert (Butzin et al., 2010).

Eine weitere interessante Beobachtung zeigten die Expressionskulturen, die unter shift-
Bedingungen von chemotrophem zu phototrophem Wachstum kultiviert wurden. In diesen
Kulturen zeigten alle Membranproteine eine erhohte oder zumindest &quivalente
Proteinakkumulation. In friheren Studien konnte belegt werden, dass der Wechsel von
chemotrophem zu phototrophem Wachstum die Bildung von intracytoplasmatischen Membranen
innerhalb einer Stunde hervorruft (Chory et al., 1984). Da die Membranproteine verstarkt unter

shift-Bedingungen von chemotrophem zu phototrophem Wachstum akkumulierten, flihrt diese
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Bedingung wahrscheinlich zu einer effizienteren Einlagerung des zu synthetisierenden Proteins,
weil die Bildung des intracytoplasmatischen Membransystems und die heterologen
Genexpression zeitgleich induziert werden.

Unter chemotrophen Bedingungen konnte ausschlieBlich eine Akkumulation der
membranassoziierten Monooxygenase  CYP175A1 nachgewiesen  werden. Frihere
Untersuchungen der R. capsulatus-Zellmorphologie konnten aufzeigen, dass unter chemotrophen
Bedingungen in Anwesenheit von Sauerstoff die Bildung des intracytoplasmatischen
Membransystems inhibiert ist (Arai et al., 2008; Chory et al., 1984). Die nicht erfolgreiche
Synthese der integralen Membranproteine Squalenepoxidase und Bakteriorhodopsin unter
chemotrophen Bedingungen lasst darauf schlieRen, dass die Anwesenheit eines zusatzlichen
Membransystems fir die erfolgreiche Synthese von heterologen, integralen Membranproteinen
unbedingt erforderlich ist. Da jedoch CYP175A1 in geringen Mengen nachgewiesen werden
konnte, ist die Bildung eines intracytoplasmatischen Membransystems fiir die Synthese von
Proteinen, die nur mit der Membran assoziiert und nicht integriert sind, nicht unbedingt
erforderlich.

In Expressionskulturen, die unter shift-Bedingungen von phototroph zu chemotroph kultiviert
wurden, konnte ebenfalls keine Proteinakkumulation bei Squalenepoxidase und
Bakteriorhodopsin nachgewiesen werden. In der Literatur wurde bereits beschrieben, dass
Untersuchungen von R. capsulatus-Zellen, die unter diesen Bedingungen kultiviert wurden, eine
Degradation der photosynthetischen Proteine und ihrer Pigmente zeigten, sobald die Zellen
chemotrophen Bedingungen ausgesetzt wurden (Arai et al., 2008; Zhu et al., 1986). Vermutlich
fihrt die Degradation der Photosynthesekomplexe ebenfalls zu einem Abbau der
intracytoplasmatischen Membran, so dass unter diesen Bedingungen keine effiziente Synthese

heterologer, integraler Membranproteine moglich ist.

Demnach eignen sich phototrophe Wuchsbedingungen und shift-Bedingungen von chemotroph zu
phototroph vorrangig fir die Synthese heterologer, integraler Membranproteine. Chemotrophe
Expressionskulturen und shift-Bedingungen von phototrophem zu chemotrophem Wachstum
kénnen vermutlich vor allem fiir die Synthese von sauerstoffabhangigen, l6slichen Proteinen
verwendet werden. Dies konnte bereits in vorangegangenen Studien mit dem

sauerstoffabhangigen Protein YFP belegt werden (Katzke et al., 2010).
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4.2.2 Die heterolog synthetisierten Membranproteine CYP175A1, SqEp und bR sind in

die Vesikel von R. capsulatus eingelagert

Um die Lokalisation der Membranproteine festzustellen, wurden E. coli- und phototroph
kultivierte R. capsulatus-Zellen einer Fraktionierung in inclusion bodies, Membranen und
Cytoplasma unterzogen. Hierbei konnte gezeigt werden, dass alle untersuchten Proteine in
signifikanten Mengen in den Membranen von R. capsulatus akkumulierten. Im Gegensatz dazu
zeigte die Fraktionierungsanalyse der E. coli-Zellen, neben der partiellen Proteinakkumulation in
der Membranfraktion, auch deutliche Proteinmengen sowohl in der inclusion body- als auch in der
Cytoplasmafraktion.

Die Monooxygenase CYP175A1 konnte in ungefdhr gleichen Proteinmengen in E. coli und
R. capsulatus synthetisiert werden, jedoch zeigte sich nur in den E. coli-Expressionskulturen eine
deutliche Degradation des Proteins. Die putative transmembrane Squalenepoxidase (Nagumo et
al., 1995) konnte erstmalig ausschlieBlich in den Membranen von R. capsulatus lokalisiert werden,
so dass eindeutig, neben den computerbasierten Berechnungen, gezeigt werden konnte, dass es
sich bei der Squalenepoxidase um ein Membranprotein handelt. Die Synthese der
Squalenepoxidase in E. coli hingegen flhrte ausschlieflich zu der Bildung von unl6slichen
Proteinaggregaten. Bakteriorhodopsin akkumulierte dquivalent in den Membranfraktionen von
R. capsulatus, jedoch konnte in E. coli eine weitere Proteinakkumulation in der inclusion body-
Fraktion sowie in der Cytoplasmafraktion beobachtet werden. Dies deutet auf eine Fehlfaltung

des Proteins hin.

Wie schon in der Einleitung beschrieben, fihrt die heterologe Expression von Membranproteinen
in E. coli haufig zu der Bildung von unldslichen inclusion bodies (Abb. 32). Dies ist oftmals eine
Folge von einer nicht ausreichenden Membranflache (Drew et al., 2003; Freigassner et al., 2009)
sowie einer schnellen Uberlastung der Faltungsmaschinerie und des Sekretionsapparats (Baneyx
& Mujacic, 2004; Nannenga & Baneyx, 2011). So konnte beispielsweise eine Expressionsstudie in
E. coli aufzeigen, dass von 100 untersuchten Proteinen nur 35 % in signifikanten und 35 % der
Proteine in geringen Proteinmengen synthetisiert wurden. Sobald die Proteine mehr als eine
Transmembranhelix aufwiesen, aggregierten die Proteine zu unl6slichen inclusion bodies

(Korepanova et al., 2005).
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E. coli (aerob) R. capsulatus (phototroph)

/3 9 & Q&Qv

@ Plasmid )  Gen @ Protein W ICM

Abb. 32: Schematische Darstellung der Expression heterologer Membranproteine in E. coli und
R. capsulatus
Die heterologe Expression von Membranproteinen fihrt in E. coli aufgrund von fehlender

Membranoberflache haufig zur Bildung von inclusion bodies, wahrend in R. capsulatus unter phototrophen
Bedingungen eine zuséatzliche Membranflache gebildet wird, in die die rekombinanten Membranproteine
moglicherweise eingelagert werden kénnen und dadurch die Aggregation der Proteine verhindert werden
kann.

In neueren Untersuchungen allerdings konnte gezeigt werden, dass E. coli unter bestimmten
Voraussetzungen in Lage ist, dhnlich wie R. capsulatus, intracytoplasmatische Membranen
auszubilden (Arechaga, 2013). Dieses Phdnomen konnte beispielsweise bei dem bakteriellen
Chemotaxis-Rezeptor Tsr (Lefman et al., 2004) oder der ATP-Synthase-B-Untereinheit von E. coli
(Arechaga et al., 2000) beschrieben werden. Die ausgebildeten Strukturen der ICM variieren
zwischen Vesikeln (Eriksson et al., 2009) sowie tubularen und stapelartigen Formen (Arechaga et
al., 2000; Lefman et al., 2004). Die Bildung dieser ICM ist dabei von mehreren Faktoren wie der
GroRe und Form des synthetisierten Proteins, der Ladung des Proteins und der interagierenden
Lipide sowie des Insertionsdrucks, den das heterologe Membranprotein auf die Plasmamembran
auslibt, abhdngig. So kann im Gegensatz zu R. capsulatus die Bildung der ICM nicht gesteuert
werden, so dass das intracytoplasmatische Membransystem von E. coli nicht gezielt fiir die
Synthese bestimmter Membranproteine genutzt werden kann. In R. capsulatus kann hingegen
nicht nur die Bildung der ICM, sondern auch, mittels Modulation der Kultivierungsbedingungen,

die ausgebildete Flache der ICM gesteuert werden.

Im nachsten Schritt der Charakterisierung des R. capsulatus-Expressionssystems sollte die
Hypothese Uberprift werden, ob die heterolog synthetisierten Membranprotein in die Vesikel des
intracytoplasmatischen =~ Membransystems  eingelagert werden. Der Vorteil dieser
Proteineinlagerung liegt in den weiteren Anwendungsmoglichkeiten. Proteine, die in ihrer
natlirlichen Umgebung isoliert werden, standen dann fiir weitere Untersuchungen in einer Art
Nanobioreaktor zur Verfligung. So muissten die integralen Proteine nicht mehr in aufwendigen

Prozessen aus der Membran isoliert und gereinigt werden, sondern kdnnten direkt in in vivo-
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Studien eingesetzt werden. Die Nanobiotechnologie zielt im Wesentlichen darauf, Proteine in
ihrer nativen Umgebung zu untersuchen, um sich von den in der Natur entwickelten Funktionen
fiir weitere - zum Beispiel technische - Anwendungen inspirieren zu lassen (Curnow, 2009). Als
Beispiel kann das Bakteriorhodopsin aus Halobacterium salinarium genannt werden. In der
nativen photosynthetischen Membran ist Bakteriorhodopsin als hexagonales Gitter aufgebaut.
Diese Struktur wurde bereits als Vorlage fir die Konstruktion eines Nanopartikel-Array verwendet
(Mo et al., 2006). Ein anderer interessanter Ansatz ist, die photochromen und photoelektrischen
Eigenschaften von Bakteriorhodopsin fiir die Datenspeicherung zu nutzen. Dabei wird ein durch
externe Lichtsignale steuerbarer Photozyklus ausgenutzt. Mittels genetischer und chemischer
Modifikationen lassen sich die photochromen Eigenschaften von Bakteriorhodopsin so

modulieren, dass Daten durch Licht geschrieben und gelesen werden kénnen (Hampp, 2000).

Um die Annahme zu Uberpriifen, dass die heterologen Membranproteine in R. capsulatus in das
intracytoplasmatische Membransystem und den zugehorigen Vesikel inseriert werden, wurde die
Membranfraktion durch Dichtegradientenzentrifugation in ihre Bestandteile aufgetrennt; diese
danach eingehend untersucht. Dabei konnte beobachtet werden, dass die Membranproteine
nicht in die Cytoplasmamembran, sondern ausschlieBlich in das intracytoplasmatische
Membransystem und dessen Vesikel eingelagert wurden. Es konnte ebenfalls gezeigt werden,
dass die Einlagerung der Proteine mit einer Verdanderung der Vesikeldichte einhergeht (3.2.5.1).
Dabei lieR sich eine Verminderung der Absorption der Photopigmente beobachten. Um zu
Uberprifen, ob die Einlagerung der heterologen Membranproteine mit einer Reduzierung der
Photopigmente korreliert, wurden photometrische Absorptionsspektren von R. capsulatus-Zellen
gemessen. Hierbei konnte eine Verminderung der Photopigmente in den photosynthetischen
Membranen beobachtet werden, sobald die Synthese der heterologen Membranproteine
induziert wurde (3.2.5.2). Die Ergebnisse weisen auf eine Degradation oder vorzeitige
Verdrangung der Photosynthesekomplexe hin, die hochstwahrscheinlich durch die heterologe
Expression ausgeldst werden.

Transmissionselektronenmikroskopie-Aufnahmen  von  R. capsulatus-Zellen  konnten die
Ergebnisse der Dichtegradientenzentrifugation verifizieren. Durch die Einlagerung der
heterologen Membranproteine konnte eine VergroRerung der Vesikel von einigen Nanometern
nachgewiesen werden (3.2.5.3). Ein derartiger Einfluss von Proteinen auf die strukturellen
Eigenschaften der Vesikel konnte bislang nur durch die Enzymkomplexe des
Photosynthesesystems beobachtet werden. Studien der photosynthetischen Membranen von
R. sphaeroides, einem nahen Verwandten von R. capsulatus, zeigten, dass

Photosynthesekomplex-Mutanten Veranderungen in der Vesikelmorphologie aufwiesen. So
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konnten sowohl langliche, tubuldre Strukturen als auch vergroRerte Vesikel beobachtet werden
(Adams et al., 2011; Kiley et al., 1988). Gleiche Untersuchungen von R. capsulatus-pufx-Mutanten
zeigten, dass diese Stamme nicht in der Lage waren, unter phototrophen Bedingungen in
Minimalmedium oder in Vollmedium unter geringen Lichtintensitaten zu wachsen (Lilburn et al.,
1992). Weitere Analysen der photosynthetischen Membranen ergaben, dass die ICM um 50 % im

Durchmesser vergrofRert waren (Lilburn et al., 1992).

4.2.3 Die Synthese von Membranproteinen in R. capsulatus ermoglicht die Gewinnung

von korrekt gefaltetem Protein

Nachdem die erfolgreiche Synthese der heterologen Membranproteine in R. capsulatus und die
damit einhergehende Einlagerung der Proteine in das intracytoplasmatische Membransystem
gezeigt werden konnte, wurde am Beispiel der Monooxygenase CYP175A1 (berprift, ob dabei
korrekt gefaltetes Protein gebildet wird. Die Monooxygenase CYP175A1 konnte in signifikanten
Mengen (12 mg Protein pro L Kultur) von der Membran solubilisiert und gereinigt werden.
Untersuchungen mittels CO-Differenzspektren ergaben, dass mutmallich 95% der
Monooxygenasen korrekt gefaltet synthetisiert wurden. Damit konnte erstmalig gezeigt werden,
dass die heterologe Synthese von Membranproteinen mit funktionaler Faltung in R. capsulatus

moglich ist.

4.2.4 Eignet sich das R. capsulatus-Expressionssystem fiir die Synthese heterologer G-

Protein-gekoppelter Rezeptoren?

G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCR) sind Membranproteine und besitzen eine konservierte
Struktur aus sieben transmembranen Helices. Sie stellen die grofSte und vielseitigste Klasse der
Membranrezeptoren dar. Ihre Aufgabe besteht in der Weiterleitung von endogenen Signalen in
eine intrazellulare Antwort (Klabunde & Hessler, 2002). Dabei spielen verschiedenste Molekiile
wie Hormone oder Neurotransmitter eine wichtige Rolle bei der Signaltransduktion. Aufgaben der
GPCR sind beispielsweise die Signaltransduktion beziiglich des Sehvermdgens, des Gedachtnisses,
der Regulation des Blutdrucks oder auch die Wahrnehmung von Gerlichen fir die sexuelle
Entwicklung (Neves et al., 2002; Sodhi et al., 2004). Viele Prozesse, in denen GPCR involviert sind,
hangen mit Krankheiten wie rheumatischer Arthrose, Multipler Sklerose,
Autoimmunerkrankungen, Darm- und Lungenentziindungen, HIV-Infektionen oder Krebs
zusammen (Scholten et al., 2012).

Trotz der geringen Sequenzhomologie untereinander zeichnen sich alle GPCR durch sieben

transmembrane a-Helices und einen intrazelluldr lokalisierten C-Terminus aus. Auch die
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Rhodopsine, die strukturelle Homologien zu Bakteriorhodopsin aufweisen, sind der Gruppe der
GPCR zugeordnet (Nikiforovich et al., 2001). Bakteriorhodopsin konnte im Rahmen dieser Arbeit
in signifikanten Mengen synthetisiert und in den Vesikeln der intracytoplasmatischen Membranen
lokalisiert werden. Aufgrund der groRen Strukturhomologien von Bakteriorhodopsin mit den
GPCR kann moglicherweise R. capsulatus als Expressionswirt fir ihre funktionelle Synthese
genutzt werden. So konnte bereits in Studien mit dem phototrophen Bakterium R. sphaeroides,
einem nahen Verwandten von R. capsulatus, gezeigt werden, dass der humane ATla-Rezeptor
(AT1aR) erfolgreich in diesem Wirt synthetisiert werden konnte (Roy et al., 2008). Weitere
Studien bezilglich der Fragestellung, ob R. capsulatus ebenfalls als Expressionswirt flr die
Synthese heterologer G-Protein-gekoppelter-Rezeptoren geeignet ist, werden zurzeit im Institut

fir Molekulare Enzymtechnologie der Heinrich-Heine-Universitat durchgefiihrt.

4.2.5 Synthese heterologer  Membranproteine in anderen  alternativen

Expressionswirten

Wie bereits in 1.2 erwahnt, existiert inzwischen eine Vielzahl etablierter Expressionswirte fir die
Synthese heterologer Proteine. Membranproteine erfordern aufgrund ihrer besonderen
Morphologie bestimmte Voraussetzungen des Expressionswirts. Im Folgenden sollen ein
bakterieller und ein eukaryotischer Expressionswirt vorgestellt werden, wobei Lactococcis lactis

als bakterieller Expressionswirt mit R. capsulatus verglichen wird.
Lactococcis lactis

Lactokokken sind Gram-positive, mesophile Bakterien und werden der Ordnung der Lactobazillen
(Milchsdurebakterien) zugeordnet. Aufgrund ihrer Fahigkeit Zucker zu Michsdaure umzusetzen,
nehmen die Michsdurebakterien in der Lebensmittelindustrie einen besonderen Stellenwert ein.
Ein besonderer Vertreter dieser Bakterien ist Lactococcis lactis. Dieser Organismus konnte bereits
als alternativer Expressionswirt flir heterologe Membranproteine, insbesondere eukaryotischen
Ursprungs, beschrieben werden (Kunji et al., 2003; Monné et al., 2005). Er verfiigt tiber ein halb
so grolRes Genom wie E. coli (Kuniji et al., 2003). Die Generationszeit von L. lactis (1 h) ist deutlich
kiirzer als die von R. capsulatus (3 h). Damit erreicht L. lactis mit klirzeren Inkubationszeiten eine
hohere Zelldichte. Im Weiteren zeichnen sich diese Bakterien durch eine einfache und
kostengiinstige Kultivierung aus (Kunji et al., 2003). Zu den besonderen Vorteilen von L. lactis als
alternativer Expressionswirt zdhlen unter anderem die einfache genetische Manipulierbarkeit und
die bereits etablierten Expressionssysteme (Kunji et al., 2003). Fir die Synthese heterologer

Membranproteine wird vorrangig das NICE-System (nisin-inducible controlled gene expression)
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verwendet (Mierau & Kleerebezem, 2005; de Ruyter et al., 1996). Hierbei handelt es sich um
einen strikt regulierten Promotor, der durch Nisin induziert wird (de Ruyter et al., 1996). Aufgrund
einer strikten Genregulation ermdglicht dieses System die heterologe Synthese von Proteinen, die
toxische Effekte hervorrufen kénnen. Das NICE-System kann neben L. lactis auch in anderen
Gram-positiven Bakterien verwendet werden. In R. capsulatus konnten ebenfalls inzwischen viele
Expressionssysteme mit strikt regulierten Promotoren entwickelt werden (Katzke et al., 2010;
Laible et al., 2009). Dabei basiert beispielsweise das pRhotHi2-Expressionsystem auf einen broad
host range Vektor, der auch in vielen anderen Gram-negativen Bakterien Anwendung findet
(Katzke et al., 2010). Dies ermoglicht zum Beispiel die parallele Expression heterologer
Membranproteine in R. capsulatus und E. coli. In L. lactis akkumulieren die heterologen
Membranproteine wie in R. capsulatus ausschlieflich in der Membran. Eine Bildung von inclusion
bodies konnte bisher nicht beschrieben werden (Kunji et al.,, 2003). Zudem konnte keine
Degradation der heterologen Membranproteine in L. lactis beobachtet werden, was auf dessen
geringe proteolytische Aktivitat zurlickzufiihren ist (Kunji et al., 2003, 2005). Das proteolytische
System von R. capsulatus ist zurzeit noch wenig erforscht. Sequenzanalysen mit E. coli konnten
jedoch mehrere homologe Gene in R. capsulatus identifizieren, die in E. coli flr proteolytische
Enzyme kodieren. Zur Optimierung von R. capsulatus konnen Protease-defiziente Stamme
konstruiert werden, die die Proteinaggregation heterologer Membranproteine durch wirtseigene
Proteasen verhindern soll. Ein weiterer Vorteil von L. lactis ist, die Moglichkeit, funktionelle
Studien mit den heterologen Membranproteinen in ganzen Zellen durchzufiihren, da viele
Substrate, Liganden und Inhibitoren die Zellwand des Gram-positiven Bakteriums ungehindert
passieren kénnen (Kunji et al., 2005). In R. capsulatus steht die Maoglichkeit zur Verfligung,
funktionelle Studien mit den intracytoplasmatischen Vesikeln, in denen nachweislich die
heterologen Membranproteine eingelagert werden, durchzufiihren. Dies hat den Vorteil, dass
keine storenden Substanzen - beispielsweise des Mediums - die Studien beeinflussen. Ein Nachteil
des L. lactis-Expressionssystems ist die standige Regulierung des pH-Werts im Kulturmedium.
Lactat ist die bevorzugte Kohlenstoffquelle von L. lactis. In undissoziierter Form jedoch zeigt
Lactat einen toxischen Effekt auf das Zellwachstum (Kashket, 1987; Mierau & Kleerebezem, 2005),
so dass die stiandige Regulation des pH-Werts erforderlich ist. In R. capsulatus war bei den in
dieser Arbeit verwendeten Kulturen eine solche pH-Regulation nicht erforderlich. Eine
Gemeinsamkeit der beiden Organismen ist der hohe genomische GC-Anteil (Fuglsang, 2003). Aus
diesem Grund eignen sich L. lactis wie auch R. capsulatus (68 %) vorrangig fiir die Expression von
Genen GC-reicher Organismen.

In  Expressionsstudien konnte bereits gezeigt werden, dass verschiedene heterologe

Membranproteine, auch eukaryotischen Ursprungs, im alternativen Expressionswirt L. lactis
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funktionell synthetisiert werden. So konnte beispielsweise die funktionelle Synthese des KDEL-
Rezeptors aus Homo sapiens (Kunji et al., 2003, 2005), eines ABC-Transporters aus Homo sapiens
(Janvilisri et al., 2005) sowie verschiedener mitochondrialer Carrier aus Saccharomyces cerevisiae

(Monné et al., 2005) beschrieben werden.

Pichia pastoris

Eine weitere Moglichkeit heterologe Membranproteine zu synthetisieren, ist die Verwendung
eines eukaryotischen Expressionssystems.

P. pastoris ist eine methylotrophe Hefeart und wird der Ordnung der Saccharomycetales (Echte
Hefen) zugeordnet. Eine Besonderheit dieses Organismus ist die Fahigkeit, Methanol als einzige
Kohlenstoffquelle zu verwerten (Gongalves et al., 2013). Zudem ist er der meist verwendete
Expressionswirt fir eukaryotische Membranproteine (Hedfalk, 2013). Dies liegt vor allem an
seinen besonderen Eigenschaften wie der schnellen und einfachen Kultivierung sowie der
einfachen genetischen Manipulierbarkeit (Goncgalves et al., 2013). Der entscheidende Vorteil der
eukaryotischen Expressionssysteme ist jedoch die posttranslationale Modifikation der Proteine.
Im Gegensatz zu Saccharomyces cerevisiae vermeidet P. pastoris jedoch die Hyperglykosylierung
der heterologen Proteine (Gongalves et al., 2013). So konnte P. pastoris bereits als besonders
geeigneter Expressionswirt fiir die Synthese von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren und
ionenselektiven Calciumkanalen beschrieben werden (Hedfalk, 2013).

In Expressionsstudien konnte bereits die funktionelle Synthese verschiedener Membranproteine
in Pichia pastoris beschrieben werden. Dabei handelt es sich beispielsweise um den
Aquaporinkanal AQP4 aus Homo sapiens (Ho et al., 2009) oder den Histamin-H-Rezeptor aus

Homo sapiens (Shimamura et al., 2011).
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4.3 Etablierung eines lichtgesteuerten Expressionssystems in R. capsulatus

Grundvoraussetzung fir eine mikrobielle Synthese heterologer Proteine ist die Verwendung von
Expressionssystemen. Sie bestehen aus einem Expressionswirt, der bestimmte Voraussetzungen
wie eine einfache und kostenglinstige Kultivierung erfillt, einem dazugehorigen
Expressionsvektor und einer promotorspezifischen Polymerase. Die Etablierung neuer
Expressionssysteme ist ein wichtiger Schritt flir Expressionsoptimierungen von Proteinklassen, die

in den herkdmmlichen Wirten geringe Expressionseffizienzen zeigten.

Die lichtkontrollierte Genexpression und die damit einhergehende Kontrolle (ber
Proteinfunktionen und metabolische Prozesse in der Zelle ist ein sich schnell entwickelnder
Forschungsbereich in der Systembiologie und der Biotechnologie (Drepper et al., 2011). Fir die
Analyse und Kontrolle komplexer mikrobiologischer Prozesse in der Zelle wird eine strikte
Regulation der Genexpression durch einen externen Stimulus bendtigt. Die dadurch erzeugte
Trennung der Wachstumsphase von der Expressionsphase ermoglicht eine Regulation der durch
die Expression ausgeldsten negativen Effekte.

Die Verwendung des Umgebungsstimulus Licht erlaubt eine unabhangige Photokontrolle
verschiedenster mikrobieller Prozesse, ohne die metabolischen Prozesse durch die Zugabe eines
externen Stoffs zu verdndern (Drepper et al., 2011). Hierbei wird eine zeit- und raumliche
Kontrolle der Genexpression ermoglicht. Weitere Vorteile lichtregulierter Expressionssysteme
sind das variable Einstellen des gewlinschten Expressionsniveaus liber die Dauer der Beleuchtung,
eine mogliche Kostenersparnis, eine leichte Automatisierung sowie eine nicht invasive,

kontaminationsfreie Induktion.
4.3.1 Der nif-Promotor in R. capsulatus ist Blaulicht-reguliert

In R. capsulatus konnte im Rahmen dieser Arbeit ein blaulichtreguliertes Expressionssystem
identifiziert werden. Neben der Ammonium- und Sauerstoffregulation des nif-Promotors (Hiibner
et al.,, 1991; Kranz & Haselkorn, 1986) wurde ebenfalls eine Inhibierung der Genexpression

beobachtet, sofern Zellen Blaulicht ausgesetzt wurden.

Unter Stickstoffmangelbedingungen ohne Ammonium und ohne Sauerstoff bildet sich in
R. capsulatus ein Nitrogenasekomplex (nifHDK-Operon) aus, der fir die Fixierung von
molekularem Stickstoff verantwortlich ist (Avtges et al., 1983; Weaver et al., 1975). Der nif-
Promotor ist dem nifHDK-Operon vorgeschaltet. Aufgrund der strikten Regulation der Expression
des nifHDK-Operons lasst sich der nif-Promotor auch fiir die Expression heterologer Gene

verwenden (Pollock et al., 1988). Die Expression der nif-Gene ist nur in Abwesenheit von
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Sauerstoff und Ammonium maoglich (Hibner et al., 1991; Kranz & Haselkorn, 1986). Die Synthese
heterologer Proteine, deren Transkription unter der Kontrolle des nif-Promotors steht, kann
demnach ohne die Zugabe eines chemischen Induktors erfolgen. Diese Eigenschaft ermoglicht es,
durch einen shift von einem hohen Sauerstoffgehalt zur Abwesenheit von Sauerstoff die
gleichzeitige Induktion der heterologen Expression sowie die Ausbildung des

intracytoplasmatischen Membransystems zu induzieren.

Es konnte gezeigt werden, dass die Synthese von Bakteriorhodopsin und YFP unter der Kontrolle
des nif-Promotors unter Glihbirnenlicht und Infrarotlicht erfolgte, wahrend die Beleuchtung mit
Blaulicht zu einer Inhibierung der Genexpression fiihrte (Abb. 33). Expressionsstudien von
Bakteriorhodopsin unter der Kontrolle des T7-Promotors konnten belegen, dass die Inhibierung
der Genexpression nicht auf ein blaulichtbedingtes geringes Zellwachstum zurilickzufiihren ist,
sondern wahrscheinlich durch eine Blaulichtregulation eines putativen Photorezeptors, der

moglicherweise an den Mechanismus der Nitrogenase-Bildung gekoppelt ist, erfolgt (3.3.3).

Glihbirnenlicht

R

Infrarotlicht

| .

Blaulicht

OPIasmid mm) Gen @ Proteindj\? ICM

Abb. 33: Schematische Darstellung der lichtregulierten Genexpression unter der Kontrolle des nif-

Promotors

Unter Glihbirnenlicht- und Infrarotlichtbedingungen erfolgt die heterologe Expression unter der Kontrolle
des nif-Promotors, wahrend die Beleuchtung mit Blaulicht die Genexpression reprimiert.

Somit konnte im Rahmen dieser Arbeit eine Blaulichtregulation in R. capsulatus beschrieben
werden. In der Literatur ist bisher keine solche fiir R. capsulatus bekannt. Hingegen konnten
verschiedene Studien eine lichtabhdngige Genexpression in einer anderen Rhodobacter-Spezies

beschreiben. Hierbei handelt es sich um eine blaulichtregulierte Expression der
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Photosynthesegene in Rhodobacter sphaeroides (Gomelsky & Kaplan, 1997). Die Expression der
Photosynthesegene wird hier durch den Photorezeptor AppA vermittelt, welcher als Antagonist
des PpSr-Proteins wirkt, der wiederum den globalen Repressor aller Photosynthesegene in diesem
Organismus darstellt. Die Kultivierung von R. sphaeroides-Zellen im Blaulicht fiihrt zu einer
Reprimierung der Gene des puc- und puf-Operons, die fir die Lichtsammelkomplexe der
Photosynthesekomplexe in R. sphaeroides kodieren. Das Blaulichtsignal wird herbei mutmaRlich
durch die blue-light using FAD (BLUF) Sensor-Doméne des AppA-Photorezeptors wahrgenommen
und initiiert die Dissoziation des AppA-PpSr-Komplexes, was wiederum zu der Freisetzung von
PpSr fihrt, der als Repressor an DNA-Bereiche der Photosynthesegene bindet und so deren
Expression unterbindet (Gomelsky & Klug, 2002; Masuda & Bauer, 2002). Vermutlich wird die
Reprimierung dieser Gene bei gleichzeitiger Anwesenheit von Sauerstoff und einer hohen
Lichtintensitat ausgelost, um das Bakterium vor Photooxidation zu schiitzen (Braatsch & Moskvin,
2004).

In R. capsulatus konnte mit Crt) ein Protein identifiziert werden, das funktionshomolog zu dem
Photosynthese-Repressor PpSr ist (Elsen, 1998). Jedoch konnte bis heute noch kein zugehoriges
antagonistisch wirkendes Protein wie der Photorezeptor AppA aus R. sphaeroides entdeckt
werden. Als moglicher Blaulichtrezeptor in R. capsulatus rickt das photoactive yellow protein
(PYP) ins Augenmerk (Kyndt et al., 2004a, b). Die genaue Funktion des putativen
Blaulichtrezeptors PYP und inwieweit die Blaulichtregulation in R. capsulatus mit dem
Photorezeptor in Verbindung steht, konnte bislang noch nicht geklart werden und bedarf weiterer

wissenschaftlicher Untersuchungen.

4.3.2 Existieren weitere lichtregulierte Expressionssysteme?

Natirlich vorkommende Photorezeptoren weisen eine Sensitivitat fir Lichtsignale auf, die fir
lichtregulierte Anwendungen genutzt werden kénnen. Die Komplexitat der Signalweiterleitung
limitiert jedoch aufgrund von fehlenden Informationen (iber den genauen Mechanismus ihren
Nutzen fir die lichtkontrollierte heterologe Genexpression. Eine Mdoglichkeit diese Probleme zu
umgehen, ist die Verwendung von kiinstlich hergestellten lichtregulatorischen Systemen. Gut
charakterisierte lichtsensitive Sensordomanen und regulatorische Effektordomanen kdnnen fir
die Konstruktion neuer lichtinduzierbarer Expressionssysteme verwendet werden (Drepper et al.,
2011). Photorezeptoren in allen kingdoms nutzen eine limitierte Anzahl konservierter Sensor- und
Empfanger-Domanen fir die Umwandlung eines Lichtstimulus in eine spezifische intrazellulare

Antwort (Drepper et al., 2011; Losi & Gartner, 2008, 2012; Losi, 2004; Purcell & Crosson, 2008).
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Fiir die lichtregulierte Genexpression kdnnen verschiedene lichtregulatorische Wege benutzt
werden.

1) Die Regulation der lichtabhdngigen Genexpression kann durch lichtsensitive DNA bindende
Proteine erfolgen. Dabei empfingt die Sensor-Domadne des DNA bindenden Proteins ein
Lichtsignal und reguliert die Genexpression durch Bindung an eine entsprechende DNA-Sequenz
des Zielpromotors. Der erste solcher lichtsensitiven Repressoren konnte durch Strickland et al.
(2008) beschrieben werden. Hierbei handelt es sich um ein Fusionsprotein aus der
blaulichtsensitiven LOV2 (light-oxygen-voltage)-Domane aus Phototropin 1 von Avena sativa und
dem L-tryptophan-responsive TrpR-Repressor aus E. coli.

2) In dhnlicher Weise kénnen von Shimizu-Sato et al. (2002) beschriebene Fusionsproteine,
bestehend aus Sensor- und Effektor-Doméane, durch Licht zur Bildung eines aktiven
Transkriptionsfaktors gebracht werden. Hier beruht dies auf einer lichtinduzierten Interaktion der
Proteine. Das Fusionskonstrukt besteht aus dem Photorezeptor PhyB aus Arabidopsis thaliana
und seinem zugehorigen phytochrome interacting factor 3 (PIF3). Dieses System stellt die erste
Rot-/Infrarotlicht-Regulation dar und basiert auf der Grundlage, dass Rotlicht die Bindung der
Proteine initiiert, wahrend durch Infrarotlicht diese Proteinbindung wieder aufgehoben wird.

3) Sogenannte Zwei-Komponenten-Systeme nutzen fiir die Umwandlung eines Lichtstimulus in
eine intrazelluldare Antwort eine lichtsensitive Kinase, bestehend aus einer Photorezeptor-Domane
und einer Histidinkinase-Domadne, und einen sogenannten response regulator. Die kinstlich
konstruierte Phytochrom-Sensor-Kinase CpH8 ist die Grundlage des ersten bakteriellen
rotlichtregulierten Expressionssystems und besteht aus der Photorezeptor-Domadne des
cyanobakteriellen Phytochroms CpH1 aus Synechocystis sp. und der E. coli-Histidin-Kinase EnvZ,
die den zugehorigen respone regulator OmpR phosphorylieren kann. Dieser wiederum steuert
letztlich die Expression eines Zielgens unter einem spezifischen Promotor Poypec (Levskaya et al.,
2005). In vivo-Expressionsstudien konnten demonstrieren, dass Cph8 den response regulator im
Dunkeln aktiviert, wahrend unter Rotlichtbedingungen die Phosphorylierungsaktivitdt der Sensor-
Kinase inhibiert ist, was wiederum zu einer Reprimierung des Promotors Powpc flhrt (Tabor et al.,
2011).Ein weiteres Beispiel fir ein lichtsensitives Zwei-Komponenten-System, welches fir die
photoregulierte Genexpression in E. coli konstruiert wurde, ist der chimare Photorezeptor YF1.
Die Sensor-Histidin-Kinase ist aus der LOV-Photosensor-Domadne YtvA aus Bacillus subtilis und der
Histidin-Kinase-Doméane FixL aus Bradyrhizobium japonicum aufgebaut. Im Dunkeln
phosphoryliert YtvA den response regulator FixJ, der wiederum die Expression der Zielgene mittels
des spezifischen Promotors Py, induziert, wadhrend unter Blaulichtbeleuchtung die
Phosphorylierung von FixJ, und damit auch die Expression der Zielgene, inhibiert ist (Gleichmann

et al., 2013; Moglich et al., 2009).
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Diskussion

Neben den bisher bekannten lichtregulierten Expressionssystemen in beispielsweise E. coli oder
A. thaliana konnte nun ein weiteres fiir die lichtabhdngige heterologe Genexpression in
R. capsulatus entwickelt werden. Damit konnte das Spektrum von Wirten, die die lichtregulierte
heterologe Genexpression nutzen, um R. capsulatus erweitert werden. Im Vergleich zu den
etablierten lichtabhangigen Expressionssystemen basiert das R. capsulatus-Expressionssystem
nicht auf einem synthetischen Photorezeptor. Der Vorteil dieses nativen Expressionssystems
besteht darin, dass keine zusatzliche Zugabe eines Chromophors, wie am Beispiel der
Phytochrom-Sensor-Kinase CpH8 deutlich wird, erforderlich ist. Wie bereits erwdhnt, wurde die
Sensor-Domdne der E. coli-Enz-Histdinkinase durch die Photosensor-Domadne des
cyanobakteriellen Phytochroms Cphl ersetzt. Das Chromophor Phycocyanobilin, das fir die
lichtabhangige Antwort des Photorezeptors verantwortlich ist, wird jedoch natiirlicherweise nicht
in E. coli produziert. Fir eine erfolgreiche Expression der Zielgene ist daher die exogene Zugabe
von Phycocyanobilin oder dessen endogene Produktion durch zusatzlich einzufihrende Gene, die

an der Phycocyanobilin-Biosynthese beteiligt sind, erforderlich (Levskaya et al., 2005).
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5. Zusammenfassung

Die Identifizierung neuer Gene und deren funktionelle Synthese steht in der Biotechnologie und
Medizin aufgrund verschiedenster Anwendungsmoglichkeiten im besonderen Fokus. Die
funktionelle Expression wirtsfremder Gene in gut handhabbaren Mikroorganismen ermoglicht
hierbei die einfache und kostenglinstige Produktion beliebiger Zielproteine. Die erfolgreiche
Genexpression im Standardexpressionswirt Escherichia coli wird jedoch haufig durch verschiedene
Faktoren wie Proteintoxizitdit oder die Bildung unl6slicher Proteinaggregate limitiert. Eine
Moglichkeit diese Limitierungen zu umgehen, ist die Verwendung alternativer Expressionswirte.
Im Rahmen dieser Arbeit wurde das fakultativ phototrophe a-Proteobakterium Rhodobacter
capsulatus als Expressionswirt flr funktionsbasierte Screenings von Genen aus dem Metagenom
sowie fir die Synthese von heterologen Membranproteinen eingesetzt und mit den Wirten E. coli
und Pseudomonas putida verglichen. Mittels komparativer Expressions- und Aktivitatsstudien
konnte gezeigt werden, dass die Verwendung mehrerer bakterieller Expressionswirte mit
unterschiedlichen physiologischen Eigenschaften eine funktionsbasierte Durchmusterung von
Genbanken deutlich verbessern kann. So zeigten beispielsweise drei der sechs untersuchten
lipolytischen Enzyme, die aus verschiedenen Metagenombanken stammten, in dem
photosynthetischen Bakterium die hochsten Enzymaktivitaten. Im zweiten Teil der Arbeit wurde
R. capsulatus als Expressionswirt fiir die Synthese heterologe Membranproteine evaluiert. Im
Gegensatz zu herkdmmlichen Expressionswirten bildet R. capsulatus unter phototrophen
Wachstumsbedingungen ein weit verzweigtes intracytoplasmatisches Membransystem aus.
Anhand von  Expressionsanalysen unter chemoheterotrophen und phototrophen
Wachstumsbedingungen konnte nachgewiesen werden, dass die einzigartige
Membranmorphologie fiir die Akkumulation der heterologen Membranproteine CYP175A1,
Squalenepoxidase und Bakteriorhodopsin essentiell ist. Mit Hilfe einer Saccharose-
Dichtegradientenzentrifugation konnte zudem der Nachweis erbracht werden, dass die
heterologen Membranproteine in die Vesikel des intracytoplasmatischen Membransystems
eingelagert wurden. Im Fall der P450-Monooxygenase CYP175A1 konnte dariiber hinaus anhand
eines CO-Differenzspektrums die korrekte Faltung und Kofaktorbeladung des Proteins
nachgewiesen werden. Somit ist R. capsulatus ein vielversprechender alternativer
Expressionswirt, der nicht nur die funktionelle Synthese schwer exprimierbarer Membranproteine
ermoglicht, sondern Uberdies semiartifizielle Membranvesikel far zukiinftige
nanobiotechnologische Anwendungen bereitstellt. Im letzten Teil der Doktorarbeit erfolgte die

Charakterisierung des nif-Promotor-basierten R. capsulatus-Expressionsvektors pRhonHi-2. In
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Zusammenfassung

R. capsulatus kontrolliert dieser Promotor die Expression der Nitrogenase-Strukturgene. Unter
Verwendung zweier Zielgene, die fiir das yellow fluorescent protein (YFP) bzw. Bakteriorhodopsin
kodieren, konnte eine starke P,rvermittelte Uberexpression sowie eine strikte Repression in
Gegenwart von Ammonium nachgewiesen werden. Die Verwendung verschiedener Lichtquellen
fuhrte darlber hinaus zu einer unerwarteten Beobachtung: Die P,rvermittelte Expression
unterlag zusatzlich einer blaulichtabhangigen Repression. Somit kann der nif-Promotor-basierte
Expressionsvektor in R. capsulatus als leistungsstarkes optogenetisches System zur

lichtgesteuerten Kontrolle der heterologen Genexpression eingesetzt werden.
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5. Summary

The identification and synthesis of new genes is important in biotechnology and medicine due to
the wide variety of possible applications in these areas. The functional expression of heterologous
genes in easily manageable microorganisms enables a simple and cost-efficient way to produce
any target gene. However, successful gene expression in the most common expression host
Escherichia coli is often limited due to several factors such as protein toxicity or the synthesis of
insoluble protein aggregates. A possibility to overcome this limitation is the utilisation of
alternative expression hosts. Within the presented work, the facultative phototrophic a-
proteobacteria Rhodobacter capsulatus was used as an expression host for function-based
screening of genes from the metagenome as well as the synthesis of membrane proteins and was
compared to E. coli and Pseudomonas putida. Comparative expression and activity studies have
shown that the utilisation of several bacterial expression hosts with different physiological
properties can optimise the function-based screenings of gene libraries. In this case, three of the
six investigated lipolytic enzymes from various metagenomic libraries showed the highest enzyme
activity in the phototropic bacterium. Furthermore, R. capsulatus was evaluated as an expression
host for the synthesis of heterologous membrane proteins. In contrast to common expression
hosts, R. capsulatus exhibits a strongly enlarged intra-cytoplasmic membrane system when
cultivated under phototropic growth conditions. Expression analysis with chemoheterotrophic
and phototropic growth conditions proved that the unique membrane morphology is essential for
the accumulation of the membrane proteins CYP175A1, Squalene epoxidase and
Bacteriorhodopsin. Also, sucrose density gradient centrifugation has shown that the heterologous
membrane proteins were integrated in vesicles of the intracytoplasmatic membrane system. In
the case of the P450 Monooxygenase CYP175A1, a CO-differentiation spectrum also confirmed
correct folding and cofactor loading. Therefore, R. capsulatus shows to be a promising alternative
expression host, which not only allows the functional synthesis of membrane proteins that are
difficult to express, but also provides semi-artificial membrane vesicles for future application in
nanobiotechnology. In addition, the nif-promoter based R. capsulatus expression vector
pRhonHi-2 was characterized. This promoter controls the expression of nitrogenase structural
genes in R. capsulatus. With the usage of two different target genes, which encodes the yellow
fluorescent protein (YFP) and bacteriorhodopsin, a strong P,~controlled over-expression and a
strict repression in the presence of ammonium was established. The application of different light
sources presented an unexpected observation. The P,controlled expression also underlies blue-

light regulated repression. Therefore, the nif-promoter-based expression vector can be used as a
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high-performance optogenetic system for the light regulated heterologous gene expression in

R. capsulatus.
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Abb. 34: Nachweis lipolytischer Aktivitdt in E. coli BL21 (DE3), P. putida KT2440T7 und R. capsulatus
B10ST7 unter phototrophen und chemotrophen Bedingungen mittels des Substrat pNPC bei einer
Reaktionstemperatur von 70 °C

Dargestellt sind die vergleichenden Enzymaktivitaten der Hydrolasen LipS, LipT, Est5E5, LipA8b2, EstA3 und

LipC5, die im Vektor pRhotHi-2 in den verschiedenen Expressionswirten E. coli, R. capsulatus und P. putida
synthetisiert wurden. Die Durchfiihrung des photometrischen pNPC-Aktivitatstests erfolgte bei einer
Reaktionstemperatur von 70 °C. Die Aktivitditen wurden auf gleiche Zellzahlen von E. coli, P. putida und
R. capsulatus normiert. Der entsprechende Wert des Leervektors wurde bereits von den dargestellten
Werten abgezogen. Exponentielle und stationdre Wuchsphasen sind als ,Exp.“ und ,Stat.” abgekirzt. Die
Analyse der Substartumsetzung erfolgte mit Proben, die aus der exponentiellen und stationaren Phase der
Kulturen entnommen wurden (Genaue Angaben zu der Probenentnahme sind dem Material und
Methodenteil 11.2.2.2.1, 1.2.2.2.2, 11.2.2.3, 11.2.2.4 zu entnehmen).
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