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I seem to have been only like a boy playing on the sea-shore, and diverting myself in
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1 Einleitung

1.1 Tenside

1.1.1 Eigenschaften von Tensiden

Jeder Mensch kommt téaglich mit Tensiden in Kontakt, mehr noch, Molekiile mit tensidi-
schen Eigenschaften sind dartiber hinaus, z.B. als Grundkomponente biologischer Memb-
ranen, ein elementarer Bestandteil aller Lebewesen. Der Begriff Tenside bezeichnet eine
Gruppe von Verbindungen, die sich durch oberflachenaktive Eigenschaften (daher die
englische Bezeichnung surfactant, abgeleitet von surface active agent (Rosen &
Kunjappu, 2012)) auszeichnen. Tenside sind amphiphile Molekile, d.h. sie bestehen aus
einem hydrophilen und einem hydrophoben Teil (Abb. 1. 1A). Diese Struktur erlaubt es
ihnen, sowohl mit polaren als auch unpolaren Komponenten zu interagieren. Sie orientie-
ren sich dabei bevorzugt an der Phasengrenze zwischen polar und unpolar, z.B. Was-
ser/Luft oder Wasser/Ol. Die hydrophoben Teile der Molekiile, meistens Acylketten, in-
teragieren mit der unpolaren Phase, wahrend sich die hydrophilen Gruppen zur polaren
Phase hin ausrichten (Lang & Trowitzsch-Kienast, 2002).

Die Spannung an den Oberflachen/Grenzflachen zwischen beiden Phasen wird dabei ver-
ringert. Die deutsche Bezeichnung ,Tensid“, abgeleitet vom lateinischen tendere/tensum
im Sinne von ,spannen/gespannt”, nimmt Bezug auf diese Eigenschaft, anhand derer zwei
KenngréRen von Tensiden bestimmt werden: Die maximale Reduktion der Oberflachen-
spannung an der Grenzfliche zwischen Wasser und Luft, sowie die kritische Mizellbil-
dungskonzentration, abgekiirzt CMC vom englischen critical micelle concentration. Die
Oberflachenspannung nimmt mit steigender Konzentration des Tensids immer weiter ab,
bei effektiven Surfactants sinkt sie von 72,5 mN/m auf ca. 35 mN/m und tiefer (Soberdn-
Chavez & Maier, 2011), bis eine bestimmte Konzentration erreicht ist, ab der zusatzliche
Zugabe von Tensid keine weitere Auswirkung auf die Oberflachenspannung mehr hat.

Bei dieser Konzentration ist die CMC erreicht, d.h. die Grenzflache ist mit Tensidmoleki-
len abgesattigt und diese beginnen, in Mizellen zu aggregieren. Mizellen sind Strukturen,
bei denen sich die hydrophilen Domanen nach auRen zur wassrigen Phase hin orientieren,
wahrend sich die hydrophoben Bereiche der Molekiile im inneren der Struktur aneinan-
derlagern (Abb. 1. 1B). In unpolaren Flissigkeiten ist die Mizellenstruktur dementspre-

chend umgekehrt (inverse oder Wasser-in-Ol-Mizellen, McNaught and Wilkinson, 1997;
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A Tensidmolekiil

~
Hydrophile Domédne  Hydrophobe Doméne

Abb. 1. 1 Schemata zum Aufbau von Tensiden und deren Verhalten in wassriger Losung. A Schematischer
Aufbau eines Tensidmolekdls. Rot: Polare oder geladene und somit hydrophile Domane. Blau: Hydrophobe
Domadne, meist aus Acylketten bestehend; B Tenside kdnnen in Wasser unterschiedliche Aggregate ausbil-
den, von links: Film an der Phasengrenze; Querschnitt durch eine Mizelle; Querschnitt durch eine Doppel-
schicht, aus der auch Liposomen gebildet werden kénnen.

Baeurle and Kroener, 2004). Abhéngig von Tensidkonzentration, Molekilstruktur, Tempe-
ratur und lonenstarke bilden sich auch andere Formen von Aggregaten wie Stabchenmi-
zellen, bilayer-Strukturen und Vesikel/Liposomen aus (Fabry, 1991; Lang & Trowitzsch-
Kienast, 2002). Dabei besteht zwischen monomeren Molekiilen in Losung und den Aggre-
gaten ein thermodynamisches Gleichgewicht. Zusammengehalten werden alle diese
Strukturen durch schwache Wechselwirkungen wie hydrophobe Interaktion und van-der-
Waals-Krafte (Soberdn-Chavez & Maier, 2011).

Die molekilspezifische CMC ist ebenfalls abhangig von Parametern wie lonenstarke und
Temperatur (Lang & Trowitzsch-Kienast, 2002).

Eine weitere definierende Eigenschaft von Tensiden ist ihre Fahigkeit, hydrophobe und
hydrophile Phasen zu vermischen, in dem z.B. bei Ol-in-Wasser-Emulsionen kleine Trop-
fen des Ols von einer Hiille aus Tensidmolekiilen umgeben werden, vergleichbar mit den
oben angeflihrten Mizellen. Aufgrund der dabei nach auRen zeigenden polaren Gruppen
des Tensids sind diese Strukturen in der wassrigen Phase |6slich. Umgekehrt bilden sich
beim Einsatz von eher hydrophoben Tensiden oder bei veranderten Verhaltnissen von
Wasser:Tensid:Ol umgekehrte Mizellen (Binks, 1993; McNaught & Wilkinson, 1997),

wodurch Wasser in unpolaren Flussigkeiten emulgiert werden kann (Schubert, 2005).
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Ein dhnlicher Effekt tritt beim Einsatz von Tensiden als Netzmittel (englisch wetting
agents) auf, welche die Spannung zwischen festen Oberflachen und Wasser durch Anlage-
rung an der Grenzflache herabsetzten und so eine besser Benetzung der Oberflachen er-
moglichen (Churaev, 2003; Matsuyama & Nakagawa, 1996a).

Zur theoretischen Einordnung von Tensiden beziglich ihrer Emulsionseigenschaften an-
hand der Molekilstruktur wurden verschiedene mathematische Modelle entwickelt, wie
z.B. der characteristic curvature value (Acosta et al., 2008), der hydrophilic lipophilic devi-
ation value (Salager et al., 1979; Witthayapanyanon et al., 2008) oder der hydrophilic lip-
ophilic balance value (HLB-Wert, Tabelle 1. 1; Davies, 1957; Davis, 1994). Bei Letzterem
werden verschiedenen chemischen Gruppen bestimmte Gruppenzahlen zugeordnet, die
Gesamtsumme der Zahlen der hydrophilen Gruppen mit der Gesamtsumme der hydro-
phoben Gruppen verrechnet und aus dieser Differenz folgend der HLB-Wert berechnet

(siehe auch 2.8.8).

Tabelle 1. 1 Empfohlene Einsatzgebiete fiir Tensiden nach HLB-Werten (nach Hauthal et al., 2003).

HLB-Wert des Tensides Verwendungszweck

1,5 bis 3 Schaummittel
3 bis 8 W/O-Emulgatoren
7 bis 9 Netzmittel
8 bis 18 0O/W-Emulgatoren
13 bis 15 Waschaktive Stoffe
12 bis 18 Losungsvermittler fiir wassrige Systeme

W/0 =Wasser in Ol; 0/W= Ol in Wasser

1.1.2 Klassifizierung von Tensiden

Anhand der Ladungseigenschaften ihrer hydrophilen Gruppen werden Tenside in vier
Gruppen eingeteilt (Fabry, 1991): Kationische, anionische, amphotere und nichtionische
Tenside.

Bei kationischen Tensiden enthdlt die hydrophile Gruppe eine positive Ladung, einge-
bracht durch primére, sekundare oder tertidre Amine (bei denen die Ladung pH-abhangig
ist) oder durch quartdre Amine (Esterquats) wie bei den quartaren Dialkylammoniumes-
tern. Die Hauptanwendung fiir kationische Tenside ist der Einsatz in Weichspllern (BASF,
2012). Zudem werden Liposomen aus kationischen Tensiden als Adjuvantien in Impfstof-

fen eingesetzt (Christensen et al., 2011) und dariber hinaus deren Einsatzmdoglichkeiten
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als Vektoren in Gentherapieanwendungen als Alternative zu viralen Vektoren diskutiert
(Xiong et al., 2011).

Die negative Ladung der anionischen Tenside ist meistens an einer Carboxylat- (-COQ’),
einer Sulfonat- (SO3’) oder einer Sulfatgruppe (SO4) lokalisiert (Lang & Trowitzsch-Kienast,
2002). Beispiele fiir Carboxylate sind die am langsten bekannten Tenside lGberhaupt, die
Seifen (d.h. Salze von freien Fettsaure), die seit der Antike durch Verseifung von Lipiden
gewonnen werden und von Galenos von Pergamon erstmals als Reinigungsmittel be-
schrieben wurden (Plinius, 79AD; Partington, 1999). Auch viele mikrobiell produzierte
Tenside, z.B. Rhamnolipide, Surfactin oder die offene Form der Sophorolipide fallen in
diese Gruppe. Daneben ist die Glycocholsidure als Bestandteil der Galle ein biologisch be-
deutendes Carboxylat-Tensid, das im Darm die Emulsion von Lipiden bewirkt (Hofmann &
Borgstroem, 1964).

Taurocholsdure, eine weitere Gallensdure, gehort zu den Sulfonat-Tensiden. Industriell
bedeutende Vertreter dieser Gruppe sind beispielsweise die linearen Alkylbenzolsulfona-
te, die heute, hauptsachlich durch ihren Einsatz in verschiedensten Reinigungsmitteln, mit
rund 36% Anteil an der Gesamttensidproduktion die meistproduzierten Tenside darstel-
len (BASF, 2012). Ein weiterer bekannter Vertreter der Sulfonate ist Natriumdodecylsulfat
(SDS), welches ebenfalls in vielen Reinigungsmitteln, aber auch in Kérperpflegeprodukten
Anwendung findet und zudem als proteindenaturierende Verbindung eine wichtige Rolle
in der biochemischen Forschung einnimmt (Laemmli, 1970). Mit anionische Tensiden
werden 44% des weltweit mit Tensiden gemachten Umsatz erwirtschaftet, wodurch diese
eine der 6konomisch bedeutendsten Tensidklassen darstellen (BASF, 2012).

Amphotere oder zwitterionische Tenside besitzen sowohl positiv als auch negativ gela-
dene Gruppen. Das hat zur Folge, dass sie je nach umgebendem pH-Wert als Anion, Kati-
on oder auch neutrales Molekiil vorliegen kdnnen. Beispiele sind Cocamidopropylbetain,
mit quartaren Amin und Carboxylat, CHAPS (quartdres Amin und Sulfonat) sowie Lecithine
und andere Phospholipide (tertidres Amin und Phosphat). Letztere bilden den Hauptbe-
standteil in biologischen Membransystemen, die sozusagen groRfldchige Aggregate dieser
Tenside darstellen. Lecithine (Gemische verschiedener Phosphatidylcholine) aus Soja oder
Hiihnereiern kommen als Emulgatoren in einer Vielzahl von Lebensmitteln zur Anwen-
dung (Zusatzstoff E 322), Cocamidopropylbetain und andere Betaine finden sich aufgrund

der Hautvertraglichkeit in vielen Korperpflegeprodukten. Des Weiteren hat sich der Zu-
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satz von amphoteren Tensiden wie Dodecylphosphocholin als sehr hilfreich fir die Aufkla-
rung der NMR-Strukturen von Membranproteinen erwiesen (Anatrace Inc., 2008).

Die vierte grolRe Gruppe stellen die nichtionischen Tenside, kurz auch als Niotenside be-
zeichnet, dar. Hier wird die hydrophile Domane durch ungeladene Gruppen wie Hydroxy-
Gruppen oder Zuckermolekiile gebildet. Industriell wichtige Vertreter sind Fettalkoho-
lethoxylate (FAE) und Alkylpolyglucoside (APG), aber auch Komponenten wie Lacton-
Sophorolipid, Tween20 (Polysorbat20), Triton-X und Octylglycosid werden zu dieser
Gruppe gezahlt. Niotenside finden inzwischen breite Anwendung in Reinigungsmitteln, da
sie im Gegensatz zu anionischen Tensiden in ihrer Tensidwirkung unempfindlich gegen-
Uber der Wasserharte sind und aufRerdem exzellente Niedrigtemperatureigenschaften
besitzen (BASF, 2012). Zudem bieten sie sich an zur Solubilisierung von Membranprotei-
nen (Morandat & El Kirat, 2007). Dariiber hinaus konnen Niotenside wie Polyglykoside
komplett auf Basis nachwachsender Rohstoffe (in diesem Beispiel Zucker und Ole) synthe-
tisiert werden, was sie im Sinne des Nachhaltigkeitsgedanken sehr attraktiv macht.

Diese Eigenschaften haben dazu gefiihrt, dass Niotenside inzwischen, gleich den anioni-
schen Tensiden, 44% des weltweiten mit Tensiden erwirtschafteten Umsatzes erzielen.
Zudem werden fir diese Tensidklasse die groRten Nachfragezuwachsraten prognostiziert

(Ceresana, 2012).

1.1.3 Anwendungen von Tensiden

Aufgrund der oben beschriebenen Eigenschaften und der Vielfdltigkeit der chemischen
Strukturen finden Tenside Anwendungen in vielen unterschiedlichen Bereichen.

Der grofte Teil der von der chemischen Industrie produzierten Tenside (55%) wird in den
verschiedensten Reinigungs-, Spil- und Waschmitteln in Haushalt und Industrie einge-
setzt (BASF, 2012; Ceresana, 2012). Diese Tenside werden auch als Detergenzien bezeich-
net, abgeleitet vom lateinischen , detergere” (reinigen). Weiterhin sind Tenside als Emul-
gatoren in vielen Kosmetikprodukten und Nahrungsmitteln zu finden, in pharmazeuti-
schen Anwendungen werden sie zudem auch in Form von Liposomen als drug delivery
system genutzt, um Wirkstoffe unmetabolisiert an den Zielort zu bringen (Wilczewska et
al., 2012). Weitere interessante Anwendungsgebiete sind in der Erdélindustrie zu finden,
wo Tenside, neben der Verwendung in Reinigungsmitteln fiir Tanks und Pipelines, in der

tertidren Phase der Olférderung eingesetzt werden. In dieser letzten Phase der Férderung
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werden Tenside in die Lagerstatten eingebracht und emulgieren die dort verbliebenen
40%-80% des Ols, die Giber die ersten beiden Phasen nicht gewonnen werden kénnen,
und ermoglichen so deren Forderung (Perfumo et al., 2010; Singh et al., 2007). In den
Fokus geraten Tenside auch immer wieder bei der Beseitigung von Olkontaminationen. So
wurden Tween80 und das Sulfonat-Tensid Aerosol OT (Dioctyl-natrium-sulfosuccinat)zur
Bekdmpfung des Olfilms nach der Explosion der Bohrplattform Deepwater Horizon im

Jahre 2010 eingesetzt (Larson, 2013).

1.2 Biotenside

1.2.1 Eigenschaften von Biotensiden

Im Zuge des Nachhaltigkeitsgedankens wird der Entwicklung von ,griinen” Technologien
auch in der chemischen Industrie im Bereich der Tenside immer mehr Aufmerksamkeit
geschenkt, was unter anderem durch die Markteinfiihrung ,,griiner”, umweltfreundlicher
Tensidproduktlinien durch Erdal-Rex, Henkel oder Ecover deutlich wird. Hier bedeutet das
die Produktion von Substanzen, die biologisch leicht abbaubar sind und nicht auf Basis
von Erdol, sondern aus nachwachsenden Rohstoffen wie Pflanzendlen, beispielsweise
Palmol oder Kokosol, und Alkoholen oder Zuckermolekiilen als hydrophile Komponenten
produziert werden kénnen (Clapés & Infante, 2002; Pinazo et al., 2011). Allerdings kon-
kurriert der groRflichige Anbau von Pflanzen zur Gewinnung von Ol oder Zucker fiir den
Einsatz in der chemischen Industrie mit Nahrungsmittelpflanzen um Anbauflachen, was
sowohl aus ethischen, als auch aus umweltpolitischen Griinden diskussionswiirdig ist
(vergleichend zur Produktion von Biodiesel und Ethanol fiir Kraftstoffe (Anton & Steinick,
2012; Endres, 2011)). Die aus nachwachsenden Rohstoffen durch klassische Chemie syn-
thetisierten Tenside werden zur Abgrenzung von petrochemischen Molekilen auf Erd-
Olbasis als Tenside oleochemischen Ursprungs bezeichnet. Oftmals werden sie auch unter
dem Begriff Biotenside genannt, das trifft aber nicht die eigentliche Bedeutung des Be-
griffs im Sinne von biologisch, also durch Organismen, hergestellten Tenside (Fiechter,
1992; Lang & Trowitzsch-Kienast, 2002).

Nahezu alle Organismen produzieren oberflachenaktive Substanzen, wie aus oben aufge-
flihrten Beispielen deutlich wird, zumindest in Form von amphiphilen Lipiden fiir den

Membranaufbau (Banat, 1995; Lang, 2002). Wirtschaftliche Bedeutung haben die Tenside
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aus hoheren Organismen vor allem in Form der Lecithine, die wie bereits erwahnt, als
Emulgatoren in Lebensmitteln eingesetzt werden. Im Allgemeinen, wenn von Biotensiden
oder Biosurfactants die Rede ist, bezeichnet dies aber mikrobiell produzierte Tenside, d.h.
amphiphile Metaboliten, die von verschiedenen Bakterien und Pilzen produziert werden.
Diese sind aufgrund der im Vergleich zu hoheren Organismen viel kiirzeren Generations-
zeiten, die damit hohere Raum/Zeit-Ausbeuten ermaoglichen, und der groRen strukturel-
len Diversitat von groBerem wissenschaftlichen und wirtschaftlichen Interesse als Tenside
aus Pflanzen und Tieren (Lang, 2002).

Mikrobielle Biotenside zeichnen sich durch geringe Toxizitat, biologische Abbaubarkeit
und damit ein gute Umweltvertraglichkeit aus, auRerdem besitzen sie haufig bessere
Schaumeigenschaften als petrochemische und oleochemische Tenside (Banat et al., 2000;
Cameotra et al., 2010; Desai & Banat, 1997; Mulligan, 2005), sowie gute dermatologische
Eigenschaften (Kanlayavattanakul & Lourith, 2010; Morita et al., 2013). Darliber hinaus
zeigen sie stabile Aktivitat auch bei extremen pH-Werten, lonenstarken und Temperatu-
ren (Cameotra & Makkar, 1998; Desai & Banat, 1997; Marchant & Banat, 2012).

Die Produktion von Biotensiden durch Fermentation von Mikroorganismen ermaéglicht die
Nutzung von nachwachsenden Rohstoffen (wie bei oleochemischen Tensiden), fiir viele
Biotenside konnte auch bereits eine Produktion auf Grundlage von organischen Abfall-
produkten, die in keiner Konkurrenz zu Nahrungsmitteln stehen, etabliert werden (Cagri-
Mehmetoglu et al., 2012; Das et al., 2008; Haba et al., 2003; Mukherjee & Das, 2010;
Nitschke et al., 2005; Saharan et al., 2012; Vecino et al., 2013; Wadekar et al., 2011).

Die oben aufgefiihrten Eigenschaften begriinden ein steigendes Interesse an Bio-
surfactants Uber die letzten Jahre (Jacques, 2011; Miller et al.,, 2012; Ryall, 2012;
Soberdon-Chavez & Maier, 2011).

1.2.2 Klassifizierung von Biotensiden

Ahnlich zu den Tensiden im Allgemeinen kénnen auch die Biotenside anhand Ihrer hydro-
philen Gruppen eingeteilt werden, die Hauptklassen sind Phospholipide/Fettsauren u.a.,
Glycolipide, polymere Biotenside und Lipopeptide (Lang & Trowitzsch-Kienast, 2002).

Wie die vielzelligen Organismen produzieren auch Bakterien und einzellige Pilze fir
grundlegende Zellfunktionen verschiedene amphiphile Molekiile, wie Phospholipide,

freie Fettsduren oder die Lipopolysaccharide der dufleren Membran von Gram negativen
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Bakterien. Diese essentiellen Zellbestandteile aus dem Primarmetabolismus stehen aber

nicht im Zentrum der Biotensidforschung, die sich eher mit Sekundarmetaboliten

beschaftigt.
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Abb. 1. 2 Strukturformeln verschiedener Biotenside. A Vollstandig acylierte Lactonform der Sophorolipide
aus Starmerella bombicola; B Mannosylerythritollipid aus Pseudozyma spec.; C Di-Rhamnolipid aus Pseu-
domonas aeruginosa, D Flavolipid aus Flavobacterium spec., E Beispiel fir Emulsan aus Acenitobacter
RAG-1.

Die am ausfihrlichsten beschriebene Gruppe dieser Sekundarmetaboliten bilden die Gly-
colipide, also Verbindungen aus hydrophoben C-Ketten mit Zuckermolekilen. Beispiele
fir Glycolipide sind Sophorolipide, Mannosylerythritollipide und Rhamnolipide
(Abb. 1. 2A-C).

Der am besten erforschte Produzent von Sophorolipiden ist Starmerella bombicola, bis
Anfang 2013 offiziell auch unter dem Namen Candida bombicola gefihrt (Van Bogaert et
al., 2007; Daverey & Pakshirajan, 2010; Ribeiro et al., 2013; Solaiman et al., 2007;
Takahashi et al., 2011), aber auch einige andere Hefen bilden dieses Surfactant (Van
Bogaert & Soetaert, 2011). Sophorolipide werden hauptsachlich als Lacton produziert,
daneben existiert aber auch die offenkettige anionische Form (Asmer et al., 1988; Otto et

al., 1999). Im Vergleich zu anderen Biotensiden kdnnen Sophorolipide durch Fermentati-
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on von S. bombicola mit sehr groBen Ausbeuten von bis zu 400 g/L produziert werden
(Roelants et al., 2013), weshalb diese Glycolipide die ersten Biotenside waren, die kom-
merzielle Anwendungen u.a. in Reinigungsmitteln fanden. Kirzlich konnte auch die Bio-
synthese aufgeklart werden. Beteiligt sind zwei Glycosyltransferasen, eine Acetyltrans-
ferase und eine P450-Monooxygenase, die die terminale Hydroxylierung der Fettsaure
katalysiert (Van Bogaert et al., 2013). Darilber hinaus ist fiir Sophorolipide auch ein spezi-
fisches Transportprotein bekannt. Alle fiir die Sophorolipidsynthese und Sekretion kodie-
renden Gene sind in einem Gencluster lokalisiert (Van Bogaert et al., 2013; Soetaert &
Van Bogaert, 2012).

Ebenfalls von Hefen, hauptsachlich von Vertretern der Gattungen Pseudozyma und Usti-
lago, werden verschiedene Formen der Mannosylerythritollipide (MEL) produziert
(Arutchelvi & Doble, 2011; Arutchelvi et al., 2008). Diese nichtionischen Glycolipide be-
stehen aus einem Zucker (Mannose), einem Zuckeralkohol (Erythritol) und ein bis drei mit
dem Zucker veresterten Acylresten (Abb. 1. 2B). Die Biosynthese erfolgt, zumindest in
Ustilago maydis, durch drei Acyltransferasen und einer Glycosyltransferase, deren Gene,
dhnlich wie bei den Sophorolipiden, zusammen mit einem Transportprotein in einem
Gencluster organisiert sind (Hewald et al., 2005, 2006).

Aufgrund ihrer dermatologischen Eigenschaften eignen sich MEL sehr gut als Zusatze von
Kosmetika (Morita et al., 2010, 2013; Yamamoto et al., 2012).

Aber nicht nur Fungi, auch viele Bakterien produzieren Glycolipide. Das am besten er-
forschte Beispiel ist die Produktion von Rhamnolipiden in Pseudomonas aeruginosa
(Abb. 1. 2C). Rhamnolipide bestehen aus ein oder zwei Rhamnosemolekilen, die mit ei-
nem B-Hydroxyfettsaure-Dimer (in Ausnahmeféllen auch nur mit einer Fettsdure (Déziel
et al., 1999)) verknipft sind (Abdel-Mawgoud et al., 2010).

Die Biosynthese erfolgt durch drei Proteine: Die Acyltransferase RhIA zur Generierung der
Fettsduredimere, die Glycosyltransferase RhIB zur Verknlipfung von Zucker und Fettsau-
redimer sowie die Glycosyltransferase RhIC, die gegebenenfalls die Bildung einer Bindung
zwischen Monorhamnolipiden und einem zweiten Molekil Rhamnose katalysiert
(Schmidberger et al., 2013). Rhamnose wird flr die Synthese in aktivierter Form als dTDP-
Rhamnose bereitgestellt, die (D)-B-Hydroxyfettsauren sind durch Bindung an Acylcarrier-
proteine (ACP) aktiviert. Die Konformation der Fettsdure und ihre Bindung an ACP legen

nahe, dass die Quelle fiir diese Vorlaufermetabolite die de novo-Fettsduresynthese ist
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(Lang & Trowitzsch-Kienast, 2002), was auch experimentell bestatigt wurde (Zhu & Rock,
2008). Hydroxy-Fettsduren aus der B-Oxidation ldgen als L-Isomer vor und sind durch Bin-
dung an CoenzymA aktiviert. Der Sekretionsmechanismus der Rhamnolipide ist bisher
nicht aufgeklart. Die Produktion des Biotensids durch P. aeruginosa ist komplex reguliert
und abhédngig von Mediumzusammensetzung, pH, Temperatur und in besonderem MaRe
von Quorum sensing (Nitschke et al., 2005; Reis et al., 2011). Wie beide oben aufgefiihr-
ten Biotenside stehen Rhamnolipide kurz vor dem kommerziellen Einsatz z.B. in Kosmeti-
ka (Lourith & Kanlayavattanakul, 2009; Miiller et al., 2012).

Viele weitere Bakterienarten aus verschiedenen Taxa produzieren ebenfalls diverse Gly-
colipide, wie z.B. Alcanivorax borkumenis, Rhodococcus sp., Arthrobacter sp., Serratia ru-
bidea, manche Stdmme von Serratia marcescens und Burkholderia glumae (Costa et al.,
2011; Lang & Trowitzsch-Kienast, 2002; Matsuyama et al., 2011; Passeri et al., 1991;
Pruthi & Cameotra, 2000; Shao, 2011; Toribio et al., 2010; Yakimov et al., 1998).

Ebenfalls Zucker als hydrophile Komponente besitzen die verschiedenen Emulsane
(Abb. 1. 2E), Vertreter der polymeren Biotenside (Gorkovenko, 1999; Smyth et al., 2010;
Zuckerberg et al., 1979). Bei diesen Surfactants sind anionische Bausteine aus drei acylier-
ten Aminozuckern zu hochmolekularen Substanzen mit einem Molekulargewicht von ca.
1000 kDa verbunden. Je nach Produzent kénnen diese Lipopolysaccharide auch noch mit
Aminosauren oder Proteinen verkniipft sein. Emulsane und verwandte Substanzen wie
Alasan werden hauptsachlich von Bakterien der Gattung Acenitobacter produziert
(Rosenberg & Ron, 2013, 1997). Die Biosynthese dieser Polymere erfolgt durch die Pro-
dukte grofler Gencluster, z.B. in Acinetobacter Iwoffii des 27 kb groRen wee-Clusters

(Nakar & Gutnick, 2001, 2003).

Die hydrophile Domane von Biotensiden kann aber nicht nur durch Zucker gebildet wer-
den. So Gbernimmt bei Liamocinen mit Mannitol ein Alkohol diese Funktion (Price et al.,
2013), im Falle von Flavolipiden aus Flavobacterium spec. besteht die hydrophile Kompo-
nente aus Citrat mit zwei Cadaverinmolekiilen an C; und Csz (Abb. 1. 2D). Letztere sind
verknipft mit methylierten Fettsduren (Bodour et al., 2004).

Oftmals bilden auch Aminosauren die hydrophile Komponente von Biotensiden. Dabei
reicht das Spektrum von einfachen Lipoaminosaduren, die haufig Bestandteil von Memb-

ranen sind (Geiger et al., 2010), bestehend aus ein oder zwei Aminosduren und Acylket-
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te(n), wie z.B. Ornithinlipide, Lysinlipide oder Cerilipine (Abb. 1. 3A) aus Ornithin und Tau-
rin (Kishimoto et al., 1993; Maneerat et al., 2006; Tahara & Kameda, 1976; Tahara et al.,
1976) bis hin zu Hydrophobinen (Abb. 1. 3C), als Ganzes amphiphatischen Proteine, die
von einigen Pilzen produziert werden (Sunde et al., 2008; Woesten & Wdsten, 2001).

Die prominenteste Klasse der aminosadurehaltigen Biotenside bilden aber die Lipopeptide
(Abb. 1. 3B und D). Diese oftmals zyklischen Metabolite bestehen aus einer einige Amino-

sauren langen Peptidkette, die mit Fettsaurederivaten verknlpft ist.

A fil lB

Abb. 1. 3 Strukturen verschiedener aminosaurehaltiger Biotenside. A Cerilipin aus Gluconobacter ceri-
nus; B Lipopeptidantibiotikum Daptomycin aus Streptomyces roseosporus; C Oberflachenmodell von Hyd-
rophobin HFBII aus Trichoderma reesei (pdb 2B97). Die hydrophilen Bereiche des 71 Aminosduren grofRen
Proteins sind rot eingefarbt, die hydrophoben hellblau. Die Modellierung erfolgte mit UCSF Chimera
(Pettersen et al., 2004) D Surfactin aus Bacillus subtilis.

Die Peptidkomponente wird nicht durch Ribosomen gebildet und besteht haufig nicht nur
aus einer Auswahl der 20 proteinogenen L-Aminosaduren. Auch p-Enantiomere und andere
Aminosauren konnen Bestandteil der Lipopeptide sein, wie es auch fiir andere nichtribo-
somale Peptidmetaboliten wie die Siderophore Enterobactin und Pyoverdin aus E-
scherichia coli bzw. Pseudomonas aeruginosa oder die Antibiotika der Gramicidin-Familie

aus Bacillus brevis bekannt ist (Burkhart et al., 1999; Meyer, 2000; Rusnak et al., 1991).
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Die Biosynthese von nichtribosomalen Peptiden erfolgt durch ein System von meist meh-
reren Multidomanenproteinen, den nichtribosomomalen Peptidsynthetasen oder NRPS
(Berti et al., 2007; Ongley et al., 2013).

Lipopeptidsynthese ist fir eine Vielzahl unterschiedlicher Bakterien publiziert, so bei-
spielsweise fir viele Arten der Gattungen Streptomyces, Pseudomonas, Serratia und Bacil-
lus (Burch et al., 2010; Jacques, 2011; Jang et al., 2013; Kuiper et al., 2004; Raaijmakers et
al., 2010; Saini et al., 2008). Am besten erforscht ist bisher die Produktion von Surfactin
(Abb. 1. 3D), einem Lipopeptid aus Bacillus subtilis, dass in den 60er Jahren des 20. Jahr-
hundert erstmals beschrieben wurde (Arima et al., 1968; Kakinuma et al., 1969). Es stellt
eines der effektivsten Tenside Uberhaupt dar (Minimale Oberflachenspannung 27 mN/m
(Yeh et al., 2008)).

Surfactin besteht aus L-Glutamat, L-Leucin, p-Leucin, L-Valin, L-Aspartat, b-Leucin, L-Leucin
und methylierten (p)-B-Hydroxyfettsauren, hauptsachlich 3-Hydroxy-13--
Methylmyristinsdure, also einer verzweigten Cq4-Kette (Nagal et al., 1996). Uber die Fett-
saure werden Leucin und Glutamat verknipft, so dass ein Cyklodepsipeptid entsteht. Wie

schon erwidhnt, vollzieht sich die Synthese der nichtribosomalen Peptide an Komplexen

SIfAA sSrfAB SrfAC srfAD sfp

ycxB yexD yczE
ycxA yexC

I I10.0 I20.0 I30.0 Kbp

Abb. 1. 4 Schematischer Aufbau des Surfactinsynthese-Genclusters. Die an der Surfactinsynthese beteilig-
ten Gene (Koumoutsi et al., 2004; Li et al., 2012) sind rot markiert. srfAA-C kodieren NRPS, die jeweils die
Bindung der verschiedenen Aminosauren katalysieren. srfAD ist ein Gen fiir eine zusatzliche Thioesterase,
sfp kodiert fiir eine Phosphopantetheinyltransferase (siehe Text 1.2.3.1, S.15). In Gelb dargestellt sind Gene
fiir nach bisherigem Kenntnisstand nicht direkt in die Synthese von Surfactin involvierte putative Proteine.
Die auf dem Mal3stab angegebenen Werte entsprechen 1000 Basenpaaren. Die Abbildung wurde erstellt
mit Clone Manager 9 auf Basis von Genbank JQ073775.1.1

aus Multimodulenzymen. Jedes Modul besitzt dabei mehrere Domanen mit unterschiedli-
chen katalytischen Aktivitdten (siehe auch Kapitel 1.2.3) und katalysiert Aktivierung und
Einbau von nur einer Aminosadure. Im Falle von Surfactin sind die direkt beteiligten Prote-
ine SrfAA, -B und -C mit 402 kDa, 401 kDa und 144 kDa, deren Gene mit srfAD in einem

Operon organisiert sind (Abb. 1. 4). An SrfAA wird die Biosynthese durch Verknipfung der
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Fettsdure mit L-Glu initiiert und die Peptidkette um L-Leu und p-Leu erweitert, SrfAB ver-
langert die Kette um L-Val, L-Asp und p-Leu (beide Proteine bestehen dementsprechend
aus drei Modulen), wahrend SrfAC die Bindung von L-Leu und den Ringschluss katalysiert
und fir die Dissoziation des Peptides vom Synthesekomplex sorgt (Peypoux et al., 1999;
Tanovic et al., 2008).

Die Aminosauren werden durch die Adenylierungsdomanen der NRPS aktiviert, die b-
Hydroxyfettsduren in diesem Fall, im Gegensatz zum Beispiel zur Lipopeptidsynthese in
Streptomyces roseosporus (Chooi & Tang, 2010), durch Ligation an CoenzymA (Kraas et
al., 2010). Auf Grund der tensidischen, antibakteriellen und antiviralen Eigenschaften von
Surfactin, gibt es groRes Interesse, die Produktionsbedingungen fiir dieses Surfactant auf-
zuklaren und zu optimieren (Cagri-Mehmetoglu et al., 2012; Jacques, 2011; Lee et al.,
2007; Seydlova & Svobodovad, 2008; Yeh et al., 2008). Daneben gilt es als ein Modell fir
Lipopeptidbiotenside. So ist das terminale Modul der Biosynthese, SrfAC, bisher unserem
Wissen nach die einzige vollstandige NRPS, deren Struktur aufgeklart wurde (Finking et

al., 2004; Tanovic et al., 2008).

1.2.3 Lipopeptide von Serratia marcescens

Ebenfalls seit den 1960er Jahren bekannt ist die Lipopeptidproduktion durch verschiede-
ne Serratia marcescens Stamme (Wasserman et al., 1961), diese Metaboliten sind aber in
den folgenden Jahrzehnten nicht so sehr in den wissenschaftliche Focus gelangt wie
Surfactin oder auch die Rhamnolipide aus P. aeruginosa. In der Folgezeit ist S. marcescens
eher durch einen anderen Sekundarmetabolit, das pharmakologisch sehr vielverspre-
chende rote Tripyrrol-Pigment Prodigiosin bekannt geworden (Chang et al., 2011; Liu et
al., 2013b; Williamson et al., 2006). Nichtsdestotrotz sind gerade in den letzten Jahren
mehrere Arbeiten erschienen, die mehr Licht auf die Lipopeptidsynthese werfen.

Serratia marcescens ist ein potentiell humanpathogenes Bakterium aus der Klasse der
Enterobakterien, das vor allem nosokomiale Infektionen bei immungeschwéachten Perso-
nen verursachen kann (Berthelot et al., 1999; Hejazi & Falkiner, 1997; Mahlen, 2011;
Maragakis et al., 2008; Voelz et al., 2010). Zusammen mit seiner Fahigkeit, multiple Anti-
biotikaresistenzen zu entwickeln, macht das dieses Bakterium zu einem ernstzunehmen-
den Krankenhauskeim (Maragakis et al., 2008; Sanchez et al., 1997, Sisirak & Huki¢, 2013;
Suh et al., 2010).
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Von verschiedenen Stammen der Art S. marcescens ist die Produktion unterschiedlicher
Biotenside bekannt, darunter Ornithinlipide (Hara-Hotta et al., 1991), verschiedene Gly-
colipide (Anyanwu et al., 2011b; Pruthi & Cameotra, 2000) und bislang drei Lipopeptide,
die mit Serrawettin W1, W2 und W3 benannt wurden (Matsuyama et al., 2011). Bisher
sind keine Stamme bekannt, die zwei oder alle drei Lipopeptide produzieren. Serrawettin
W2 und W3 sind zyklische Depsipeptide mit einer B-Hydroxyfettsaure, also strukturell
dhnlich aufgebaut wie Surfactin und werden, nach bisherigem Wissenstand, von nicht
pigmentierten S. marcescens-Stammen produziert (Matsuyama et al., 2011). Die Pep-
tidanteile beider Biotenside bestehen aus fiinf Aminosauren -Leucin, Serin, Threonin,
Phenylalanin und Isoleucin bei W2, zwei Serinreste, Threonin , Valin und Leucin oder Iso-
leucin bei W3 (lbrahim et al., 2013; Matsuyama et al., 1992). Zudem unterscheiden sich
die beiden Lipopeptide in der Lange der vorherrschende Fettsdurespezies (C1o bei W2, Cy,
bei W3). Uber die an der Biosynthese dieser beiden Biotenside beteiligten Proteine ist
bislang noch nichts bekannt. Serrawettin W1 ist ebenfalls ein zyklisches Lipopeptid, be-
sitzt aber eine vollig andere Struktur (Abb. 1. 5). Diese symmetrisch aufgebaute Verbin-
dung wird aus zwei Molekilen 1-Serin und zwei bp-B-Hydroxyfettsauren aufgebaut
(Dwivedi et al., 2008; Nakagawa & Matsuyama, 1993; Wasserman et al., 1962).

Serrawettin W1 wird haufig auch als Serratamolid bezeichnet, da dieses Biosurfactant
nach seiner Entdeckung 1961 so benannt wurde. Unter diesem Namen wurde es als Cyc-
lo(3-hydroxydecanoyl-L-seryl), beschrieben, also als zusammengesetzt aus zwei Serin- und
zwei B-Hydroxydecansdureresten. Inzwischen ist aber bekannt, dass in dem Biotensid
auch Kongenere (also Molekiile mit dem gleichen Grundgerist, in diesem Zusammenhang
synonym zu ,,Spezies”) zu finden sind, bei denen eine der beiden Acylketten des Molekils
durch eine kiirzere oder langere Fettsaure gebildet wird (Dwivedi et al., 2008; Hara-Hotta

et al., 1991; Matsuyama & Nakagawa, 1996a). Da in den Datenbanken fir chemische Ver-
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Abb. 1. 5 Struktur von Serrawettin W1. A Strukturformel von Serratamolid, einem Kongener des Serrawet-

—
B

tin W1, ein zyklisches Lipopeptid mit der Sequenz B-Hydroxydecansdure-Serin-B-Hydroxydecansaure-Serin;
B rdumliches Kalottenmodell von Serratamolid, erstellt mit Avogadro (Hanwell et al., 2012).
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bindungen (z.B. PubChem und ChemSpider) zudem die Bezeichnung Serratamolid unter
der CAS-Nummer 5285-25-6 spezifisch mit der Substanz Cyclo(3-hydroxydecanoyl-L-
seryl), verknipft ist, wird in dieser Arbeit fir das Biotensid, um Missverstandnissen vor-

zubeugen, durchgehend die eigentlich jingere Bezeichnung Serrawettin W1 verwendet.

1.2.3.1 Synthese von nichtribosomalen Peptiden am Beispiel Serrawettin W1

Mit diesem symmetrischen Aufbau mit nur einer Spezies von Aminosauren ist Serrawettin
W1 der einfachste bekannte Typ eines nichtribosomalen Peptids. Da damit nur Serin
durch die NRPS aktiviert werden muss, ist auch die Biosynthesemaschinerie weniger
komplex als z.B. die von Surfactin und es reicht ein NRPS-Modul, damit auch ein NRPS-
Protein aus, um dieses Lipopeptid zu synthetisieren (Abb. 1. 6). Als Serrawettin-
Synthetase konnte in S. marcescens ATCC274 das ca. 150 kDa grof3e Protein SwrW (Abb.
1. 6A) identifiziert werden (Li et al., 2005a), kodiert von einem ca. 4kb langem Gen
(Genbank Accession number AB193098.2). Dieses Protein besitzt die flir NRPS typischen
Domanen fir Kondensation, Adenylierung, Aminosaurebindung und Thioesterhydrolyse
(Apao et al., 2012; Li et al., 2005a).

Die Erkennung und Aktivierung der Aminosdaure, hier Serin, erfolgt durch die
Adenylierungsdomane (A), die die Aminosdure an den Phosphopantetheinrest der
Peptidyl Carrier-Protein-Domane (PCP) bindet. Phospopantethein ist eine CoenzymA
dhnliche prosthetische Gruppe mit einer terminalen SH-Gruppe, die kovalent an ein Serin
der Carrierproteine gebunden ist und Thioester mit den Sduregruppen von Aminosauren
(oder von Fettsduren im Falle von Acyl Carrier-Proteinen (ACP), die diese prosthetische
Gruppe ebenfalls beinhalten) ausbilden und die Subtrate so kovalent an das
Carrierprotein binden (Chan & Vogel, 2010). Durch die Bindung der Aminosdure an diesen
L»Arm“ wird es ermoglicht, dass diese von der in der dreidimensionalen Konformation
zentral gelegenen PCP-Domane der NRPS aus die aktiven Zentren aller drei katalytisch
aktiven Domanen erreichen kann (Tanovic et al., 2008). Aufgrund dieser Gruppe wird die
PCP-Domane auch als Phosphopantetheinyl-Doméane (PP) oder Thiolation-Domane (T)
bezeichnet. Die Kondensierungsdomane (Condensation domain, C) katalysiert die
Verknipfung der gebundenen Aminosaure mit der-B-Hydroxyfettsdaure. Die Thioesterase

(TE) katalysiert im letzten Schritt der Synthese die Spaltung des Thiosesters an der PCP-
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Domane und ermoglicht so die Zyklisierung des Peptids. Wie bei anderen NRPS sind die
Domanen vom N-Terminus gesehen in der Reihenfolge C-A-PCP-TE angeordnet.
Im Falle von Serrawettin W1 muss zur Synthese des rotationsymmetrischen Molekils der

oben beschriebene fiir NRPS grundlegende Mechanismus zweimal ablaufen (Abb. 1. 6B).
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Abb. 1. 6 Biosynthese von Serrawettin W1 A Schematischer Aufbau der Serrawettinsynthetase SwrW mit den
vier charakteristischen Doméanen eines NRPS-Moduls (PP ist gleicht bedeutend mit Peptidycarrierdomane).
Der Malstab zeigt die Lange in Aminosauren an. Die Abbildung wurde erstellt mit MyDomains (Hulo et al.,
2008). B Propagierter Ablauf der Biosynthese nach Li et al., 2005a. Der orangefarbene Kasten reprasentiert
SwrW, die dargestellten Syntheseschritte sind im Text naher erldutert. C: Kondensationsdomane, A: Adenylie-
rungsdomane, T: Thiolation-, also Petidylcarrierdomane, TE: Thioesterasedoméane. Die weiteren mutmallich
an der Synthese beteiligten Proteine sind das Acylcarrierprotein (ACP, griiner Kreis) zur Bereitstellung der
aktivierten Fettsduren und PswP (blau-violett), das einen Phosphopantetheinylrest (dargestellt durch die
Schlangenlinie) an einen konservierten Serinrest an der Adenylierungsdoméane bindet. ACP werden gewodhn-
lich von anderen PPT modifiziert (Finking et al., 2004), eine Beteiligung von PswP dabei ist also eher unwahr-
scheinlich. Die schematische Darstellung der Syntheseschritten an SwrW ist mit freundlicher Genehmigung
durch den Rechteinhaber aus Li et al., 2005a (©John Wiley & Sons, Inc. (Chichester), 2005) entnommen.




Einleitung

Daflir wird angenommen, dass die erste B-Hydroxyacylat-seryl-Einheit nach Hydrolyse des
Thioesters am katalytisch aktiven Serin der TE verbleibt. Damit befindet sich nach
Wiederholung von Adenylierung und Kondensation sowohl an der TE-Domane als auch an
der PCP-Domidne je ein B-Hydroxyacylat-seryl-Rest. Diese beiden in direkter
Nachbarschaft liegenden Molekiile reagieren miteinander, ahnlich wie es fiir die Synthese
von Gramicidin S propagiert wird (Trauger et al., 2000), zu einem Molekil, das nach
Losung der Bindung an der TE zyklisiert (Li et al., 2005a; Matsuyama et al., 2011).

Neben SwrW ist das Protein PswP essentiell fir die Biosynthese von Serrawettin W1.
PswP ist eine Phosphopantetheinyltransferase (PPT), die vermutlich fur die
postranslationale Bindung des Phosphopantetheins an die PCP-Domaéne veantwortlich ist
(Sunaga et al., 2004). Wie oben beschrieben ist die NRPS ohne diese prostethische
Gruppe nicht funktional. Dieses Enzym interagiert nicht nur mit SwrW, es besitzt auch ein
essentielle Rolle in der Aktivierung eines Enzyms aus der Prodigiosinsynthese (Sunaga et
al., 2004). Daneben wird die Prdasenz von Acyl-ACP zur Bereitstellung der aktivierten
Fettsduren als elementar vermutet. Ein experimenteller Nachweis in Form von ACP-
defizienten Stammen konnte aber noch nicht erbracht werden, moéglicherweise weil

dieses Protein essentiell fir elementare Zellfunktionen ist (Matsuyama et al., 2011).

1.2.3.2 Regulation der Serrawettin-Produktion in Serratia

Wie auch fiir andere Biotenside bekannt (Das et al., 2008; Satpute et al., 2010), ist die
Biosynthese von Serrawettin W1 komplex reguliert. Auswirkungen haben dullere Einflis-
se wie das Verhaltnis von Spurenelementen zueinander (Roldan-Carrillo et al., 2011), fur
die Kolonisierung verfligbare Oberflachen (Yamashita et al., 2001) und die Temperatur. So
wird Serrawettin wie auch Prodigiosin bei 30°C gebildet, bei 37°C jedoch nicht
(Matsuyama et al., 1986). Des Weiteren sind einige intrinsische Regulationsmechanismen
beschrieben. Involviert in die Reaktion auf duBere Einfllsse ist wahrscheinlich der PigP-
abhangige Regulationsweg, der auch die Prodigiosin-Synthese beeinflusst. PigP ist ein
Transkriptionsfaktor, dessen Aktivitat durch HexS (einem LysR-Typ-Regulator) und cAMP-
abhangige Katabolitrepression durch das cAMP-Rezeptorprotein (CRP oder CAP) gesteu-
ert wird (Shanks et al., 2013; Tanikawa et al., 2006). Uber HexS und PigP wird die Tran-
skriptionsstarke der Synthetasegene (also swrW und z.B. pigA) reguliert, nicht aber die

des PPT-Gens pswP (Tanikawa et al., 2006).
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Dariber hinaus ist die Produktion der Biotenside wohl abhangig von Quorum sensing ge-
steuerten Regulationsmechanismen, wie es auch von P. aeruginosa bekannt ist (Reis et
al., 2011). Ein Einfluss von kurzkettigen Homoserinlactonen auf Serrawettin W1 assozierte
Phanotypen wurde bei S. marcescens ATCC274 nachgewiesen, fiir die Serrawettin W2
produzierenden Stamme S. liguefaciens MG1 (jetzt S. marcescens MG1 (Labbate et al.,
2007)) und S. marcescens 121 sind Proteine aus der LuxR/I-Familie (zu der beispielsweise
auch LasR/I aus P. aeruginosa gehoéren) bereits bekannt, welche die Produktion des Li-

popeptids beeinflussen (Coulthurst et al., 2006; Das et al., 2008; Lindum et al., 1998).

1.2.4 Natiirliche Funktionen von Biotensiden

Analog zur ihrer strukturellen Vielfalt (1.2.2) werden Biotensiden eine ganze Reihe von
physiologischen Funktionen zugeschrieben, wobei ein Biotensid auch mehrere Funktionen
fir den produzierenden Mikroorganismus haben kann (Chrzanowski et al., 2012;
Raaijmakers et al., 2010; Ron & Rosenberg, 2001).

In Habitaten mit einem hohen Anteil hydrophober Verbindungen wie polyaromatischen
Kohlenwasserstoffen (PAH) aus Erdél konnte die Sekretion von Biotensiden den produzie-
renden Organismen helfen, diese als Nahrungsquelle verfiigbar zu machen, entweder
durch Emulsion der hydrophoben Komponenten oder durch Hydrophobierung der Zell-
oberflache, was die Anlagerung der Organismen an die hydrophoben Substanzen verein-
facht . Diese Funktion ist zumindest fiir Biotensidproduzenten, die z.B. aus dlkontaminier-
ten Boden isoliert wurden, anzunehmen, aber auch bei ubiquitdr verbreiteten Organis-
men, die eine Vielzahl von Kohlenstoffquellen nutzen kdnnen, ist eine solche Funktion zu
vermuten. So ist beispielsweise flir P. aeruginosa und S. marcescens nachgewiesen, dass
die jeweiligen Biosurfactants die Hydrophobizitdt der Zelloberflache erhohen (Bar-Ness et
al., 1988; Sotirova et al., 2009; Willumsen & Karlson, 1997; Zhang & Miller, 1992; Zhong
et al., 2008).

Auf eine weitere Funktion deutet die oft nachgewiesene Assoziation von Biotensidpro-
duktion mit einer bestimmten Form der Motilitdt auf Oberflachen, dem Schwarmen hin
(Partridge & Harshey, 2013; Raaijmakers et al., 2010; Ron & Rosenberg, 2001). Hier die-
nen oberflichenaktive Substanzen als wetting agent und ermdglichen so eine Uberwin-
dung der Spannung zwischen fester Oberflache und der Hiille der Mikroorganismen. Un-

ter Laborbedingungen auf Festmedien konnte bei vielen Arten eine vollstandige Repressi-
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on des Schwarmens nach Inaktivierung der Biotensidsynthese beobachtet werden, so z.B.
fir die Produzenten von Surfactin, Rhamnolipiden und Serrawettin W1 (Déziel et al.,
2003; Hamze et al., 2009; Kinsinger et al., 2003; Matsuyama & Nakagawa, 1996a, b). Un-
ter natirlichen Bedingungen ist diese Funktion, unter anderem, wichtig fir epiphytische
Organismen, die auf den Oberflachen von Blattern leben. Diese sind von einer wachsarti-
gen, hydrophoben Schicht, der Cuticula, Gberzogen (Jetter & Schéaffer, 2001). Die Produk-
tion von Biotensiden kann hier Adhdsion und Bewegung auf diesen Oberflachen erleich-
tern (Knoll & Schreiber, 1998; Schreiber et al., 2005). Bei dariber hinaus pflanzenpatho-
genen Organismen, wie Ustilago maydis oder Pseudomonas syringiae (Djamei &
Kahmann, 2012; Mansfield et al., 2012), konnte die Produktion dieser Substanzen als Vi-
rulenzfaktoren auch das Eindringen in das Pflanzengewebe unterstiitzen (D’aes et al.,
2010; Pauwelyn et al., 2013; Raaijmakers & Mazzola, 2012; Scholz-Schroeder et al., 2001).
Auch bei humanpathogenen Organismen wurden Biosurfactants als Virulenzfaktoren
identifiziert (Shanks et al., 2012; Zulianello et al., 2006). Neben Adhédsion und Motilitat
spielt hier deren Beitrag zum Aufbau von Biofilmen, einer relativ festen Matrix aus Exopo-
lysacchariden, Exoproteinen, DNA und Biotensiden, eine wichtige Rolle (Chrzanowski et
al., 2012; Raaijmakers et al., 2010). Biofilme kdnnen die Bakterien vor der Immunantwort
des Wirtsorganismus und auch vor Antibiotika schiitzen und so eine Abwehr der Infektion
verhindern (Jenkinson & Lappin-Scott, 2001).

Weitere Funktionen bei der Interaktion mit anderen Arten offenbaren die antimikrobiel-
len Eigenschaften der Biotenside (Bockmiihl, 2012a; Cadieux et al.,, 2008; Singh &
Cameotra, 2004; Sotirova et al., 2012; Wasserman et al., 1962). Diese lassen vermuten,
dass die Sekretion dieser Substanzen dazu dienen kann, das Wachstum potentieller Nah-
rungskonkurrenten zu hemmen, was vor allem in oligotrophen Habitaten einen Selekti-
onsfaktor darstellt (Soberéon-Chavez & Maier, 2011). Unterstiitzt wird diese Theorie durch
die Existenz spezifischer Resistenzmechanismen gegen Biosurfactants. So sekretiert Strep-
tomyces spec. ein spezifisch Surfactin-spaltendes Enzym als Reaktion auf die Prasenz diese
Lipopeptids im Medium (Hoefler et al., 2012).

Ferner wird eine Funktion in der Abwehr von FrafRfeinden, wie z.B. Nematoden diskutiert
(Pradel et al., 2007; Raaijmakers et al., 2010).

Neben der oben beschriebenen Nutzung von hydrophoben Kohlenstoffquellen kdnnten

Biotenside aufgrund der oftmals nachgewiesenen Fahigkeit, Komplexe mit Metallionen zu
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bilden (Asci et al., 2010; Bodour et al., 2003; Czaplicka & Chmielarz, 2009; Das et al.,
2009) als Siderophore zur Bereitstellung bestimmter Metallionen dienen. Aber auch eine
Detoxifikation von schadlichen Metallionen durch Chelation mit Biotensiden ware denk-
bar (Raaijmakers et al., 2010; Ron & Rosenberg, 2001). Dafir sprache z.B. der hohe Anteil
Biotensid-produzierender Stamme in Proben aus den Schwermetall reichen Abraumhal-
den von Blei/Zink-Minen (Soberdn-Chavez & Maier, 2011).

Eine Funktion unabhangig von den tensidischen Eigenschaften wird fiir die Sophorolipide
aus S. bombicola angenommen. Hier ist die Synthese der Glycolipide eine metabolische
Uberflussreaktion, die sekretierten Lipide dienen u.a. als extrazelluldrer Nahrstoffspeicher
(Van Bogaert et al., 2007).

Diese vielen unterschiedlichen physiologischen Funktionen der Biotenside, begriindet auf
die unterschiedlichen Eigenschaften, geben Hinweise auf mogliche biotechnologische

Anwendungsmoglichkeiten dieser Stoffklasse.

1.2.5 Biotechnologisches Anwendungspotential von Biotensiden

Als biotechnologische, gut umweltvertragliche Alternative zu petro- und oleochemisch
produzierten Tensiden sind die Biotenside immer mehr in den Fokus von Industrie und
anwendungsorientierter Forschung geriickt. So hatte der Markt an biobasierten Tensiden
2011 ein Volumen von 1,7 Mrd. US-Dollar und soll bis 2018 um fast 30% wachsen auf ca.
2,2 Mrd. US-Dollar (Transparency Market Research, 2012). Viele mogliche Einsatzfelder
wurden dabei fir verschiedene Biotenside evaluiert (Banat et al., 2000, 2010; Desai &
Banat, 1997; Mukherjee et al., 2006; Singh et al., 2007).

Aufgrund guter Reinigungseigenschaften auch bei niedrigen Temperaturen kénnen Bio-
tenside in Wasch- und Reinigungsmitteln bisher eingesetzte Detergenzien ergdanzen oder
ersetzen (Mukherjee, 2007; Miiller et al., 2012; Nguyen & Sabatini, 2011), mit den So-
phorolipiden gibt es auch bereits ein Beispiel fir eine erfolgreiche Marktplatzierung in
Reinigungsmitteln (Fraunhofer-Institut flir Grenzflichen- und Bioverfahrenstechnik,
2013). Zudem bieten die antimikrobiellen Eigenschaften vieler Biosurfactants einen zu-
satzlichen positiven Aspekt fir den Einsatz in Reinigungsmitteln.

Die darliber hinaus geringe Toxizitdt macht diese Substanzen zudem interessant fir An-
wendungen als Emulgatoren in Kosmetika, auch hier sind verschiedene Biotenside, so-

wohl Glycolipide als auch Lipopeptide, bereits positiv bewertet worden (Bockmiihl,
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2012b; Inoue, 1988; Kanlayavattanakul & Lourith, 2010; Lourith & Kanlayavattanakul,
2009). Fiir Mannosylerythritollipide ist darliber hinaus eine hautregenerative Wirkung
beschrieben worden, so dass zumindest diese Glycolipide nicht nur als biologisch produ-
zierter Emulgator, sondern auch als Wirkstoff interessant sind (Morita et al., 2010, 2013;
Ryall, 2012; Yamamoto et al., 2012). Antimikrobielle Effekte der Biotenside kénnten zu-
dem die Zersetzung von z.B. Cremes verlangsamen, so dass auf Konservierungsmittel ver-
zichtet werden konnte (Mandal et al., 2013).

Ahnliches gilt auch fiir den moglichen Einsatz als Emulgator in Nahrungsmitteln. Anwen-
dungen in der Nahrungsmittelindustrie, sowohl in den Endprodukten, wo mit den Lecithi-
nen bereits Biotenside, wenn auch keine mikrobiell produzierten, im groRen MaRstab
eingesetzt werden, als auch wahrend des Produktionsprozesses wurden dementspre-
chend auch bereits diskutiert und teilweise patentiert (Mandal et al., 2013; Nitschke &
Costa, 2007; Zezzi do Valle Gomes & Nitschke, 2012).

Zudem sind auch mogliche medizinische Anwendungen publiziert, sowohl als Wirkstoffe
oder Emulgatoren in Pharmazeutika, als auch aufgrund ihrer antiadhasiven Effekte auf
viele Bakterien, zur Beschichtung von Oberflachen, z.B. von Prothesen und Kathetern, um
die Gefahr von Infektionen zu vermindern (Cortés-Sanchez et al., 2013; Piljac et al., 2008;
Rodrigues et al., 2006; Stipcevic et al., 2006).

Vielversprechend fiir den Einsatz von Biosurfactants aufgrund ihrer biologischen Abbau-
barkeit sind auch alle Anwendungen, bei denen die Tenside direkt in die Umwelt gelan-
gen, so z.B. die Anwendung als Emulgator oder Wirkstoffverstarker in Pestiziden und
Dingemitteln (D’aes et al., 2010; Ongena & Jacques, 2008; Sachdev & Cameotra, 2013;
Strobel et al., 2005; Vatsa et al., 2010) oder in der Sanierung von mit Ol kontaminierten
Flachen (Cameotra & Makkar, 2010; van Hamme & Urban, 2009; Moldes et al., 2013;
Mulligan, 2005; Pérez-Armendariz et al., 2013). Dementsprechend standen Biotensid pro-
duzierende Organismen auch im Focus einiger Studien nach den Unfillen des Tankers
Prestige 2002 vor Spanien und der Bohrplattform Deep Water Horizon 2010 im Golf von
Mexiko (Beazley et al., 2012; Larson, 2013; Seth-Smith, 2010). Neben der Reinigung von
olkontaminierten Boden ist zudem, aufgrund der chelatbildenden Eigenschaften viele
Biotenside, vielfach ein moglicher Einsatz in der Sanierung von schwermetallkontaminier-
ten Flachen publiziert worden (Das et al., 2009; Lima et al., 2011; Mulligan, 2005; Singh &
Cameotra, 2013).
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Eine weitere Anwendung, die immer wieder diskutiert wird, ist Microbial Enhanced Oil
Recovery (MEOR), also ein Einsatz innerhalb der tertidren Phase der Olférderung (1.1.3).
Biosurfactants sollen dabei das im Boden verbliebene Ol emulgieren und so eine Férde-
rung ermoglichen. Hierbei werden drei Varianten diskutiert: Das Einbringen Biotensid
produzierender Stimme in die Olquelle, die Anreicherung des Olreservoirs mit ausge-
wahlten Nahrstoffen, um das Wachstum intrinsischer Biotensidproduzenten zu stimulie-
ren oder das Einbringen von gereinigten Biotensiden, analog zu der unter 1.1.3 angefihr-
ten klassischen Strategie der tertidren Olférderung (Harrington et al., 2007). Das Resultat
aller drei Varianten ist die Méglichkeit, weiteres Ol durch Ausspiilen mit Wasser an die
Oberflache bringen zu konnen. Auch fir diese Anwendungen sind vielversprechende Er-
gebnisse nach ersten Feldversuchen publiziert (Al-Sulaimani & Joshi, 2011; Banat, 1995;
Gudina et al., 2012; Joshi & Desai, 2013; Sen, 2008).

Bisher sind geringe Ausbeuten und hohe Kosten durch Produktion und downstream pro-
cessing, sowie die haufig auftretende Pathogenitat von Biotensidproduzenten die groRten
Hindernisse fir eine breite Verwendung von Biotensiden in industriellen Produktionspro-
zessen. Trotz eines wachsenden Interesses an nachhaltig produzierten Tensiden seitens
der produzierenden Industrie und des Marktes sind Biotenside fiir viele Anwendungen
daher bisher nicht mit den chemisch hergestellten Tensiden wettbewerbsfahig und eine
weitere Optimierung der Produktionsprozesse ist unabdingbar fiir einen kommerziellen
Einsatz dieser Naturprodukte (Foley et al., 2012; Miiller et al., 2012; Soberén-Chavez &
Maier, 2011; Syldatk & Hausmann, 2010). Eine Strategie ist hierbei die heterologe Produk-
tion von Biotensiden in etablierten Laborstimmen (Ochsner et al., 1996; Toribio et al.,
2010; Wittgens et al., 2011).

AuBerdem zeigt die Vielzahl der unterschiedlichen Strukturen und der damit einherge-
henden Eigenschaften, die zu den vielen verschiedenen Anwendungen fiihrt, dass es
sinnvoll sein kann, neben der Optimierung der Produktion der ,etablierten” Biotenside
auch nach Mdéglichkeiten Ausschau zu halten, um das Portfolio an verfligbaren Bio-
surfactants zu vergroBern. Dies kann z.B. durch genauere Charakterisierung von bereits
bekannten Biotensiden geschehen, deren Produktion und Eigenschaften bisher nicht so
viel Aufmerksamkeit wie beispielsweise Sophorolipide, Rhamnolipide, Emulsan und
Surfactin erfahren haben. Eine weitere Moglichkeit ist das Screening nach neuen Substan-

zen in Umweltproben.
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1.3 Funktionelles Screening von Metagenombanken

1.3.1 Metagenom

Ein auf Umweltisolaten basierendes Screening ist ein etablierter Weg zur ldentifizierung
neuer Biokatalysatoren, neuer Varianten von Biokatalysatoren oder bisher unbekannter
Sekundarmetabolite. Bislang sind schatzungsweise liber 99% aller auf der Erde lebenden
Mikroorganismen nicht beschrieben (Akondi & Lakshmi, 2013), somit 6ffnet sich dem
screenenden Wissenschaftler ein potentiell riesiger Pool an bislang nicht identifizierten
bioaktiven Molekiilen. Eine Moglichkeit des Screenings ist dabei, die in den Isolaten ent-
haltenen Mikroorganismen im Labor zu kultivieren und auf die gesuchten Eigenschaften
hin zu untersuchen. Mit Hilfe dieser Strategie konnten schon mehrfach Biotenside produ-
zierende Stamme in Umweltisolaten, z.B. aus PAH- oder Schwermetall-kontaminierten
Boden oder den Teergruben von La Brea in Kalifornien, identifiziert werden (Batista et al.,
2006; Belcher et al., 2012; Bodour et al., 2003; Burch et al., 2011; Hamed et al., 2012;
Janek et al., 2013; Passeri et al., 1991; Saravanan & Vijayakumar, 2012; Willumsen &
Karlson, 1997; Yakimov et al., 1998). Eine solche Vorgehensweise erfasst allerdings nur
Substanzen, deren Produzenten unter gegebenen Laborbedingungen kultivierbar sind, fir
manche Habitate entspricht das einem Anteil von ca. 1% aller Lebewesen (Amann et al.,
1995; Schloss & Handelsman, 2003). Das Metagenomkonzept eréffnet Moglichkeiten,
diese Limitierung zu umgehen.

Der Metagenomgedanke vereint das Konzept und die Methoden der Genomik, also die
Betrachtung der Gesamtheit der genetischen Information eines Organismus im weitesten
Sinne mit dem grundlegenden Gedanken der Metaanalyse im Wortsinne, der Betrachtung
von einem Ubergeordneten Standpunkt aus (Handelsman, 2004; Handelsman et al.,
1998). Das heiRt, Metagenomik betrachtet nicht nur die genetische Information eines
einzelnen QOrganismus, sondern die von allen Organismen eines ganzen Habitats, das
»Meta-Genom“, ohne dass jede einzelne Spezies isoliert und kultiviert werden muss. Der
Metagenomansatz ermoglicht es, auch die Informationen der nicht kultivierbaren Orga-
nismen auswerten zu konnen (Chen & Pachter, 2005). Dazu wird die Gesamt-DNA direkt
aus der Umweltprobe isoliert (environmental DNA oder eDNA) und analysiert. Diese Me-

thode liefert Einblicke in die Vielfalt und Zusammensetzung von mikrobiellen Gemein-



Einleitung

schaften (Schmeisser et al., 2003; Venter et al., 2004; Yooseph et al., 2007), dariber hin-
aus bietet sie aber auch den Zugang zu Genen fiir die Synthese von Enzymen und Sekun-
darmetaboliten der nicht kultivierbaren Organismen. Dabei sind zwei Strategien etabliert:
Im sogenannten sequenzbasierten Ansatz werden durch Oligonukleotide (Gensonden
oder (degenerierte) Primer) Sequenzmotive detektiert, die dhnlich in bereits bekannten
Enzymen identifiziert wurden. Gene mit diesen Motiven werden dann gezielt amplifiziert,
kloniert und die Klone auf die gewiinschte Eigenschaft hin untersucht (Ferrer et al., 2005;
Galvao et al., 2005; Piel, 2011). Dabei konnen natlirlich nur Gene aufgespirt werden, die
eine grolere Homologie zu bereits bekannten Genen haben.

Beim funktionsbasierten Screening wird das Metagenom in Fragmente zerlegt und eine
sogenannte Metagenombibliothek oder —bank angelegt, indem die Fragmente in einen
etablierten Laborstamm eingebracht werden. Diese Bibliothek aus Klonen des La-
borstammes, die idealerweise alle unterschiedliche Fragmente des Metagenoms beinhal-
ten, wird auf die gewlinschte Eigenschaft hin durchmustert (Schloss & Handelsman, 2003,
2005; Streit & Schmitz, 2004). Zwar hat auch der Metagenomansatz Limitierungen, so
muss beispielsweise beim funktionsbasierten Screening vor allem vorausgesetzt werden,
dass die Gene aus der eDNA durch die verwendeten Laborstédmme heterolog aktiv expri-
miert werden. Durch mangelhafte Promotorerkennung, ineffiziente Translation durch
unterschiedliche Codonverwendung, Fehlfaltung der Proteine, fehlender posttranslatio-
naler Modifizierung oder Toxizitdt der Genprodukte flir den Wirtsstamm gehen wohl viele
Treffer verloren (Francis & Page, 2010; Liu et al., 2009a; Rosano & Ceccarelli, 2009; Zheng
et al., 2011). Diese Verluste lassen sich aber z.B. durch Wahl geeigneter Expressionssys-
teme und das simultane Screening in unterschiedlichen Wirtsorganismen reduzieren
(Craig et al., 2010; Troeschel et al., 2012).

Viele Studien konnten das Potential von metagenomischen Ansdtzen in Bezug auf die
Identifizierung neuer fiir die Biotechnologie interessanter Biokatalysatoren bereits zeigen
(Chow et al., 2012; Elend et al., 2006; Erich et al., 2012; Fernandez-Alvaro et al., 2010;
Ferrer et al., 2009; Schmeisser et al., 2007; Steele et al., 2009; Voget et al., 2003).

1.3.2 Sekunddrmetaboliten aus dem Metagenom
Ein Metagenomscreening kann nicht nur bei der Suche nach neuen Enzymen hilfreich

sein. Darliber hinaus wurde diese Strategie bereits erfolgreich zur Identifizierung neuer
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Sekundarmetaboliten (Tabelle 1. 2) und deren Synthesewege etabliert (Brady et al., 2009;
Cragg & Newman, 2013; Igbal et al., 2012; Kennedy et al., 2011; Piel, 2011; Steele et al.,
2009; Wenzel & Miiller, 2005; Wilson & Piel, 2013). Eine Herausforderung dabei ist, nicht
nur einzelne Enzyme aktiv exprimieren zu missen, sondern vollstandige Synthesewege.
Voraussetzung dafiir ist eine gewisse GrolRe der eDNA-Fragmente, um ganze Biosynthe-
secluster -z.B. fur Surfactin >30 kb (Li et al., 2012, Abb. 1. 4)- zu beherbergen. Dafiir bie-
ten sich Klonierungssysteme wie Bacterial Artificial Chromosomes (BAC), Fosmide (F-
Plasmid basierte Vektoren) oder Cosmide (Vektoren fiir Phagen basierte Transduktion mit
cos site) an (Streit & Schmitz, 2004; Wilson & Piel, 2013).

Im Falle eines funktionsbasierten Screenings ist zudem die Entwicklung eines geeigneten
und effizienten Screeningsystems notig. Sehr gut durchzufiihren sind naheliegender Wei-
se Screenings auf Pigmentproduktion, aber auch auf antibiotische Eigenschaften. Hier
werden die Metagenomklone auf die Fahigkeit hin betrachtet, das Wachstum des Zielbak-
teriums, z.B. B. subtilis, zu inhibieren. Antimikrobielle Substanzen sind dementsprechend
auch relativ haufig Ziel von Metagenomscreenings (Brady et al., 2002, 2009; Steele et al.,
2009). Andere Assays detektieren gezielt die aktive Expression von Phosphopantethei-
nyltransferasen, die, wie oben beschrieben, essentiell fiir die Aktivitdt von NRPS (und
auch von Polyketidsynthasen (PKS)) und haufig Bestandteil der entsprechenden Biosyn-

thesegencluster sind (Owen et al., 2012). Darliber hinaus ist auch eine Analyse jedes ein-

Tabelle 1. 2 Beispiele fiir bei Metagenomscreenings identifizierten Sekundarmetaboliten. Aufgefiihrt ist
jeweils, neben der Bezeichnung, die Screeningmethode und der Ansatzpunkt des Screenings.

Metabolit Screening Referenz ‘
Acyl-Aminosauren funktionsbasiert, antibakteriell (Brady & Clardy, 2005a; Brady et
al., 2002)
Palmitoylputrescin funktionsbasiert, antibakteriell (Brady & Clardy, 2004)
Patellamid D funktionsbasiert, HPLC-MS (Long et al., 2005)
Indolotryptoline sequenzbasiert, Oxy-Tryptophan dimerization (Chang & Brady, 2013)
gene
Violaceine funktionsbasiert, Pigmentierung (Brady et al., 2001)
Terragin E funktionsbasiert, HPLC-MS (Wang et al., 2000)
Sulfo-Teicoplanin sequenzbasiert, Couplingenzyme aus Glyco- (Banik & Brady, 2008)
aglycone peptidclustern
Psymberin sequenzbasiert, Ketosynthasen aus PKS (Fisch et al., 2009)
Polytheonamide sequenzbasiert, Peptidgerist (Freeman et al., 2012)
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zelnen Klons per HPLC auf Sekundarmetabolitproduktion publiziert, eine allerdings etwas
aufwandigere Methode (Piel, 2011). Alternativ kann auch sequenzbasiert gescreent wer-
den, in dem die eDNA auf bestimmte konservierte Motive z.B. von NRPS oder PKS durch-
sucht wird (Wilson & Piel, 2013).

Beziiglich der Suche nach Biosurfactants im Speziellen sind bisher unserem Wissen nach
noch keine Metagenomstudien veroffentlicht worden. Aufgrund der strukturellen Diversi-
tat dieser Metabolitklasse und den damit verbundenen vielen unterschiedlichen Biosyn-
thesegenen (siehe 1.2.2) bieten sich hier funktionsbasierte Screeningmethoden an. Zur
Detektion von Biosurfactant produzierenden Organismen oder aktiverer Varianten dieser
Stamme wurde in der Vergangenheit meist auf Assays zuriickgegriffen, durch die Aktivita-
ten detektiert werden, die fiir viele Biotenside typisch sind, wie z.B. Haemolyse oder die
Komplexierung von Methylenblau (Pinzon & Ju, 2009; Saravanan & Vijayakumar, 2012).
Auch antibakterielle Screenings wiirden in diese Kategorie passen. Diese Methoden sind
allerdings nicht spezifisch fir oberflachenaktive Substanzen.

Tensidische Eigenschaften kdnnten durch die Emulsionseigenschaften oder die Oberfla-
chenspannung von Kulturiiberstdnden nachgewiesen werden, wie durch Emulsifikations-,
drop collapsing- und grid-Assay (Chen et al., 2007; Saravanan & Vijayakumar, 2012). Dafir
muss allerdings jeder Klon der Metagenombibliothek in Fllssigkultur angezogen werden,
was zeit- und arbeitsaufwandig ist. Vor relativ kurzer Zeit ist aber mit dem atomized oil
assay eine Methode zur Detektion von oberflaichenaktiven Substanzen auf Festmedien

entwickelt worden, die eine Hochdurchsatzdurchmusterung von Metagenombibliotheken

-

—
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Abb. 1. 7 Mikroskopische Aufnahmen zum atomized oil assay Paraffin-Tropfchen auf LB-Agar. A ohne
Tenside; B mit dem Lipopeptid-Biotensid Syringafactin (rechts). Oben jeweils eine Aufsicht, darunter eine
Seitenansicht. Der Balken repradsentiert 0,2 mm. Die Abbildungen sind entnommen aus Burch et al.,
2010,© American Society for Microbiology, mit freundlicher Genehmigung des Rechteinhabers.
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auf die Produktion von Biotensiden hin erlaubt (Burch et al., 2010, 2011). Dieser Assay
nutzt aus, dass bei Anwesenheit von Tensiden eine moglichst kleine Kontaktflache zwi-
schen Agar und darauf aufgebrachter mikroskopisch kleiner Oltrépfchen und damit ein
groRerer Winkel zwischen Agaroberfliche und Oloberfliche thermodynamisch bevorzugt
wird, was in einheitlich geformten, runden Oltrépfchen resultiert. Ohne Tenside nehmen
die Oltrépfchen auf dem Agar eine ungeordnete, flachere Form an (Abb. 1. 7).

Regionen mit einheitlich runden Oltropfen weisen ein anderes Lichtbrechungsverhalten
auf als Regionen mit flachen Tropfen, was in der Ausbildung eines bei indirektem Lichtein-
fall sichtbaren Hofes um die Biotensid produzierenden Kolonien herum resultiert (Burch
etal., 2010).

Die Anwendung eines solchen high throughput assays, speziell zur Detektion oberfla-
chenaktiver Substanzen, bietet gute Chancen, in Metagenombanken auch neue Biotensi-

de zu identifizieren (Kennedy et al., 2011).
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1.4 Zielsetzung dieser Arbeit

Biotenside sind eine interessante Klasse von Metaboliten mit vielen potentiellen Anwen-
dungen in Biotechnologie, Medizin und Umwelttechnik. Zu den mikrobiell produzierten
oberflachenaktiven Substanzen gehoren strukturell und vom metabolischen Ursprung her
sehr unterschiedliche Molekiile, deren strukturelle Vielseitigkeit sich auch in ihren chemo-
physikalischen und biologischen Eigenschaften wiederspiegelt. Deshalb ist es sinnvoll, die
Palette an verfligbaren Biotensiden zu erweitern und neuen Substanzen mit wieder ande-
ren Eigenschaften und Anwendungsmadglichkeiten fiir biotechnologische Prozesse zu er-
schliefRen. In dieser Arbeit sollen zwei unterschiedliche Ansatzpunkte verfolgt werden, um
dieses Ziel zu erreichen: Einerseits die Etablierung der Produktion eines zwar schon lange
bekannten, aber diesbezliglich nicht ndher betrachteten Biotensids in Gestalt des Serra-
wettin W1, andererseits die Evaluierung des Metagenomscreenings als Strategie zur De-
tektion von neuen Biotensiden.

Im ersten Teil sollen Strategien fiir die Produktion von Serrawettin W1 entwickelt werden.
Mit den Sophorolipiden, den Mannosylerythritollipiden und den Rhamnolipiden sowie
dem polymeren Emulsan gehdren die meisten bisher fiir biotechnologische Anwendun-
gen nadher in Betracht gezogenen Biotenside zu den Glycolipiden, die ebenfalls anwen-
dungsbezogen interessante Klasse der Lipopeptide ist mit Ausnahme des Surfactins dies-
bezlglich wenig untersucht.

Serrawettin W1 ist ein solches Lipopeptid, das bisher trotz interessanter Eigenschaft
kaum unter dem Gesichtspunkt der biotechnologischen Produktion und Anwendung be-
trachtet wurde. In dieser Arbeit sollen Grundlagen fiir die Produktion im homologen Wirt
Serratia marcescens untersucht werden und dariiber hinaus Alternativen zum Einsatz die-
ses humanpathogenen Organismus in der Produktion etabliert werden. So soll die hetero-
loge Expression der Biosynthesegene fiir dieses Lipopeptid evaluiert und etabliert wer-
den, was nicht nur das Problem der Pathogenitat von S. marcescens umgeht, sondern die
Produktion zudem unabhangiger von zelluldren Regulationsnetzwerken des homologen
Wirtes macht.

Im zweiten Teil sollen nach Entwicklung neuer Tools fiir die Konstruktion von Metage-
nombanken in Kombination mit Methoden zum Hochdurchsatzscreening Klone einer Me-
tagenombank auf die Produktion von Substanzen mit tensidischen Eigenschaften hin un-

tersucht werden. Im Anschluss an die Identifizierung sollen diese Substanzen isoliert, ihre
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Struktur aufgeklart werden, sowie eine initiale Charakterisierung ihrer chemo-
physikalischen und biologischen Eigenschaften erfolgen. Dariiber hinaus sollen die an der
Biosynthese beteiligten eDNA- Gene bestimmt werden, um Einblicke in die Biosynthese zu
gewinnen. Einen Uberblick tiber den Ablauf eines solchen Biotensid-orientierten Metage-

nomprojekt gibt Abb. 1. 8.

Isolierung von
metagenomischer DNA aus
geeigneten Habitaten

| &

Transformation
geeigneter Wirtsstamme

Klonierung der eDNA-
Fragmente in die Vektore

y
Produktion und
Aufreinigung der
Biotenside

Charakterisierung
identifizierter Substanze

Abb. 1. 8 Schematischer Uberblick iiber den allgemeinen Ablauf eines Metagenomprojektes zur Identi-
fizierung von Biotensid-Synthesewegen.
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2 Material und Methoden

2.1 Verwendete Bakterienstamme

Tabelle 2. 1 Ubersicht iiber die verwendeten Bakterienstimme und deren Genotypen

Stamm Genotyp Referenz
Bacillus subtilis TEB1030

Marburg 168

Chromobacterium violace-  Variante von ATCC31532, defizient fiir Violacein

Wildtyp (Kunst et al., 1997)

(McClean et al., 1997)

um CV026 Produktion
Corynebacterium glutami-
Z 2 Wildtyp (Abe et al., 1967)
cum ATCC13032
Erwinia billingiae Eb661 .
Wildtyp (Mergaert et al., 1999)
DSM17872
F ompT hsdSB(rB° mB’) gal dcm (A1ts857 ind1 (Studier & Moffatt,

Escherichia coli BL21 (DE3) .
Sam7 nin5 lacUV5-T7genel) 1986)

Escherichia coli BL21 Gold F ompT hsdSB(rB"mB’) gal dcm” endA Tet" Hte Agilent (USA)
F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80lacZAM15

Escherichia coli DH10b AlacX74 endA1 recAl deoR A(ara,leu)7697 (Durfee et al., 2008)
araD139 galU galK nupG rpsL A-
supE44 A (lacZYA-argF)U196 (©80DlacZM15) (Woodcock et al.,

Escherichia coli DH5a .
hsdR17 recAl endA1 gyrA96 thi-1 relAl 1989)

Pseudomonas aeruginosa Wildtyp, zur Verfligung gestellt von der Arbeits-
2 ol HIEE (Holloway et al., 1979)

PAO1 gruppe Dieter Haas (Lausanne, CH)
Pseudomonas putida . (Bayley et al., 1977;
Wildtyp
KT2440 Nelson et al., 2002)
. (Labrum & Bunting,
Serratia marcescens . .
Wildtyp 1953; Winkler &
DSM12481, (W225) L
Timmis, 1973)
Serratia marcescens subsp. (Colwell & Mandel,
marcescens DSM30121, Wildtyp 1965)
(ATCC13880)
Sorangium cellulosum . (Schneiker et al.,
Wildtyp
DSM53796 2007)

Die Bezeichnungen der Genotypen entsprechen der allgemeinen Nomenklatur fiir E. coli

(Bachmann, 1990).



Material und Methoden

2.2 Verwendete Plasmide

Tabelle 2. 2 Ubersicht iiber die verwendeten Plasmide und Vektoren

amyE’ ‘amyE ColE1 cos gfpmut3* Km®

pEBP18 3 o, (Troeschel et al., 2012)
Cm™ MCS minR’ P17 Py,
pET22b ColE1 Pr;®10laclq, AmpR EMD Millipore
. R (Staskawicz et al., 1987;
pLAFR3 Cos sites Tet” Plac mob
Vanbleu et al., 2004)
pMMB207 cm”® RSF1010-lacl®/P.y. (Morales et al., 1991)
pVLT33 KmR, RSF1010-lacl’/P,,. (de Lorenzo et al., 1993)
pLAFR3 mit 2 T7 Promotoren und MCS
pCEV2 durch Einbau des Oligonukleotids “ T7-  diese Arbeit
MCS-T7”
pCEV2 mit Metagenomfragment aus . .
pCEV2-TB303 diese Arbeit

PEBP18-SA343

pEBP18-SA354

pPETSwrW-CHis
pET-NAS354

pET-NASE103A

pMA-RQ-T7-MCS

pMMB-EbiNRPS

pVLT-SwrW

pVLTSwr-CHis

pEBP18 TB303 (Trdschel, 2010)
pEBP18 mit einem 3,3kb Fragment
metagenomischer DNA inklusive
NAS343

pEBP18 mit einem 8,8kb Fragment
metagenomischer DNA inklusive
NAS354

pET22b mit swrW aus S. marcescens
DSMZ12481, (Xbal, Xhol)

pET22b containing the NAS354 gene
pET22b containing the NAS354 gene
with Glu103 substituted by Ala

Amp®, enthilt T7-MCS-T7

pMMB207 mit putativen NRPS-Gen aus
E. billingiae (Xbal,Sall)

pVLT33 mit swrW aus S. marcescens
DSMZ12481

pVLT33 mit swrW-mit C-terminalen
His-tag

(Tréschel, 2010)

(Troschel, 2010)

diese Arbeit,
diese Arbeit
diese Arbeit

diese Arbeit, Gene-
Art/Invitrogen

diese Arbeit,

diese Arbeit

diese Arbeit,
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2.3 Verwendete Oligonukleotide

Tabelle 2. 3 Ubersicht iiber die verwendeten Oligonukleotide Erkennungssequenzen fiir Restriktionsendo-

nukleasen sind hervorgehoben, durch Primer eingefiigte Mutationen unterstrichen.

BAec354-LPLAT-bw1

BAec354-LPLAT-fwl

BA354 E103A QC

BA354 E103A QCbw

Ebi-NRPS His rev
EbiNRPS-160

lac frag up
M13-24R
pCEV2seq

coli RT rpoD dn

coli RT rpoD up

RT TB mid S1

RT TB mid S2

RT TB start Al

RT TB start A2

ST SwrW seql
ST SwrW seq2
ST SwrW seq3
SwrW down
SwrW Histag rev
SwrW Histag rev
SwrW up pVLT

SwrW rev

ATATCTCGAGCTCAGGCTGGGTGGTGTGCA  Xhol

ATATCATATGCAAGACACCACGTTACTC Ndel

GGCCAGATTGCCGCAGTGTCGGCCTTG

CAAGGCCGACACTGCGGCAATCTGGCC

ATACTCGAGGTGTGGATGAGTTTCGCGG Xholl

CGTCTAGATCAGACGACCATCTCTC Xbal

TGAGCGGATAACAATTTCAC

CGGATAACAATTTCACACAGG
TTCCCAGTCACGACGTTGTAAA
CTGCGTTCGGGTCAACAAAG

CAGGTTCAATGCTCCGTTGC

ACACTACCATCATCGGAAGCC

TAGCATTCCCAATCCGCTTC

ATGACCCCCATCAAAACCAC

TTGCACCGCCTTCAAAATCG

TGGGCGTGCCGGTACATAA

CGCAAGGCGTACATCAATTCC

GTAACGCTTTGCGATCCAG

AAATCTAGACCGGCTGATGTGGTAA Xbal

ATTACTCGAGAGGAAGATTGCCGAGCATC Xhol

ACATTCTAGATAGCAGCCGGATCTCAGT Xbal
AAAGAATTCAATGTTCGAGTGCTTGGC EcoRI
CTCTCATCCGCCAAAACAG

PCR NAS354 fiir pET-NAS354

PCR NAS354 fir pET-NAS354

Austausch E103A in
pETNAS354
Austausch E103Ain
pETNAS354

PCR fiir pMMB-EbiNRPS

PCR fiir pMMB-EbiNRPS

Sequenzierung pCEV2 anti-
sense

Sequenzierung pVLT/pMMB
Sequenzierung pCEV2
RT und g-PCR von rpoD

RT und g-PCR von rpoD

RT und g-PCR Fragment 2
von pCEV2 TB
RT und g-PCR Fragment 2
von pCEV2 TB
RT und g-PCR Fragment 1
von pCEV2 TB
RT und g-PCR Fragment 1
von pCEV2 TB

Sequenzierung von swriW

Sequenzierung von swrW

Sequenzierung von swriW
antisense

PCR SwrW fir pVLT-SwrW
PCR SwrW fir pETSwr-CHis
PCR SwrW fiur pVLTSwr-CHis

PCR Swrw

Sequenzierung pVLT anti-
sense
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Synthetisiertes Fragment, siehe Abb. 3.2.

T7-MCS-T7 1 Konstruktion von pCEV2
T7prom TAATACGACTCACTATAGG Sequenzierung pET

Sequenzierung pET antisen-
T7term GCTAGTTATTGCTCAGCGG

se

2.4 Chemikalien und Enzyme

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Antibiotika, Chemikalien und Enzyme wurden
von den folgenden Firmen in p.A.-Qualitat bezogen:

Antibiotika: Serva (Heidelberg), Sigma (Deisenhofen), Applichem (Gatersleben)
Chemikalien: Fluka (Sternheim), Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe), Sigma (Deisenh-
ofen), Serva (Heidelberg), Applichem (Gatersleben)

Medienkomponenten: Roth (Karlsruhe), Fluka (Sternheim), Difco (Detroit, USA), Fiebig
Nahrstofftechnik (Idstein-Niederauroff/Taunus), Sensas (Konigs Wusterhausen)

Enzyme: Restriktionsenzyme stammen von den Firmen Thermo Fisher Scientific
/Fermentas (Schwerte) und New England Biolabs (Schwalbach).

Weitere Enzyme wurden von folgenden Firmen bezogen: Lysozym von Sigma (Deisenh-
ofen), T4-DNA-Ligase von Fermentas (Schwerte) oder Roche (Basel), Calf intestine alkaline
Phosphatase (CIAP), T4-Polymerase, Klenow-Fragment und Phusion- Polymerase von
Thermo Fisher Scientific /Fermentas (Schwerte).

Antikorper: Der  Zweitantikorper  (Ziege-Anti-Kaninchen-Meerrettich-Peroxidase-

Konjugat) wurde von der Firma Bio-Rad Laboratories GmbH (Miinchen) bezogen.

2.5 Mikrobiologische Methoden

2.5.1 Nahrmedien

Luria-Bertani-Medium (LB): Roth (Karlsruhe), Zusammensetzung: 10 g/L Trypton;
(Sambrook & Russell, 2001) 10 g/L NaCl; 5 g/L Hefeextrakt, pH 8

Trypton Glycerin (TG) Medium: 5 g/L Trypton aus Casein, 10 g/L Glycerin
(Matsuyama et al., 1985),
modifiziert
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Prodigiosinproduktionsmedium: 20 g/L Erdnussmehl (gerostet, fett (Sensas)) in H,0
nach (Giri et al., 2004) bzw. LB-Medium

Blutagarbasis-Medium: 40 g/L Blutagarbasis (Roth, Zusammensetzung: Herzin-
fus (10 g/L), Pepton aus Fleisch (10 g/L), NaCl (5 g/L),
Agar-Agar (15 g/L), pH 7,3))

Festmedien

(Sambrook & Russell, 2001)

Zur Herstellung von Festmedium wurde dem jeweiligen Flissigmedium vor dem Autokla-
vieren 15 g/L Agar-Agar zugesetzt.

Madller-Hinton Agar: 21 g/L Muller-Hinton Broth (Difco)
15 g/L (w/v)Agar-Agar

Skim milk Agar 60 g/L Skim Milk-Pulver (Fluka) in H,0
2x LB-Agar
Getrennt autoklavieren (30 min, 105°C) und bei ca.
60°C zusammengeben

Tributyrinagar: 3 mL Tributyrin und 0,3 g Gummi arabicum, auf 6 mL
(Kok et al., 1993) aufgefillt mit H,0
Dieses Gemisch wurde mit Ultraschall emulgiert und
zu 200 mL LB-Agar gegeben.

Sterilisation von Nahrmedien

Die Sterilisation von Nahrmedien erfolgte durch Autoklavieren (20 Min, 2 bar und 121°C).
Hitzelabile Komponenten (Antibiotika, IPTG) wurden sterilfiltriert (Membranfilter, Poren-
durchmesser 0,22 um, VWR (Darmstadt)), bevor sie dem autoklavierten Medium

(T < 60°C) zugesetzt wurden.

2.5.2 Kultivierung und Lagerung von Bakterien

Die Kultivierung von E. coli-Stammen erfolgte sowohl in Flissigkultivierung als auch auf
Festmedien standardmafig bei 37°C, ausgenommen sind Experimente zur Expression der
Serrawettinsynthetase, die in der Regel bei 30°C durchgefiihrt wurden. S. marcescens, E.
billingiae und P. putida wurden standardmaRig bei 30°C inkubiert. Zur Selektion bzw. Sta-
bilisierung von Plasmiden wurde gegebenenfalls ein addaquates Antibiotikum (Tab. 2. 4)

zugefiigt.
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Kulturen bis zu einem Volumen von 5 mL wurden in Reagenzglasern auf einem Brutroller
angezogen, wahrend die Inkubation von gréReren Volumina in Erlenmeyerkolben (Kultur-
volumen: max. 1/5 bis 1/10 des GefaRvolumens), abgedeckt mit Alufolie, auf einem Inku-
bationsschittler bei 120 bis 150 Umdrehungen pro Minute (Upm) erfolgte.

Die Bestimmung der Zelldichte (OD) von Kulturen wurde nach geeigneter Verdiinnung
mit Hilfe eines Spektralphotometers bei einer Wellenlange von 580 nm gegen das ent-

sprechende Medium als Referenz durchgefiihrt.

Tabelle 2. 4 Ubersicht iiber die verwendeten Antibiotika und die eingesetzte Endkonzentration in Kultu-
ren der verschiedenen Stamme.

Antibiotikum Konzentration fiir (mg/L)

Ampicillin - -

Chloramphenicol - 50
Tetracyclin 50 10
Kanamycin 100 50

2.5.2.1 Vorkulturen
Fir Ubernachtkulturen (UK) wurden 10 mL LB-Medium + 0,4% Glukose + gegebenenfalls
Antibiotikum entweder mit Einzelkolonien von LB-Agarplatten oder aus einer Gefrierkul-

tur mit 1/500 Volumen inokuliert und fiir mindestens 16 h inkubiert.

2.5.2.2Kulturen zur Expression von swrW aus S. marcescens und zur Produktion von
Serrawettin W1 in E. coli, E. billingiae oder P. putida

Die heterologe Expression der NRPS erfolgte in Schittelkolben mit LB-Medium, versetzt
mit Antibiotikum und 0,4% Glukose. Die auf eine Zelldichte von ODsgg,m = 0,05 inokulier-
ten Expressionskulturen wurden bis zum Erreichen einer Zelldichte, die einer ODsggnm, VON
0,5-0,8 entsprach, im Inkubationsschiittler bei 30°C, wenn nicht anders angegeben, inku-
biert. Die Induktion der Gen-Expression erfolgte dann durch Zugabe von IPTG (Endkon-
zentration 0,5 mM). Nach 18 h wurden Zellen und Kulturiiberstand durch Zentrifugation
(3220xg, 30 min) getrennt. Das Zellpellet wurde verworfen, der Uberstand wurde weite-

ren Arbeitsschritten zugefihrt.
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Bei Expressionsversuchen auf Festmedien wurden Einzelkolonien der untersuchten
Stamme auf LB-Agar, versetzt mit IPTG (Endkonzentration 0,5 mM bei E. coli bzw. 1 mM)
und dem passenden Antibiotikum, Gbertragen, die Platten bei 30°C 16 h bebriitet und die
Produktion oberflachenaktiver Substanzen per atomized oil assay (2.8.1) analysiert.

Experimente zur Expression der NRPS aus E. billingiae in E. coli erfolgten analog.

2.5.2.3 Kulturen zur Acyltyrosinproduktion in E. coli

Hauptkulturen von E. coli DH10b mit pEBP18-SA343 oder pEBP18-SA354 in 10-500 mL LB-
Medium mit Kanamycin (50 mg/L) wurden mit Zellen aus einer Vorkultur auf eine Zell-
dichte, die einer ODsgonm Von 0,05 entsprach, inokuliert. Die Kulturen wurden 18 h-24 h
bei 37°C inkubiert, danach durch Zentrifugation (3220xg, 30 Min) Zellen und Kulturiber-
stand getrennt. Die Zellmasse wurde verworfen, der Uberstand weiteren Arbeitsschritten

zugefiihrt

2.5.2.4 Lagerung von Bakterien

Die dauerhafte Lagerung aller Stamme erfolgte in Gefrierkulturen. Zur Herstellung von
Gefrierkulturen wurden 1,8 mL UK (2.5.2.1) mit 135 pul DMSO vermischt und in Cryordhr-
chen (Nunc, Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)) bei -80°C eingefroren.

2.6 Molekularbiologische Methoden

2.6.1 Praparation von DNA

Die Isolierung von Plasmid-DNA aus transformierten Bakterienstammen erfolgte nach der
von Birnboim and Doly, 1979, beschriebenen Methode der alkalischen Lyse mit dem in-
nuPREP PlasmidMini-Kit der Firma Analytik Jena (Jena) aus Ubernachtkulturen. Zur Plas-
midvermehrung wurde E. coli DH5a eingesetzt.

Die Isolierung von genomischer DNA erfolgte mit dem DNA Blood and Tissue Kit von Qi-
agen (Hilden) nach Herstellervorschrift oder nach Troeschel et al. 2010 mittels Phenol-

Chloroform-Extraktion und Isopropanolfallung.
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2.6.2 Agarosegelelektrophorese (Sambrook & Russell, 2001)

Zur Analyse von DNA-Verdau und PCR-Produkten, zur Isolierung einzelner DNA-
Fragmente aus Fragmentgemischen und zur Abschadtzung von DNA Konzentrationen in
Losungen wurde Agarosegelelektrophorese eingesetzt.

Folgende Puffer wurden dabei verwendet:

TBE-Puffer 2,5x (pH 8,3): 89 mM Tris-Base, 89 mM Borsaure, 2,5 mM EDTA
DNA-Probenpuffer (5x): 100 mM EDTA, 43 % (v/v) Glycerin, 0,05 % (w/v)
Bromphenolblau

Die Elektrophorese erfolgte in horizontalen Gelkammern (Bio-Rad Laboratories GmbH,
Minchen) in 0,5xTBE-Puffer mittels Agarosegelen mit einer Agarosekonzentration zwi-
schen 0,4 und 1% in 0,5x TBE bei einer angelegten Spannung von 135V, bis die gewlinsch-
te Trennung erreicht wurde. Die Visualisierung der DNA-Banden erfolgte durch im Gel
enthaltenes Ethidiumbromid (0,5 pg/mL) auf einem UV-Tisch mittels des Eagle-Eye II-

Systems von Agilent/ Stratagene (Heidelberg).

2.6.3 DNA-Konzentrationsbestimmung
Genaue DNA-Konzentrationen wurden mit dem Qubit® 2.0 Fluorometer (life technologies,

Darmstadt) nach Herstellervorschrift bestimmt.

2.6.4 Standard-Polymerasekettenreaktion (PCR) (Saiki et al., 1988)

PCR-Ansétze setzten sich standardmalRig wie folgt zusammen: ca. 5 ng Plasmid- oder ge-
nomische DNA als Matrizen-DNA (,template”), 1 pmol/uL jedes Oligonukleotids, 0,2 mM
dNTP-Mix und 0,05 U/uL Phusion-Polymerase (bei Amplifikation der NRPS) bzw. 1 ulL Pfu
Polymerase (bei Amplifikation von NAS354) im passenden Reaktionspuffer, sowie 8% Be-
tain. Mit H,O (Millipore-Reinheit) wurde der Reaktionsansatz schlieRlich auf 50 uL aufge-
fillt. Die PCR wurde in dem PCR-Cycler ,Mastercycler Gradient” bzw. ,Mastercycler ep-
Gradient S“ der Firma Eppendorf (Hamburg) mit untenstehendem Programm durchge-
flhrt. Die PCR-Produkte wurden durch Agarosegelelektrophorese (2.6.2) Gberprift und
mit dem PCR-Purification-Kit (gegebenenfalls nach Prdparation aus einem Agarosegel) der

Firma Qiagen (Hilden) aufgereinigt.
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Standard-PCR-Programm:

Initiale Denaturierung 5 Min 98°C
Denaturierung 1 Min 98°C
Primer Hybridisierung 30s Tm—3-5°C 30 Zyklen
Elongation* 0,5-2 Min/kb 72°C
Finale Elongation 10 Min 72°C

*Die Elongationszeit pro kb ist von der verwendeten DNA-Polymerase abhingig. 30 Sec/kb bei

Verwendung der Phusion-Polymerase, 2 Min/kb bei Verwendung der Pfu-Polymerase.

2.6.5 Ortsspezifische Mutagenese durch QuickChange-PCR (nach Papworth et al.,
1996)

Der Austausch E103A in NAS354 erfolgte durch QuickChange-PCR mit pETNAS354 als
template. Die PCR unter Einsatz der Pfu-Polymerase erfolgte grundsatzlich nach dem in
2.6.4. angefiihrten Protokoll, die finale Elongationszeit betrug hier aber 20 Minuten, die
Zykluszahl 18. Nach der PCR wurde die template DNA durch Zugabe von 20 U Dpnl zum
PCR-Ansatz und anschlieBender Inkubation bei 37°C (3 h) verdaut. Nach Hitzeinaktivie-
rung des Restriktionsenzyms (20 Min, 80°C) wurde das PCR-Produkt aufgereinigt (PCR
Purification-Kit, Qiagen, Hilden) und E. coli DH5a damit transformiert.

Die Sequenz der Primer wurde mit dem Quick Change Primer Design Tool von agilent

festgelegt (http://www.genomics.agilent.com/primerDesignProgram.jsp).

2.6.6 Transkriptnachweis durch RT-qPCR (Reverse Transkription + quantitatve PCR)

Kulturen von E. coli BL21(DE3) mit pCEV2-TB303 wurden einer ODsggnm von 0,05 entspre-
chend in 10 mL LB+Tetracylin (10 mg/L) inokuliert und bei 37°C bis zum Erreichen einer
ODsgonm VOn 0,5 unter Schitteln inkubiert. Die Halfte der Kulturen wurde mit IPTG
(0,4 mM Endkonzentration) zur Induktion der T7-RNA-Polymerase-Expression versetzt.
Nach drei Stunden, bei einer Zelldichte von ODsggnm= 3 - 4 wurden Zellen aus 1 ml Kultur-
volumen geerntet und die Gesamt-RNA mittels RNeasy Protect Bacteria Mini Kit (Qiagen)
nach Herstellervorschrift extrahiert. DNA-Kontaminationen wurden durch Behandlung mit
DNAse (Ambion) beseitigt (1 h 37°C, 10 Min 65°C). Die Synthese der jeweiligen einzel-
strangigen cDNA erfolgte mittels RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Scien-
tific (Waltham, USA)) nach Vorschrift des Herstellers. Dazu wurden 250 ng Gesamt- RNA
als template in separaten Ansdtzen mit 1pmol eines Strang-spezifischen Primers in 10 pl-

Reaktionen eingesetzt. Um spezifisch sense- bzw. antisense-Transkript nachzuweisen,
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wurden die cDNA-Synthese-Reaktionen mit jeweils nur einem Primer durchgefiihrt. Als
Negativ-Kontrollen dienten Reaktionsansatze ohne reverse Transkriptase.

Die quantitative real time PCR wurde in 20 pl-Ansatzen mit 4 ul cDNA-Template und je
4 pmol der entsprechenden Primer mit dem 7900 HT Thermal Cycler (Applied Biosystems,
Life Technologies, Darmstadt) unter Verwendung des Power SYBR® Green PCR Master
Mix (Applied Biosystems, Life Technologies, Darmstadt) nach Standardprotokoll des Her-
stellers durchgefiihrt. Die AmplikongréRe lag bei 99 bzw. 137 bp. Alle fir die reverse
Transkription und gPCR verwendeten Primer sind in Tabelle 2. 3 aufgefihrt.

Zur Auswertung der qPCR wurden die ct-Werte herangezogen. Die ct-Werte der TB303
Proben wurden durch Subtraktion der ct-Werte von Ansdtzen mit rpoD-Primern normali-
siert (Act), anschlieRend erfolgte nach Subtraktion der Act-Werte der Ansdtze von nicht
induzierten Proben von den Act-Werten der Ansdtze aus mit IPTG versetzten Kulturen
(AAct) die Berechnung der Faktoren, um welche sich die Transkription der TB303-
Fragmente zwischen den Kulturen unterschied (27°2%).

Die Primer fir cDNA-Synthese und gPCR wurden mit Hilfe des Primer3 Web Interfaces,

http://primer3plus.com/cgi-bin/dev/primer3plus.cgi, (Rozen & Skaletsky, 2000;

Untergasser et al., 2012) mit dem Setting ,,gPCR” und Default-Einstellungen entwickelt.

Fir die Arbeiten mit RNA wurden ausschlieRlich RNase-freie epDualfilter T.I.P.S. (Eppen-
dorf, Hamburg) verwendet. Die Quantifizierung von RNA und DNA fir RT-qPCR-
Anwendungen erfolgte mithilfe des Qubit® 2.0 Fluorometers (life technologies, Darm-

stadt).

2.6.7 In vitro Rekombination von DNA

Der Verdau von Plasmid-DNA und PCR-Produkten durch Restriktionsendonukleasen,
Dephosphorylierung von freien DNA-Enden durch CIAP, sowie Blunting von DNA-
Fragmenten mit Uberhdngenden Enden durch T4-Polymerase oder Klenow-Fragment
wurden nach Enzymherstellerangaben durchgefiihrt. Die Ligation verschiedener DNA-
Fragmente mit T4-Ligase wurde nach Empfehlungen des Herstellers fiir die Ligation von
Fragmenten mit (iberhdngenden Enden (“sticky ends”) bei 22°C (30 Min-60 Min oder (iber
Nacht bei 4°C) durchgefiihrt. Blunt end Ligationen erfolgten unter Zusatz von 10%
PEG4000 tber Nacht bei 4°C.
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2.6.8 Sequenzierung von DNA

DNA-Sequenzierungen wurden als Auftragsarbeiten durch die Firmen Eurofins MWG Ope-
ron Sequencing Department (Martinsried), Sequiserve (Vaterstetten) oder LGC Genomics
(Berlin) durchgefiihrt. Die Sequenzierung der Metagenomfragmente in pEBP18-SA343
und pEBP18-SA354 erfolgte im Rahmen einer Kooperation durch das Institut fiir Mikro-
biologie und Genetik, Gottingen Genomics Laboratory, Georg-August Universitat Gottin-

gen.

2.6.9 Synthese des DNA-Fragmentes T7-MCS-T7

Das DNA-Fragment T7-MCS-T7 zur Konstruktion von pCEV2 (133 bp) wurde als Auftrags-
arbeit durch GeneArt (life technologies, Darmstadt) in vitro synthetisiert und als Bestand-
teil des Plasmides pMA-RQ-T7-MCS geliefert. Das Fragment kann mit Hilfe der Restrikti-

onsendonukleasen Bglll, Sfil oder Pvull aus dem Vektor isoliert werden.

2.7 Transformation von Bakterien mit Plasmid-DNA

2.7.1 Herstellung chemisch transformationskompetenter E. coli- Zellen (modifi-
ziert nach Hanahan, 1983)

Verwendete Transformationspuffer:

TFB I:

50 mM Kaliumacetat pH 5,8, 10 mM CaCl,, 100 mM RbCl,, 50 mM MnCl,, 15% Glycerin
TFB Il:

10mM MOPS pH 7, 75 mM CaCl,, 10 mM RbCl,, 15% Glycerin

Die Zellen des jeweiligen E. coli-Stammes wurden in der logarithmischen Wachstumspha-
se durch Zentrifugation (3320xg) bei 4°C geerntet, danach in einem halben Volumen TFB
I-Puffer resuspendiert und nach 15 mindtiger Inkubation auf Eis wieder zentrifugiert. Das
Zellpellet wurde danach in TFB II-Puffer resuspendiert (1/10 des Ausgangsvolumens) und
in 200 pL-Aliguots aufgeteilt, die direkt zur Transformation eingesetzt oder bei -80°C ge-

lagert wurden.
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2.7.2 Hitzeschock-Transformation von chemisch kompetenten E. coli- Zellen
(Hanahan, 1983)

Kompetente Zellen wurden nach Zugabe der DNA mindestens 30 Minuten auf Eis inku-
biert. Anschliefend erfolgte der Hitzeschock (90 s bei 42°C) und danach, nach Zugabe von
700 plL LB-Medium die phanische Expression (1-3 h, je nach Antibiotikaresistenz) bei 37°C.
Im Anschluss wurden die Zellen zur Selektion auf LB-Agarplatten mit passendem Antibio-

tikum ausplattiert.

2.7.3 Elektrotransformation von Pseudomonas putida und Erwinia billingiae

Die Praparation elektrokompetenter P. putida mit 300 mM Saccharose-Losung und Elekt-
roporation erfolgte nach Troschel, 2010.

Eine Ubernachtkultur des gewiinschten Stammes wurde in Falcon-Tubes 10 Min auf Eis
inkubiert, anschlieBend mit sterilem Wasser verdiinnt (Verhéltnis 1:2,5) und die Zellen
durch Zentrifugation (3320xg, 4°C, 20 Min) sedimentiert. Resuspendiert wurden die Zellen
in einem Volumen (=50 mL/Tube) 300 mM Saccharose und im Anschluss wieder zentrifu-
giert. Im weiteren Verlauf wurden die Zellen in 1 Vol., 0,5 Vol. und 0,2 Vol. Saccharose-
Losung gewaschen und vereinigt, im Anschluss daran die ODsggnm bestimmt. Nach erneu-
ter Zentrifugation (s.0.) wurde mit Saccharoselosung eine Zellkonzentration von 1,75 x
10" Zellen/mL eingestellt. Das Resuspensions-Volumen errechnete sich dabei aus folgen-

der Formel:
. 10® Zellen
1,75x10" Zellen x mL™

V[mL] = OD,,..

Elektrokompetente E. billingiae wurden aus einer Kultur von 100 mL LB-Medium durch
Resuspension der sedimentierten Zellen mit je 1x/0,5x/0,05x Volumen eiskaltem 10%
(v/v) Glycerin in Wasser, jeweils gefolgt von Sedimentierung durch Zentrifugation
(3320xg, 4°C, 15 Min), und abschlieBender Resuspension in 500 uL 10% Glycerin herge-
stellt.

In beiden Fallen wurden die finalen Zellsuspensionen in 50 pL Aliquots aufgeteilt und di-
rekt zur Elektroporation eingesetzt oder bei -80°C gelagert.

Die Elektroporation von mit 1-5 uL DNA-LOsung versetzten Zellen des jeweiligen Stammes
erfolgte nach 15 minditiger Inkubation auf Eis mittels Elektroporationskiivetten mit 2 mm

Spaltbreite (biobudget) durch einen Strompuls bei 2,5 kV im MicroPulser™ (Bio-Rad Labo-
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ratories GmbH, Miinchen). Unmittelbar nach dem Puls wurden 700 pL LB-Medium zu der
Zellsuspension gegeben und diese zur phadnischen Expression bei 30°C inkubiert. Im An-

schluss wurden die Zellen auf LB-Agarplatten mit passendem Antibiotikum ausplattiert.

2.8 Methoden zur Detektion, Isolierung und Analyse von Bio-

tensiden

2.8.1 Atomized oil assay (Burch et al., 2010), modifiziert

Das atomized oil assay, das eine Veranderung der Form und somit des Lichtbrechungs-
verhaltens kleinster Oltrépfchen auf Oberflichen wie Agar durch Tenside ausnutzt (1.3.2),
wurde eingesetzt zur Identifizierung von Biotensid produzierenden Kolonien auf Fest-
medien. Dazu wurden Agarplatten mit fir mindestens 18 h angezogenen Bakterienkolo-
nien durch eine Revell Airbrush “Beginner ESB 100” mit einem Spray aus dinnfllssigem
Paraffindl (Merck, Darmstadt) bedeckt. Die bei indirekter Beleuchtung identifizierbaren
Hofe wurden mittels des Imaging Systems Stella (raytest, Straubenhardt) mit folgenden
Einstellungen dokumentiert:

Lichtquelle white light, Apertur 4,0 oder offen, gain 4, binning 2x2, Belichtungszeit 10 ms,
Stufe 2, Focus 205.

2.8.2 Drop-collapsing und Grid assay

Fiir den Nachweis von Biotensidproduktion in Fliissigmedien wurde der drop-collapsing
assay (modifiziert nach (Jain et al., 1991) oder der grid assay (Chen et al., 2007) einge-
setzt. Beide nutzen die Verringerung der Oberflachenspannung an den Phasengrenzen
von wassrigen Flussigkeiten zu Luft und hydrophoben Kunststoffen durch Tenside aus. Bei
ersterem wurden 50-100 pL Kultur oder Kulturiiberstand auf eine Polystyrol-Petrischale
gegeben und nach ca. einer Minute die Tropfenform betrachtet. Tropfen waéssriger Lo-
sungen ohne Tenside bilden einen halbkugelartigen Tropfen. Ist die Oberflaichenspannung
der Losung durch Tenside verringert, verteilt sich die Flissigkeit flach iber eine grofRere
Oberflache. Das grid assay wurde in Polystyrol Flachboden-Mikrotiterplatten, unter die

ein schwarz-weilles Raster (0,8 mm x 0,8 mm ZellengrofRe) gelegt wurde, durchgefiihrt.
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Dieses Raster wird durch die in die Vertiefungen gegebene Flissigkeit betrachtet,
wodurch unterschiedliche Formen der Flissigkeitsoberflache, bedingt durch verschieden
starke Oberflachenspannung, leicht visualisiert werden kdnnen. Der optische Effekt ist
vergleichbar mit dem Blick durch unterschiedlich geschliffene Linsen. Zur Durchfiihrung
des Assays wurden 100 pL Kulturtiberstand in ein Well gegeben und die optische Verzer-
rung der Linien im Vergleich zu reinem Medium oder zum Uberstand der Leervektorkultur
mittels des Imaging System Stella (raytest, Straubenhardt) dokumentiert. Einstellungen:
Lichtquelle white light, Apertur 4,0 oder offen, gain 4, binning 2x2, Belichtungszeit 10 ms,
Stufe 1, Focus 309.

2.8.3 Extraktion von Serrawettin aus verschiedenen Wirten

Die Isolierung von Serrawettin W1 und Prodigiosin aus Serratia marcescens DSM12481
und DSM30121 zur Verwendung als Standard bei Diinnschichtchromatographie-Analyse-
Experimenten wurde nach dem in Matsuyama et al., 1992 beschriebenen Protokoll
durchgefiihrt: Die Serratia-Stamme wurden auf TG-Agar (2.5.1) ausgestrichen und 3 Tage
bei 30°C inkubiert. Danach wurde die Zellmasse mit einem Spatel von der Platte abge-
kratzt und mit 10x Volumen Ethanol mittels Vortexer vermischt. Die Zellen wurden durch
Zentrifugation (3220xg, 20 Min) abgetrennt und verworfen und das Ethanol des Uber-
standes durch Vakuumzentrifugation (speedvac, eppendorf, Hamburg) verdampft. Das
verbliebene trockene Material wurde mit einem Chloroform-Methanol-Gemisch (Verhalt-
nis 2:1, halb so viel Volumen wie im vorhergehenden Schritt an Ethanol eingesetzt wurde)
extrahiert, die organische Phase evaporiert und der daraus resultierende Feststoff in
Ethanol aufgenommen und bei 4°C gelagert. E. billingiae wurde unter denselben Bedin-
gungen auf Blutagarbasis-Festmedium angezogen, die Extraktion erfolgte analog zu der
flr S. marcescens beschriebenen Prozedur.

Zur Analyse der Biotensidproduktion in Fliissigkulturen von S. marcescens DSM12481
wurde die Kulturbriihe mit 1 Volumen Chloroform extrahiert, die organische Phase ge-
sammelt und eingedampft, das resultierende Trockenmaterial in Ethanol aufgenommen
und per Diinnschichtchromatographie analysiert.

Die Isolierung von Serrawettin aus Kulturtiberstanden von E. coli, E. billingiae und P. puti-
da-Kulturen (2.5.2.2) erfolgte durch Extraktion mit 2x1 Volumen Chloroform. Vollstandige

Phasentrennung nach Durchmischung der beiden Flissigkeiten wurde durch zehnminditi-
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ge Zentrifugation bei 3220xg erreicht. Die organische Phase wurde abgenommen und
evaporiert, das resultierende Trockenmaterial in Ethanol resuspendiert und, falls nicht

direkt zu weiteren Analysen verwendet, bei 4°C gelagert.

2.8.4 Isolierung von Acyltyrosinen aus Kulturiiberstanden von E. coli

Die zellfreien Uberstinde von Acyltyrosinproduktionskulturen (2.5.2.3) wurden mit HCL
auf pH <3 angesduert und lber Nacht bei 4°C inkubiert. Das aus der folgenden Zentrifuga-
tion (1 h, 6500 Upm, 10°C) resultierende Sediment wurde in dem halben Ursprungsvolu-
men Wasser resuspendiert, nochmals angesauert, inkubiert und zentrifugiert. Das Sedi-
ment aus dieser zweiten Zentrifugation wurde in Wasser (pH 3, in 10% des urspriinglichen
Volumens) resuspendiert, eventuell im ZentrifugationsgefaR verbliebene Reste wurden
mit etwas Ethylacetat abgesplilt. Diese wassrige Acyltyrosinldsung wurde mit 2x 1 Volu-
men Ethylacetat extrahiert, die wassrige Phase wurde verworfen, die organische Phase
abgenommen und vollstéandig verdampft (speedvac, eppendorf,Hamburg oder Rotations-
verdampfer). Der resultierende Feststoff wurde in Ethanol (fiir DC-Analyse) oder Metha-
nol (fir NMR-Analyse) aufgenommen oder fiir tensiometrische Tests noch weiter gerei-
nigt. Hierbei wurde der Feststoff in Petrolether-Ethylacetat-Essigsduregemisch (80:20:5)
aufgenommen und Uber eine Silicasdaule nochmals aufgetrennt. Die Fraktion mit dem ge-
winschten Produkt wurde eingedampft und der Feststoff fir die tensiometrischen Tests

in 0,1 M NaOH (pH12) in einer Konzentration von 10 mg/mL gelost.

2.8.5 Diinnschichtchromatographie

Flr die analytische Diinnschichtchromatographie (DC) wurden ALUGRAM Kieselgel SIL G-
Platten von Macherey-Nagel benutzt, auf welche in Ethanol geldste Proben 1 cm vom
unteren Plattenrand entfernt auf einer Linie aufgetragen wurden. Als hydrophobes Lauf-
mittel diente bei Acyltyrosinanalysen ein Trichlormethan-Methanol-Essigsaure-Gemisch
(65:15:3), gefarbt wurden die Platten nach Abdampfen des Laufmittels mit lod. Dazu
wurde die Platte mit einigen lodkristallen auf Filterpapier in ein verschlieBbares Becher-
glas gegeben und 15-30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.

Bei der DC fir die Analyse von Serrawettin wurde als Laufmittel nach Matsuyama et al.,

1987 ein Gemisch aus Chloroform, Methanol und 7 M Ammoniak in Methanol (85:26:3)
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eingesetzt, visualisiert wurden die Spots nach Abdampfen des Losungsmittels durch Auf-
spriihen von Schwefelsdure (62%) mit Hilfe des TLC/HPTLC Sprayers (CAMAG, Berlin) und
anschlielendem Erhitzen auf 80°C-100°C durch ein HeiBluftgeblase.

Die Dokumentation der entwickelten DC-Platten erfolgte mittels Kodak Easy Share-

Digitalkamera oder eines Flachbettscanners.

2.8.6 NMR-Analyse

Die Strukturaufklarung und Probenanalyse durch Nuclear Magnetic Resonance-
Spectroscopy wurde innerhalb einer Kooperation mit dem Institut fiir bioorganische Che-
mie der Universitit Dusseldorf durchgefihrt.'H und **C-Spektren von Acyltyrosinen wur-
den mit Bruker Advance/DRX 60 spectrometer (Frequenzen: "H-NMR: 600 MHz, BC-NMR:
150 MHz) in Methanol-d-Losung aufgenommen. Als interner Standard diente CDCl5 (*H &
7,26 ppm, *C & 77,0 ppm) und MeOD (*H & 3,31 ppm). Signale von Protonen- und Kohlen-

stoffresonanzen wurden tber 2D-Experimente (gHSQC, gCOSY, gHMBC) zugeordnet.

2.8.7 HPLC-ESI-MS/MS Analyse

Fiir die Analyse der Cyclodepsipeptide per Elektrosprayionisierung-Massenspektrometrie
(ESI-MS/MS), gekoppelt mit einer High Performance Liquid Chromatographie (HPLC) wur-
den die nach (2.8.3) aus 30 mL Expressionskulturen bzw. aus auf Festmedium gewachse-
nen S. marcescens extrahierten und in Ethanol gelosten Serrawettine zu je 50 pl punkt-
formig auf einer Linie in 2 cm Abstand zum unteren Plattenrand auf eine SIL G-200 DC-
Platte (Macherey-Nagel, Diren) aufgetragen. Nach Entwicklung der DC wie in 2.8.5 be-
schrieben wurden alle Spuren mit Ausnahme der beiden duRersten und einer Spur in der
Mitte der Platte mit Aluminiumfolie abgedeckt, die noch freiliegenden Spuren mit Schwe-
felsdure bespriht und die Serrawettin-Banden durch Hitzeeinwirkung visualisiert. Anhand
der Banden dieser Standards wurde die Laufweite des Serrawettins in den durch die Alu-
miniumfolie geschiitzten Spuren markiert und das Kieselgel in diesen Bereichen separat
von der DC-Platte entfernt. Zur Gewinnung der enthaltenen Biosurfactants wurde das
Kieselgel mit einem Spatel zu Pulver zerkleinert und zweimal mit 10 ml Ethylacetat extra-
hiert. Die Proben wurden jeweils mehrfach invertiert und anschliefend zentrifugiert (5

Min, 3320xg, Raumtemperatur), um das Kieselgel zu sedimentieren. Danach wurden die
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Uberstinde abgenommen, gegebenenfalls vereinigt und anschlieRend filtriert (Spritzen-
vorsatzfilter, PTFE-Membran, 0,2 um PorengrofRe; VWR International GmbH), um mogli-
che Kieselgelriickstande zu entfernen. Das Losungsmittel wurde unter Vakuum vollstandig
evaporiert und der resultierende Feststoff in 100 uL Methanol gel6st.

Die HPLC-ESI-MS/MS wurde durchgefiihrt als Auftragsarbeit durch das Zentralinstitut fur
Engineering, Elektronik und Analytik ZEA-3 des Forschungszentrums Jilich mittels
Qtrap4000 (ABSciex, Darmstadt, Germany), gekoppelt mit einer Agilent 1100 HPLC unter
Verwendung von Prontosil C8 -Sdulen(150 x 2,1 mm) und eines Laufmittelgradienten nach
Shanks et al., 2013. Die Bestimmung der verschiedenen Serrawettin W1-Spezies mit un-
terschiedlichen B-Hydroxyfettsdureresten wurde durch ldentifizierung der charakteristi-

schen Fragmente im MS-Spektrum nach Dwivedi et al., 2008 durchgefiihrt (Tabelle 2. 5).

Tabelle 2. 5 Charakteristische Fragmentgroen bei der Fragmentierung von Serrawettin W1 im MS am
Beispiel von Serrawettin mit C,yp+C,o -Hydroxyfettsduren (Masse 515 Da). Die Fragmente mit der gréRten
Intensitat sind hervorgehoben.

Fragmentmasse (Da) Zerfallsstufe

515,1 Komplettes Molekaiil

276,2 Serrataminsaure (Halbes Molekil+H,0)
258,1 Serrataminsaure — H,0

240,1 Serrataminsdure - 2H,0

212,2 Serrataminsdure - 2H,0, - C=0

Bei Serrawettin-Spezies mit anderen Kettenldange ist das Fragmentmuster dementspre-
chend analog, alle sind Massen um den entsprechenden Betrag hoher und niedriger, z.B.

bei C;; +2 x CH, = + 2 x 14 Da (siehe Anhang).

2.8.8 Bestimmung von physikalischen Eigenschaften des N-Acyltyrosins

Tensiometrische Messungen mit gereinigtem N-Acyltyrosin (2.8.4), in 0,1 M NaOH (pH 12)
gelost, wurden mit dem Langmuir Tensiometer DeltaPi (Kibron Inc, Helsinki) bei 25°C nach
der von Padday et al., 1975 beschriebenen Methode durchgefiihrt. Dabei wird die Spitze
eines diinnen Metallstabs (0,54 mm) knapp in einen Tropfen der zu messenden Flissigkeit
auf einer mit Teflon beschichteten Oberflache getaucht und vorsichtig wieder angehoben.
Beim Anheben wird mit dem Metallstab auch ein Teil des Flissigkeitsfilms mit angeho-

ben, dieser Meniskus (ibt aufgrund der Oberflachenspannung eine Zugkraft aus, die kurz
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vor dem AbreiBen des Flissigkeitsfilms maximal wird. Diese Maximalkraft wird von dem
Tensiometer aufgenommen. Sie ist proportional zur Oberflachenspannung.

Die Messungen wurden in einer statischen Messreihe durchgefiihrt, das heiRt es wurden
mehrere Tropfen mit jeweils diskreten Konzentrationen an Tensid vermessen (bei einer
dynamischen Messreihe wiirde wahrend der Messung laufend Tensid zur Losung hinzu-
gegeben). Es wurde die Oberflaichenspannung mit Acyltyrosinkonzentrationen zwischen
10® mg/mL und 10 mg/mL in Dreifachbestimmung ermittelt und gegen die Tensidkon-
zentration aufgetragen. Die CMC (critical micelle concentration) und minimale Oberfla-
chenspannung wurden aus diesem Graphen der tensiometrischen Messungen abgelesen.
Kalibriert wurde das Gerat mit 0,1 M NaOH.

Die Kalkulation des HLB (Hydrophilic-lipophilic balance)-Wert erfolgte wie vorher publi-
ziert (Davies, 1957; Davis, 1994), die Amidbindung innerhalb des Molekiils wurde zur na-
herungsweisen Berechnung mit dem Punktwert der Esterbindung (Tabelle 2. 6) in die
Rechnung einbezogen. Berechnungsgrundlage ist die Formel:

HLB= Yhydrophile Gruppenzahlen - Yhydrophobe Gruppenzahlen + 7

Tabelle 2. 6 Chemische Gruppen und die ihnen fiir die HLB-Wertberechnung zugeordneten Gruppenzah-
len (nach Schmidt, 2013).

Hydrophile Gruppenzahl Lipophile Gruppenzahl

Gruppen Gruppen
_O_SOB Na® 38,7 Nl o U 0.475
MY %= (Y 374 H

iin o M 0,475

COOT K 21,1 2
—CO0 -~ Na® 19,1 —CH,4 0.475
Ester (Sorbitanring) 6,8

=CH— 0,475

Ester (frei) 2.4
_COOH 2,1 /:\

i 1,9 . 1,662
e I N7 i
—Cl)H (Sorbitanring) 0.3
—TTI (tert. Amin) 9,4

—(CH,-CH,-0)— 0,33
—(CH2-CH-O)— 0,15
CHj

2.8.9 Nachweis haemolytischer Aktivitat (Mulligan et al., 1984)
Einzelkolonien wurden auf Blutagarplatten (40 g/L Blutagarbasis (Roth, Karlsruhe), 5%

Schafsblut (Fiebig), gegebenenfalls mit gewiinschtem Antibiotikum) libertragen und min-
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destens 18 h bei der jeweils optimalen Wachstumstemperatur der Organismen inkubiert

(2.5.2).

2.8.10 Nachweis antibiotischer Aktivitat (Bauer et al., 1966, modifiziert)

Im Kirby-Bauer-Assay wurden die jeweiligen zu untersuchenden Bakterienstimme aus
einer Zellsuspension in steriler 0,9% NaCl-Lésung (Saline), die mit Zellen aus Ubernacht-
kulturen auf eine ODsggnm von 0,15 eingestellt worden war, mittels steriler Wattestabchen
(VWR, Darmstadt) auf Mdller Hinton-Agar aufgetragen.

25 ug bis 250 ug gereinigtes Acyltyrosin in 5 pL Ethanol wurden auf 5 mm grof3e Plattchen
aus Whatman-Papier gegeben. Nach 2-3 Minuten zum Abdampfen des Ethanols wurden
die Plattchen auf die Agarplatten gelegt, auf denen die jeweiligen Kulturen ausgestrichen
waren. Als Kontrolle dienten gleichbehandelte Plattchen mit reinem Ethanol. Die Platten
wurden, je nach Art, 16 h-24 h bei den jeweiligen von der DSMZ angegebenen optimalen
Wachstumstemperaturen der einzelnen Stamme inkubiert, bis sich ein dichter Bakterien-

rasen gebildet hatte.

2.8.11 Assay zur Biofilmbildung von Pseudomonas aeruginosa (modifiziert nach
Hentzer et al., 2001)

Die Untersuchung der Biofilmbildung von P. aeruginosa als Reaktion auf N-Acyltyrosin
erfolgte via static culture biofilm assay in 24-Well Polystyrol-Mikrotiterplatten.(Nunc, ,
Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)). In jede Kavitat wurde 1 mL LB-Medium gege-
ben und aus einer Ubernachtkultur auf eine ODsggnm von 0,1 inokuliert. Dazu wurden je
drei Kavitaten mit 10 pug, 100 ug und 150 pg aufgereinigtem N-Acyltyrosin in Ethanol
(2.8.4) versetzt. Als Kontrollen dienten Kulturen mit Zusatz von Ethanol ohne Biotensid
sowie LB ohne Zellinokulum. Die Platte wurde ohne Agitation fiir 16 h bei 37°C inkubiert.
Nach der Inkubation wurden die Kulturen mit 200 pl einer 1% (w/v) Kristallviolett-Losung
in Wasser versetzt und 15 Min bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieRend erfolgte
mehrfaches vorsichtiges Waschen mit je 500 uL Wasser, um planktonische Zellen und
nicht biofilmgebundenes Kristallviolett zu entfernen. Fir die quantitative Messung der

Biofilmproduktion wurde das Kristallviolett mit 95% Ethanol bei Raumtemperatur unter
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leichtem Schiitteln aus den am Polystyrol haftenden Biofilmen geldst. Diese Lésung wur-

de in Klivetten Uberfiuhrt und die ODsgs5,m bestimmt.

2.9 Proteinbiochemische Methoden

2.9.1 Loslichkeitsanalyse

Heterolog exprimierte Proteine kdnnen nach der Expression in l6slicher Form oder in un-
|6slichen Aggregaten (inclusion bodies) vorliegen. Zur Analyse der Loslichkeit wurden die
Zellen aus 500 pL Kulturbriihe durch Zentrifugation (1 Min 21500xg) pelletiert und nach
Verwerfen des Uberstandes in 500 uL 0,1 M Tris-HCL (pH 8) resuspendiert. Danach wur-
den die Zellen mittels Ultraschallpulsen (Bandelin Sonopuls HD2070, 2 x 3 Min, 50 % Zyk-
len, 50% Leistung) aufgeschlossen und zentrifugiert (10 Min, 21500xg). Uberstand mit
|6slichen Proteinen und Sediment mit den unl6slichen Proteinen sowie Zelltrimmern

wurden getrennt und durch SDS-PAGE analysiert.

2.9.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) (Laemmli, 1970)
Zur Auftrennung von Proteinen durch SDS-PAGE wurden folgende Puffer verwendet:

5xSDS-Probenpuffer:

50 mMTris/HCI (pH 6,8), 10% (v/v) Glycerin, 4% (w/v) SDS, 2% (v/v) B-Mercaptoethanol,
0,03% (w/v) Bromphenolblau

1x Elektrophorese-Puffer:

25 mMTris/HCI, 192 mM Glycin, 0,1% (w/v) SDS
Colloidal Coomassie (Merril, 1990; Neuhoff et al., 1988):

Stammlosung: 10% (w/v) Ammoniumsulfat, 1,2% (v/v) Phosphorsaure (85%), 1% (w/v)
Coomassie Brilliant Blue R250 in Wasser

Vor Gebrauch wurde die Farbelosung mit 20% Methanol versetzt.

Die Proben (Zellen einer ODsgpnm Von 0,15 entsprechend in 10 plL TrisHCI, pH 8, resuspen-
diert) wurden mit SDS-Probenpuffer versetzt und vor dem Auftragen 10 Min bei 99 °C
aufgekocht. Anschliefend wurden sie in einem diskontinuierlichen Gelsystem (Tabelle 2.
7.) mithilfe der ,Mini Protean Il Dual Slap Cell“ der Firma Bio-Rad Laboratories GmbH

(Miinchen) bei einer Spannung von100-200 V aufgetrennt.
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Tabelle 2. 7 Zusammensetzung der SDS-Polyacrylamidgele

Sammelgel pH 6,8 Trenngel 7,5 % pH 8,8

Rotiphorese® Gel 30 (37,5:1) (Roth, Karlsruhe) 0,83 mL 2,5 mL
Tris-HCI (0,5M bzw- 1,5 M) 1,3mL 2,5mL
VE-Wasser 2,8 mL 4,8 mL
10% (w/v) SDS 50 pL 100 pL
10% (w/v) Ammoniumperoxodisulfat 50 uL 100 pL
N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin (TEMED) 10 uL 10 uL

Die Farbung der Proteine nach Auftrennung im Gel erfolgte mit Colloidal Coomassie oder
mit der kommerziellen Farbe-Losung ,SimplyBlue™ SafeStain“ (life technologies, Darm-
stadt). Die Dokumentation der gefarbten Gele erfolgte mit Hilfe des Imaging System Stella

(raytest, Straubenhardt).

2.9.3 Waestern Blot - Immunologischer Nachweis von auf Membran immobili-
sierten Proteinen (Dunn, 1986).
Blotting und Blot-Entwicklung erfolgte in folgenden Puffern:

Dunn-Carbonat-Puffer:

10 mM NaHCOs3, 3 mM Na,CO0s, 20% (v/v) Methanol

TBST:

25 mMTris-HCI, pH 8,0, 150 mM NacCl, 3 mM KCl, 0,2% (v/v) Tween20
ECL Detektionskit

Losung A (bei 4°C gelagert): 200 ml 0,1 M Tris-HCI (pH 8,6), 50 mg Luminol

Losung B(bei Raumtemperatur dunkel gelagert): 11 mg para-Hydroxycoumarinsaure in
10 ml DMSO gel6st

H,0,-Losung: 35%

Durch SDS-PAGE (2.9.2) aufgetrennte Proteine wurden unter Verwendung der Transfer-
apparatur der Firma Bio-Rad Laboratories GmbH (Mini Trans-Blot Elektrophoretic Transfer
Cell) durch Elektroblotting (15 Min bei 150 mA, 30 Min 300 mA) in Dunn-Carbonat-Puffer
vom Gel auf eine PVDF-Membran (Bio-Rad) Ubertragen. Vor dem Transfer wurde die
Membran 5 Minuten in Methanol und 10 Minuten in Wasser aquilibriert.

Nach dem Transfer wurde die Membran zundchst Gber Nacht bei 4°C mit 3% Skim Milk

Pulver (w/v) in TBST abgesattigt. Nach einem Waschschritt (15 Min, TBST, leicht schit-
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teln) wurde die Antikdrper-Losung mit Anti-His(C-term)-HRP-Antikdrpern (Invitrogen, life
technologies, Darmstadt, 1:5000 in TBST verdiinnt) auf die Membran gegeben und bei
30°C eine Stunde unter leichtem Schutteln inkubiert. Nach fiinf weiteren Waschschritten
mit TBST (1x 15 Minuten, 4x 5 Minuten) erfolgte die Visualisierung der gebundenen Anti-
korper und damit des Zielproteins mittels des ECL-Detektionskits unter Verwendung des
Chemilumineszenz-Detektors Stella (raytest, Straubenhardt). Unmittelbar vor der Visuali-
sierung wurden die ECL-Detektionslosung aus 2 ml Losung A, 0,6 pl H,O;, (35 %) und
200 pl Losung B hergestellt und auf die Membran gegeben.

2.10 In silico Methoden

Als Datenbank fir DNA- und Proteinsequenzen diente GenBank (ncbi, (Benson et al.,
2011)), fur Proteinstrukturdaten wurde die RSCB Protein Data Base (Berman et al., 2000)
herangezogen. Open reading frame-Suche, pairwise alignments und Primerdesign wurden
mit Clone Manager 9 (Software for the Molecular Biologist, Scientific & Educational (Sci-
Ed)) durchgefiihrt, Homologievergleiche von Proteinen und Nukleinsduren erfolgten
durch blastp und blastn (Altschul et al., 1990, 1997), bereitgestellt durch NCBI/BLAST.
Multiple Alignments wurden mit Clustal Omega (Sievers et al., 2011) erstellt. Fiir Struk-
turmodeling und strukturelle Alignments von Proteinen wurde auf Phyre2 (Kelley &
Sternberg, 2009) zurlckgegriffen, wahrend zur RNA-Sekundarstrukturvorhersage
RNAstructure (Bellaousov et al., 2013) genutzt wurde. Transkriptionsterminatorvorhersa-
ge wurde mit dem Transcription Terminator Prediction Tool von PePPER, dem TransTer-
mHP (Kingsford et al., 2007) und Glimmer 3 (Delcher et al., 2007) implementiert sind,
durchgefiihrt. Die Substratvorhersage fir nonribosomale Peptidsyntethasen erfolgte mit-
tels NRPS predictor (Rottig et al., 2011). Schemata der Domanen-Architektur von Protei-
nen und zur Organisation von orfs auf eDNA-Fragmenten wurden durch das MyDomains-
Tool von PROSITE (Hulo et al., 2008) erstellt, Molekilstrukturen wurden durch UCSF Chi-
mera (Pettersen et al., 2004) oder Avogadro (Hanwell et al., 2012) dargestellt.

Zur Dokumentation und Auswertung von Western Blots und surface activity assays und
wurde das Programm AIDA (raytest, Straubenhardt) verwendet.

In dieser Arbeit wurden Ergebnisse mit Hilfe eines Scanners digitalisiert und elektronisch
in das Manuskript eingebunden. Wahrend der Datenerfassung und der Datenverarbei-

tung wurden keine inhaltlichen Anderungen der Abbildungen vorgenommen.
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Links zu den im Text erwdhnten Datenbanken und Online Tools:

Genbank

Protein Database
BLAST

Clustal Omega
Phyre2
RNAstructure
PePPER

NRPS Predictor

MyDomain

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/

http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/

http://www.clustal.org/omega/

http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/,

http://rna.urmc.rochester.edu

http://pepper.molgenrug.nl/

http://nrps.informatik.uni-tuebingen.de

http://prosite.expasy.org/mydomains/



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/
http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.clustal.org/omega/
http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/
http://rna.urmc.rochester.edu/
http://pepper.molgenrug.nl/
http://nrps.informatik.uni-tuebingen.de/
http://prosite.expasy.org/mydomains/

Ergebnisse und Diskussion

3 Ergebnisse und Diskussion

3.1 Produktion von Lipopeptid-Biotensiden

Ein vielversprechender Weg, weitere Biotenside fiir potentielle biotechnologische An-
wendungen zu erschlieen, ist die genauere Untersuchung bereits bekannter Bio-
surfactant-Produzenten, die aber bisher nur wenig aus diesem Blickwinkel betrachtet
wurden. Ein vielversprechender Kandidat hierfir ist Serratia marcescens, ein weit verbrei-
tetes und, wie viele Biosurfactant-Produzenten, opportunistisch humanpathogenes Bak-
terium aus der Familie der Enterobacteriaceae (Mahlen, 2011; Voelz et al., 2010). Diverse
Stamme sind als Produzenten unterschiedlicher Lipopeptide, zusammenfassend Serra-
wettine genannt, beschrieben (Matsuyama et al., 1992; Wasserman et al., 1961). Wah-
rend Serrawettin W2 und W3 als zyklische Lipopeptide aus mehreren Aminosauren be-
schrieben sind, ist Serrawettin W1, mit dem sich dieses Kapitel befasst, ein symmetrisches
Cyclodepsipeptid, dass aus zwei Serinresten und zwei (D)-B-Hydroxyfettsauren gebildet
wird (Dwivedi et al., 2008; Nakagawa & Matsuyama, 1993; Wasserman et al., 1962), siehe
auch Abb. 1. 5.

Erstmals beschrieben wurde Serrawettin W1 bereits in den 1960er Jahren (Wasserman et
al., 1961), trotzdem gibt es im Vergleich zu anderen Biotensiden nur sehr wenige Studien,
die die Produktion dieses Lipopeptids zum Focus haben. In jlingerer Zeit wurden neben
den bereits seit langem bekannten Eigenschaften Oberflachenaktivitat und antimikrobiel-
le Wirkung, u.a. gegen Methicillin resistenten Staphylococcus aureus (Kadouri & Shanks,
2013), Anwendungen gegen Tumorzellen (Escobar-Diaz et al., 2005; Soto-Cerrato et al.,
2005), zum Schutz von Pflanzen vor Oomyceten (Strobel et al., 2005) und in der Abwehr
von Nematoden (Pradel et al., 2007) beschrieben. Diese neuen interessanten Charakteris-
tika fihrten neben der allgemein gestiegenen Aufmerksamkeit gegenliber Biotensiden zu
einem wachsenden Interesse an den Biosurfactants aus Serratia, was durch eine ver-
mehrte Anzahl an Publikationen und Patenten zu Produktion und Anwendung von Serra-
wettin in den letzten Jahren verdeutlicht wird (Apao et al., 2012; Ibrahim et al., 2013;
Kadouri & Shanks, 2013; Kuo et al., 2012; Matsuyama et al., 2011; Perez et al., 2005;
Pérez-Armendariz et al., 2013; Pruthi & Cameotra, 1997; Strobel et al., 2005; Teixido et
al., 2007; Yamashita et al., 2001), siehe auch Abb. 3.1. 1.
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Abb. 3.1. 1 Publikationen zu Serrawettin in den Jahrzehnten seit der Erstbeschreibung. Die Analyse
wurde mit Hilfe von Scopus (Elsevier) durchgefiihrt, einbezogen wurden alle Publikationen mit

4

Nennung der Worte ,Serrawettin®, ,Serrawettins” oder ,Serratamolide” in Titel, keywords
oder abstracts. Stand Juli 2013.

Die Biosynthese dieses sehr einfachen nicht durch Ribosomen gebildeten Peptids wird,
anders als bei vielen anderen Vertretern dieser Klasse von Sekunddrmetaboliten, von
einem einzigen, ca. 130 kDa grolRen Protein katalysiert, der nonribosomalen Peptidsyn-
thetase SwrW (Apao et al., 2012; Li et al., 2005a). Wie charakteristisch fiir NRPS, beinhal-
tet dieses Protein mehrere Domanen, welche verschiedene Reaktionen in der Synthese
von Serrawettin W1 katalysieren (1.2.3). Dariber hinaus fiur die Produktion von Serrawet-
tin W1 in Serratia marcescens essentiell sind vermutlich Acylcarrierproteine und, nach-
gewiesenermalien, die Phosphopantetheinyltransferase PswP (Matsuyama et al., 2011;
Sunaga et al., 2004). Die Funktion von PswP ist die posttranslationale Aktivierung von

SwrW (1.2.3.1).

3.1.1 Produktion von Serrawettin W1 in Serratia marcescens DSM12481

Die Produktion der Biotenside in S. marcescens ist, wie es auch fiir andere Biosurfactant-
Produzenten beschrieben ist (Das et al., 2008), komplex reguliert (1.2.3.2) und wird be-
einflusst von Wachstumsphase (Uber Quorum sensing) und Kultivierungsbedingungen
(Satpute et al., 2010; Shanks et al., 2013; Tanikawa et al., 2006; Wei et al., 2004). Als Bei-
spiel kann die Temperaturabhangigkeit der Produktion von Serrawettin genannt werden,
die, vergleichbar zur Produktion des roten Pigmentes Prodigiosin, bei 30°C, jedoch nicht
bei 37°C zu beobachten ist (Matsuyama et al., 1986). Auch die Medienzusammensetzung
beeinflusst die Biosynthese (Roldan-Carrillo et al., 2011; Yamashita et al., 2001).

Als moglicher Produktionsstamm wurde der pigmentierte S. marcescens-Stamm

DSM12481 (alternativ auch mit W225 bezeichnet) aus der Stammsammlung des Instituts
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flir molekulare Enzymtechnologie (Bezeichnung KE75) evaluiert. Fir diesen Stamm sind
unserem Wissen nach bisher weder Untersuchungen zur Biosurfactant-Produktion noch
eine Genomsequenz veroffentlicht worden, deshalb wurde zunachst untersucht, in wie
fern dieser Stamm die genomischen Voraussetzungen fiir die Produktion von Serrawettin
W1 besitzt. Dazu wurde eine PCR mit Primern, die von der veroffentlichten Sequenz des
Serrawettinsynthetasegens swrW aus S. marcescens ATCC274 (Li et al., 2005, Genbank
AB193098.2) abgeleitet waren, und genomischer DNA von DSM12481 als template durch-
gefuhrt, die in einem DNA-Fragment resultierte, das die zu erwartende Grof3e von ca. 4 kb
aufwies. Die Sequenz des Proteins nach Sequenzierung dieses Fragmentes und in silico-
Translation des orf war zu 97% identisch mit SwrW aus ATCC274 (GenBank BAD60917) bei
einem Alignment Score von 2575, siehe Anhang, Abb. A. 1. DSM12481 besitzt demnach
eine neue Variante der Serrawettinsynthetase und wurde somit als vielversprechend fir
die Produktion von Serrawettin W1 bewertet.

Aufgrund der beschriebenen Abhangigkeit der Produktion dieses Biotensids von der Me-
dienzusammensetzung wurde zunachst die Biosurfactant-Produktion auf verschiedenen
Komplexmedien untersucht, um optimale Bedingungen fiir spatere Produktionsstudien zu
ermitteln. Dabei wurden Einzelkolonien auf Festmedien betrachtet, da hierfiir mit dem
atomized oil assay ein einfacher quantitativer Nachweis zur Verfligung stand (Burch et al.,
2010). Verglichen wurde Biotensidproduktion auf LB als Standard-Vollmedium, Trypton-
Glycerin-Medium (TG), das vergleichbar war zu den in anderen Studien zur Serrawettin-
Produktion verwendeten Medien (Matsuyama et al., 1985, 1992), Tributyrin-LB-Agar als
Medium mit hohem Anteil an hydrophoben Komponenten und Blutagarbasismedium,
sowie Medien unter Zusatz von fettreichem Erdnussmehl (2.5.1). Letztere galten als viel-
versprechende Kandidaten, da dieser Zusatz zu erhéhter Prodigiosinproduktion fihrt (Giri
et al., 2004) und bekannt ist, dass viele Regulationssysteme fir Prodigiosinbiosynthese
auch die Serrawettinproduktion beeinflussen (Matsuyama et al., 1986; Shanks et al.,
2013; Sunaga et al., 2004; Tanikawa et al., 2006).

Um die S. marcescens-Kolonien auf LB- bzw. Tributyrin-Agar herum zeigten sich nach 18 h
nur sehr kleine Hofe im atomized oil assay (2.8.1), auf Trypton-Glycerin-Agar sowie den
beiden mit Erdnussmehl versetzten Festmedien war eine vergleichbare starkere Bio-
surfactantproduktion detektierbar, zu der starksten Produktion oberflaichenaktiver Sub-

stanzen fiihrte das Wachstum auf Blutagarbasismedium (Abb. 3.1. 2). Damit wurde
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Abb. 3.1. 2 Produktion von oberflichenaktiven Substanzen durch S. marcescens DSM12481 auf ver-
schiedenen Festmedien. Zellkolonien nach 18 h Inkubation bei 30°C. Der Nachweis der Oberflachenakti-
vitat erfolgte durch atomized oil assay, Hofe um die Kolonien indizieren Biotensidproduktion.

gleichzeitg nachgewiesen, dass S. marcescens DSM12481 in der Lage ist, Biotensid zu pro-
duzieren.

Es wurde dadurch allerdings noch nicht gezeigt, dass dieser Stamm wirklich das ge-
wiinschte Biotensid produziert. Durch Vergleich des Signalmusters nach diinnschicht-
chromatographischer Auftrennung (DC, 2.8.5) des Extraktes dieses Stammes mit dem des
gleichbehandelten Extrakt von S. marcescens DSM30121 konnte der Stamm S.
marcescens DSM12481 jedoch erstmals der Gruppe der Serrawettin W1 produzierenden
Serratia-Stamme zugeordnet werden (Abb. 3.1. 3A). S. marcescens DSM30121 ist ein be-
schriebener Produzenten von Serrawettin W1 (Matsuyama et al., 1985) und wurde zur
Verfligung gestellt seitens der Kooperationspartner in diesem Projekt, der Gruppe um
R. Hausmann am Karlsruher Institut fiir Technologie. Die Extrakte beider Stamme wurden,
wie vorher beschrieben (Matsuyama et al., 1992), aus auf Trypton-Glycerin-Agar gewach-
senen Bakterienrasen gewonnen (2.8.3).

Trotz einer erheblichen Biotensidproduktion auf Blutagar lieR sich auch nach mehrtagiger
Inkubation auf Blutagarplatten, entgegen Literaturangaben (Shanks et al., 2012), keine
haemolytische Aktivitdat von DSM12481 gegeniiber Schafsblut nachweisen. In der ange-
fiihrten Publikation wurde Haemolyse durch Serrawettin-Uberexpressionsvarianten ande-
rer S. marcescens-Stamme bzw. durch isoliertes Biotensid nachgewiesen. Eventuell waren
die dort erreichten Konzentrationen hoher als in den hier beschriebenen Experimenten
mit wildtypischen S. marcescens-Stammen. Moglicherweise zeigt das von diesen Stam-

men produzierte Biotensid auch geringfligige Unterschiede in der Zusammensetzung ge-
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geniliber dem Serrawettin aus DSM 12481, wodurch Erythrozyten empfindlicher auf dieses
Biotensid reagierten. Zudem kénnten eventuell auch unterschiedliche Anteile der eben-
falls als haemolytisch beschriebenen Serrataminsdure (Miyazaki et al., 1992), vermutlich

ein Zerfallsprodukt des Serrawettins W1 (Matsuyama et al., 2011), eine Rolle spielen.

I

= W | €= Prodigiosin >l -

<= Serrawettin W1 «==p
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Abb. 3.1. 3 Serrawettin W1-Produktion von S. marcescens DSM12481. A Vergleich von Extrakten des be-
kannten Serrawettin W1-Produzenten S. marcescens DSM30121 und S. marcescens DSM12481; B Serrawet-
tin W1 Produktion in verschiedenen Varianten von Trypton-Glycerin-Flissigmedium. S: Serrawettin Stan-
dard (Extrakt von DSM12481, sieche A), KU: Extrakt aus TG-Kulturiiberstand ohne Zellen, TG: Extrakt von
Trypton-Glycerin-Kultur; +Si: TG-Medium+2 mg/mL Silica, +Cel: TG-Medium+2 mg/mL Celite. Die Experi-
mente wurden zweimal in Doppelbestimmung durchgefiihrt, in allen Fallen ergaben sich die gleichen Mus-
ter; diese DC steht exemplarisch fiir die vier Versuchsreihen. Visualisiert wurden die Signale mit 60% H,SO,.

Der nachste Schritt zur Produktion von Serrawettin W1 mit S. marcescens besteht in der
Ubertragung der mit Festmedien ermittelten Ergebnisse auf Fliissigkulturen. In Uberstin-
den von Flissigkulturen in den positiv evaluierten Nahrmedien lieBen sich jedoch durch
drop collapsing- oder grid assay (2.8.2) in keinem Fall oberflachenaktive Substanzen de-
tektieren (ohne Abbildung). Da Serrawettin laut Literatur wie das rote Pigment Prodigio-
sin in extrazelluldren Vesikeln zu finden ist (Matsuyama et al., 1986), deren Bildung eben-
falls temperaturabhdngig reguliert ist (McMahon et al., 2012), ware es denkbar, dass
durch diese Sekretionsvariante nur wenig freies Serrawettin im Uberstand vorliegt. Diese
These wird durch die Beobachtung gestiitzt, dass nach Zentrifugation eine diinne rote
Schicht auf dem Zellpellet aufliegt, die aus den Vesikeln gebildet werden kénnte (ohne
Abbildung).

Auf eine weitere Erkldarung deutet die bisher beschriebene natiirliche Funktion von Ser-

rawettin in der Kolonisierung fester Oberflichen durch Schwarmen (Matsuyama &
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Nakagawa, 1996a, b; Matsuyama et al., 1989, 1995) hin. Wenn die Hauptfunktion des
Biosurfactants assoziiert mit dieser Motilitatsform ist, ware es denkbar, das bei planktoni-
scher Lebensweise in Flissigmedien von S. marcescens DSM12481 kein oder nur sehr we-
nig Serrawettin produziert wird, wie es auch bei anderen Biotensidproduzenten beobach-
tet wurde (Burch et al., 2011; Yamashita et al., 2001). In Anlehnung an letztere Erklarung
wurden, dem Gedanken aus Yamashita et al., 2001 folgend, um die Serrawettinprodukti-
on zu steigern den Flussigkulturen Partikel mit grolRer Oberflache (Silica und Celite (Roth,
Karlsruhe), jeweils 2 mg/mL ) zugesetzt, an die sich die Bakterien anlagern kénnten. Diese
Strategie fiihrte auch bei Versuchen zur Surfactinproduktion mit B. subtillis zu héheren
Ausbeuten (Yeh et al., 2008). Nach einer Inkubation von 16 h wurden die Ansatze auf
Oberflachenaktivitat hin untersucht und fiir eine Analyse per DC dann nicht nur der Kul-
turiberstand, sondern die komplette Kulturbriihe (einschlieRlich Zellen und gegebenen-
falls Partikeln) mit Chloroform extrahiert, um auch Serrawettin aus Zellen oder aus Vesi-
keln zu l6sen, die andernfalls durch Zentrifugation sedimentiert und abgetrennt wurden.
AulRerdem wiirde fir den Fall, dass Biotensid an die pordsen Partikel bindet (vergleichbar
zur Bindung von Serrawettin an XAD-16 im Kulturmedium (Dwivedi et al., 2008)), dieses
ebenfalls in die organische Phase (ibergehen. Die Extrakte wurden per DC auf Serrawettin
W1-Produktion hin analysiert. Diese Versuche wurden nur in Trypton-Glycerin Fllssigkul-
tur durchgefiihrt, auch wenn auf Festmedien Blutagarbasis und Erdnussmehl-Medien zu
besseren oder gleichwertigen Ergebnissen flhrten, um eventuelle Interferenzen dieser
komplexen Medien, deren genaue Zusammensetzung nicht ndher bekannt ist, mit den
Assays/Extraktionsmethoden auszuschlieRen.

Wiederum konnte durch das grid assay in keiner der Kulturen eine Verdnderung der
Oberflachenspannung festgestellt werden, aber durch DC war sowohl in den Kulturextrak-
ten als auch im Uberstandextrakt der TG-Kultur ohne Zusatz Serrawettin W1 nachweisbar
(Abb. 3.1. 3B). Dabei zeigte sich, dass der Zusatz von Silica oder Celite-Partikeln zum TG-
Medium, verglichen mit Medium ohne Zusatz, hier zu keiner deutlichen Veranderung der
Serrawettinproduktion dieses Stammes (indiziert durch die GréRe der Spots) fiihrte. Die-
sen Ergebnissen folgend ist zu vermuten, dass die Lokalisierung der Biotenside in Vesikeln
oder in den Zellen fir die negativen Ergebnisse in den hier verwendeten Assays zur Ober-
flachenaktivitat verantwortlich ist. Da aber auch aus dem zellfreien Kulturiberstand Ser-

rawettin extrahiert werden konnte (Abb. 3.1. 3B, Spur 2), waren diese scheinbar nicht so
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schwer, dass sie bei 3320xg vollstandig mit den Zellen sedimentierten. Allerdings zeigte
sich durch die Kontaminationen im Extrakt, die in der DC erschienen, wie z.B. Prodigiosin,
und auch durch mutmaRlichen Verlust des Serrawettins in den Vesikeln, die mit den Zel-
len sedimentierten (indiziert durch die rote Schicht auf dem Zellpellet), dass in puncto
downstream processing noch ein starker Optimierungsbedarf besteht.

Nichtsdestotrotz werden basierend auf diesen Ergebnissen durch Kooperationspartner
am KIT erste Versuche zur Produktion von Serrawettin W1 mit S. marcescens DSM12481
in Batch-Kulturen im Bioreaktor durchgefiihrt. Generell ist die Bioreaktorkultivierung von
S. marcescens gut etabliert, bei der Giberwiegenden Mehrheit dieser Studien lag der Fokus
aber auf der Produktion einzelner Enzyme oder aber der Synthese von Prodigiosin (z. B.

Long et al., 2007; Chang et al., 2011).

3.1.1.2 Analyse des von S. marcescens DSM12481 produzierten Biotensids

Zur Bestatigung der Identitdt von Serrawettin W1 und zur Analyse der genauen Zusam-
mensetzung des Biotensids wurde von DC-Platte extrahiertes Material in Kooperation mit
der Zentralen Analytik des Forschungszentrums Julich per HPLC-ESI-MS/MS analysiert
(2.8.7). Dabei wurden neben dem Serratamolid mit zwei Hydroxydecansduren (Masse
515 Da) auch Serrawettin W1-Kongenere mit den Massen 487 Da, 501 Da, 529 Da,
543 Da, 557 Da und 571 Da detektiert (Abb. 3.1. 4). Nach weiterer Fragmentierung im
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1,29 | 571
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Abb. 3.1. 4 Zusammensetzung des Serrawettin W1 aus S. marcescens DSM12481. Extracted lon Counts
(XIC) von den Uber den Signalen in Da angegebenen Massen aus den HPLC-ESI-MS Daten

Den einzelnen Massen sind jeweils unterschiedliche Farben zugeordnet. Die schwécheren Signale je-
weils etwa 1 Minute vor dem jeweiligen Hauptsignal konnten aufgrund gleicher Fragmentierungsmuster
als Isomersignale identifiziert werden.
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Massenspektrometer konnten anhand der in Dwivedi et al., 2008 beschriebenen charak-
teristischen Zerfallsstufen mehrere Serrawettinspezies identifiziert werden (Tabelle 3.1.
1). Die hier ermittelte Zusammensetzung weist Kongenere auf, die auch in den Extrakten
anderer Stamme zu finden waren, namlich in Extrakt von S. marcescens NS38, bei dem als
Bestandteile Cio und in geringem MaBe Ci,-B-Hydroxyfettsduren nachgewiesen wurden
(Hara-Hotta et al., 1991; Matsuyama & Nakagawa, 1996a), und von Serratia spec. mit den
Spezies C1g+Cg, C19+Cgy, C10+C1o, C10+C11, C10+C1, (Dwivedi et al., 2008). Die Existenz der vier
Spezies mit den Massen 557 Da und 571 Da (Tabelle 3.1. 1) wurde jedoch bisher nicht

publiziert.

Tabelle 3.1. 1 Kettenldngen der identifizierten Serrawettinspezies im Extrakt von S. marcescens
DSM12481. Vorherrschende Kongenere, siehe auch Abb. 3.1. 4, sind hervorgehoben.

Masse (Da) B-Hydroxyfettsaure-Ketten:

487 Cs+Cyo
501 Co+Cyg
515 C10+Cio
529 C10+Cyz
543 C10+Cy2
557 Ci0+Cy3
557 C11+Cyy
571 Ci0+Cyiq
571 Cp+Cyy

Es ware moglich, dass von den verschiedenen Serratia-Stammen unterschiedliche Konge-
nere produziert werden, vergleichbar mit den unterschiedlichen Zusammensetzungen der
Rhamnolipidgemische aus verschiedenen Stammen von P. aeruginosa (Nitschke et al.,
2005). Jedoch konnten damit hier nicht nur langerkettige Kongenere nachgewiesen wer-
den als bisher beschrieben, sondern auch zum ersten Mal Spezies ohne einen B-
Hydroxydecansaurerest. Ein Kongener mit B-Hydroxyoctansdaure und —dodecansaure
(theoretische Masse ebenfalls 515 Da) war allerdings nicht nachweisbar, obwohl beide
Fettsdurespezies nachweislich akzeptiert werden und die Affinitat der Synthetase vor al-
lem zu letzterer relativ hoch zu sein scheint. Die molekularen Hintergriinde dafiir blieben
unklar.

Generell scheinen Cy,- und in noch starkerem MaRe Cio-Hydroxyfettsauren bevorzugt zu

werden, was dazu passt, dass in den meisten Publikationen Serrawettin W1 bzw. Serra-
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tamolid als cyclo-(D-3-hydroxydecanoyl-L-seryl), beschrieben ist. Nicht in dieses Vertei-
lungsmuster passt das geringe Vorkommen der Spezies mit C;9+Cy;-Ketten, das aber wohl
mit der generell deutlich geringeren Bereitstellung an B-Hydroxyfettsauren mit einer un-
geraden Anzahl an Kohlenstoffatomen in der Zelle zu erklaren ist (Heath & Rock, 1996;

Smirnova & Reynolds, 2001).

S. marcescens DSM12481 ist damit ein interessanter Kandidat fiir die Produktion des Lipo-
peptid-Biotensids Serrawettin W1. Allerdings erscheint es aufgrund der potentiellen Hu-
manpathogenitdt dieses Bakteriums (Berthelot et al., 1999; Hejazi & Falkiner, 1997;
Mahlen, 2011; Voelz et al., 2010) und seinem Potential, multiresistente Stdmme zu entwi-
ckeln (Maragakis et al., 2008), sowie der mit diesen Eigenschaften zumindest im europai-
schen Raum verbundenen Einstufung als S2-Organismus, als sinnvoll nach alternativen
Produktionsstammen zu suchen. Die Produktion von Biosurfactants mit humanpathoge-
nen Organismen kann ein Hindernis flir biotechnologische Anwendungen darstellen

(Toribio et al., 2010).

S. marcescens DSM12481 wurde als Produzent des Biosurfactants Serrawettin W1
mit einer neuen Variante von SwrW identifiziert. Durch Optimierung von Kultivie-
rungs- und Extraktionsprotokollen wurde der Grundstein fiir weiterfiihrende Arbei-
ten zur Produktion dieses Lipopeptids in Bioreaktorkulturen gelegt. Dazu ergaben
Analysen des isolierten Biosurfactants eine bisher noch nicht publizierte Zusammen-

setzung des Biotensids mit neuen Serrawettin W1-Spezies.

3.1.2 Produktion von Biotensiden in Erwinia billingiae Eb661

Eine mogliche Alternative zu humanpathogenen Produktionsstammen fir bestimmte Pro-
teine oder Sekundarmetabolite ist die Nutzung von Stammen, die gleiche oder dhnliche
Genprodukte produzieren, aber nicht pathogen sind (Toribio et al., 2010). Im Falle von
Serrawettin W1 koénnte diese Alternative durch das Enterobacterium Erwinia billingiae
Eb661 offeriert werden, welches eng mit Serratia verwandt ist (Harada & Ishikawa, 1997;
Sproer et al., 1999). E. billingiae ist eine nicht pathogene, epiphytisch auf Blattern von
Obstbdaumen zu findende Bakterienspezies, E. billingiae Eb661 wurde dementsprechend

von Blattern der Birne (Pyrus communis) isoliert (Kube et al., 2010; Mergaert et al., 1999).
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Durch nach homologen Proteinen zu SwrW (Genbank BAD60917, siehe oben) mittels des
blastp-Algorithmus gegen die NCBI-Datenbank konnte eine homologe putative NRPS, an-
notiert als EbC_06320, (98% query coverage/ 59% identity/ 72% similarity/ 1522 Score) im
Genom des Enterobacteriums identifiziert werden (Genbank YP_003740023), der einzige
Hit mit einem score von Uber 1000 sowie einer query coverage von mehr als 80% auRer-
halb des Taxons Serratia marcescens. Besonders im Bereich der fur die Aminosaurebin-
dung verantwortlichen Adenylierungsdomine gibt es eine groRe Ahnlichkeit in der Se-
guenz beider Proteine (Abb. 3.1. 5). Durch das Tool “NRPS-Predictor” (Rottig et al., 2011)
wurde zudem vorhergesagt, dass die putative NRPS aus E. billingiae ein nichtribosomales
Peptid einzig mit Serin synthetisiert.

Aminoséure-Nr. ! [100 |200 |200 |s00 |500 |600 [700 [¢00 [e00 1K |1.100 [1200 1319

st 1111 T T AT RN AT T TR

Abb. 3.1. 5 Schematischer Vergleich von SwrW aus S. marcescens und der NRPS aus E. billingiae. Grau

sind Bereiche mit identischen Aminosauren, rot markiert sind unterschiedliche Aminosauren, blau bezeich-
net Insertionen. Das Alignment beider Aminosduresequenzen resultiert in 59% ldentitdt bei einem Score
von 1522. Graphische Darstellung durch NCBI Graphical Sequence Viewer 2.27.

Bisher ist die Produktion oberflachenaktiver Substanzen fiir diesen Organismus noch nicht
beschrieben worden, das Gen fiir das SwrW-homologe Protein ist im Rahmen eines bioin-
formatisch orientierten Genomprojekts als NRPS annotiert worden (Kube et al., 2010) und
wurde bisher nicht niher charakterisiert. Aufgrund der relativ hohen Ahnlichkeit zu Swrw
ware es aber denkbar, dass E. billingiae ein Serrawettin W1 dhnliches Biosurfactant pro-
duziert, zumal die haufig (so auch bei S. marcescens (Matsuyama et al., 1995)) mit Bioten-
sidproduktion assoziierte Motilitatsform swarming auch fir Erwinia billingiae publiziert ist
(Wu et al., 2012). In Experimenten auf verschiedenen Festmedien, analog zu den oben
beschriebenen Versuchen mit Serratia, konnte die Produktion von oberflaichenaktiven
Substanzen durch E. billingiae verifiziert werden (Abb. 3.1. 6). Allerdings produzierte die-
ses Bakterium Biosurfactants unter teilweise anderen Bedingungen als Serratia. Zwar war
auch hier auf Blutagarbasismedium die Sekretion von oberflachenaktiven Substanzen zu
erkennen (wie bei S. marcescens wurde aber keine haemolytische Aktivitdt beobachtet),

auf Trypton-Glycerin, LB, sowie den Erdnussmehl haltigen Medien jedoch nicht.
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Medium LB Trypton Glycerin Tributyrin

0, H 0, H
Medium 2% Erdnussmehl in 2% Erdnussmehl in Blutagarbasis
Wasser LB

Abb. 3.1. 6 Produktion von oberflachenaktiven Substanzen durch E. billingiae auf verschiedenen Fest-
medien. Zellkolonien nach 18 h Inkubation bei 30°C. Der Nachweis der Oberflachenaktivitat erfolgte durch
atomized oil assay, Héfe um die Kolonien indizieren Biotensidproduktion.

Die starkste Surfactant-Produktion zeigte sich bei diesem Stamm auf Tributyrin-Agar. Da
fiir andere Biotenside, wie bereits angesprochen, eine natiirliche Funktion in der Motilitat
auf Oberflachen beschrieben ist (Berti et al., 2007; Matsuyama et al., 1989, 1995), ware
es denkbar, dass Biosurfactants, die von E. billingiae sekretiert werden, ebenfalls eine
Rolle als wetting agent in der Motilitat im nach bisherigen Kenntnisstand natdrlichen Le-
bensraum spielen, namlich auf den Blattoberflichen von Rosaceae (Gehring & Geider,
2012; Mergaert et al., 1999). Diese sind von einer durch langkettige Alkane und dhnliche
Substanzen hydrophoben Cuticula Giberzogen (Jetter & Schéaffer, 2001). Adhdsionsmecha-
nismen von epiphytischen Bakterien auf der Cuticula sind bisher allgemein beinahe uner-
forscht (Vorholt, 2012). Es ware grundséatzlich denkbar, dass durch Sekretion von Bioten-
siden die Hydrophobizitdat der Membran erhdht wird -vergleichbar mit Effekten von
Rhamnolipiden (Zhong et al., 2008)- und so die Adh&sion an der wachsartigen Oberflache
verbessert wird. Zudem konnte die Biosurfactant-Produktion durch epiphytische Bakte-
rien dazu dienen, die hydrophoben Substanzen aus der Blattoberflache zu l6sen und als
Kohlenstoffquelle verfligbar zu machen (Schreiber et al., 2005), um das eher knappe
Nahrstoffangebot dieses Lebensraumes (Lindow & Brandl, 2003) zu verbessern. So ist
beschrieben, dass die epiphytische Mikroorganismenpopulation die Hydrophobizitat von
Blattoberflachen durch Sekretion von wetting agents verandern kann (Knoll & Schreiber,
1998). In Betrachtung dieser Punkte konnte die Produktion oberflachenaktiver Substan-
zen in E. billingiae als Reaktion auf eine hydrophobere Umgebung, wie z.B. Tributyrinagar,

induziert werden.
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Fiir Experimente zur Biotensidproduktion in FlUssigkultur erwies sich Tributyrinzugabe
zum Medium aber als ungeeignet, da fiir eine Durchmischung beider Phasen Emulgator
hinzugegeben werden muss, der mit den Analysemethoden interferiert. Analog zu den
Serratia-Experimenten konnte die Produktion von oberflachenaktiven Substanzen in TG-
Flassigkulturen nicht nachgewiesen werden. In per DC analysierten Extrakten von TG-
Flassigkultur und von auf Blutagarbasisagar gewachsenem Rasen, war eine Verbindung
nachweisbar, die ein wenig hydrophober zu sein schien als Serrawettin W1 und nach
Schwefelsdure und Hitzeeinwirkung purpur wurde (Abb. 3.1. 7; Abb. 3.1. 10). Aufgrund
dieser gegeniiber dem Braunton des Serrawettins deutlich anderen Farbung und des
leicht anderen Laufverhalten, ist auszuschlieBen, dass es sich hierbei um Serrawettin W1
handelt. Da die Struktur dieses Stoffes in Rahmen dieser Arbeiten aber noch nicht geklart
werden konnte, bleibt unklar, ob es sich hierbei um das gesuchte Produkt der NRPS han-

delt und inwiefern es Ahnlichkeit zu Serrawettin W1 besitzt.

Prodigiosin , ‘

Serrawettin W1 e==p

Serratia Erwinia
marcescens billingiae

Abb. 3.1. 7 Vergleich der Extrakte von S. marcescens DSM12481 und E. billingiae Eb661. Analyse durch DC,
Visualisiert wurden die Signale mit 60% H,SO,.

In dem epiphytisch lebenden Enterobacterium Erwinia billingiae Eb661 wurde eine
SwrW homologe nonribosomale Peptidsynthetase identifiziert. Es konnten Bedin-
gungen ermittelt werden, unter denen dieses Bakterium oberflachenaktive Substan-

zen produziert.
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3.1.3 Heterologe Produktion von Serrawettin W1 in Escherichia coli BL21 Gold
Eine weitere etablierte Alternative zur Produktion von Sekundarmetaboliten durch pa-
thogene Stamme ist die Nutzung heterologer Expressionssysteme. Durch den Einsatz von
S1-Produktionsstammen kann nicht nur die Pathogenitdtsproblematik gelost werden, in
Verbindung mit heterologen Promotoren zur Expression der Synthesegene kdnnen auch
Einschrankungen durch die komplexen Regulationssysteme in homologen Biotensid-
Produzenten vermieden werden (Perfumo et al., 2013; Tiso et al., 2012; Wittgens et al.,
2011). Strategien zur Nutzung heterologer Wirte fiir die Biotensidsynthese wurden bisher
hauptsachlich fir die Rhamnolipide aus Pseudomonas aeruginosa beschrieben, fiir deren
Produktion sich der nah verwandte Stamm Pseudomonas putida KT2440 als sehr gut ge-
eignet erwiesen hat (Cha et al., 2008; Ochsner et al., 1995; Wittgens et al., 2011).

Als Wirtsorganismus fir die heterologe Produktion von Serrawettin W1 wurde zunachst E.
coli BL21 Gold, nahe verwandt mit S. marcescens (Sproer et al., 1999), ausgewahlt. Nach
unserem Kenntnisstand sind bisher nur wenige Arbeiten zur heterologen Produktion von
Lipopeptiden bekannt (Lee et al., 2007; Symmank et al., 2002; Wenzel et al., 2005), die
funktionelle Expression von nichtribosomalen Peptidsynthetasen allgemein konnte aber,
auBer in P. putida und Bacillus, mehrfach in Escherichia coli etabliert werden (Bian et al.,
2012a, b; Gruenewald et al., 2004; Lee et al., 2007; Ongley et al., 2013; Watanabe et al.,
2006; Wenzel et al., 2005; Zhang et al., 2011). Deshalb galt E. coli, der als Produzent des
nichtribosomalen Peptides Enterobactin (Rusnak et al., 1991) mit den genetischen und
metabolischen Voraussetzungen fiir die Biosynthese dieser Metabolitklasse ausgestattet
ist, als ein vielversprechender Kandidat fur die heterologe Produktion von nichtribosoma-
len Peptiden. Hinzu kommt, dass fir dieses Bakterium als Standardexpressionsstamm in
Forschung und Biotechnologie eine Vielzahl an Methoden zur Optimierung der Expression
oder flr strain engineering zur Verfiigung steht.

Zur Produktion von Serrawettin W1 im Speziellen ist E. coli darliber hinaus vielverspre-
chend aufgrund der nahen Verwandtschaft dieses Bakteriums zu S. marcescens, wodurch
z.B. die Gefahr ineffizienter Expression durch Codon Bias minimiert wird. Eine Reihe von
Proteinen aus S. marcescens wurden dementsprechend bereits sehr erfolgreich in E. coli
produziert (Braun et al., 1987; Garneau-Tsodikova et al., 2006; Li et al., 2013; Markert,
2008; Molin et al., 1992). Zudem wurden in Matsuyama et al., 2011 bisher nicht publizier-

te Arbeiten erwahnt, in denen sich die funktionelle Expression der Biosynthesegene in E.
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coli IM109 zumindest unter der Kontrolle der natiirlichen Promotoren als moglich erwie-
sen hat.

Zur heterologen Produktion von Serrawettin W1 im fir Expressionen optimierten E. coli-
Stamm BL21 Gold wurde swrW, das Gen fiir die Serrawettinsynthetase, einschlieflich
eines 70 bp —Bereichs upstream des Startcodons inklusive Ribosomenbindestelle, mit den
Primern ,,SwrW up pVLT“ und ,,SwrW down“ (template: S. marcescens DSM12481-DNA)
amplifiziert und in den low copy vector pVLT33 (de Lorenzo et al., 1993; Morales et al.,
1991) kloniert (2.6). Damit stand die Transkription des Gens unter der Kontrolle des Piac-
Promotors, der eine Induktion der Genexpression mittels IPTG erlaubt (de Boer et al.,
1983). Der resultierende Vektor pVLT-SwrW wurde in E. coli BL21 Gold eingebracht und
Kulturen des transformierten Stammes nach 16 h Inkubation bei 30°C bzw. 37°C, welche
im Anschluss an die Induktion der swrW-Expression durch Zugabe von IPTG erfolgte, auf
die Produktion oberflachenaktiver Substanzen hin untersucht.

Mittels dieses Systems konnte die Produktion von Biotensiden bei einer Inkubationstem-
peratur von 30°C sowohl auf Festmedium, indiziert durch Hofbildung um die Kolonien des
Expressionsstammes, als auch in Flussigkultur erreicht werden. Letzteres wurde durch
eine veranderte Oberflachenspannung angezeigt (2.8.2), sichtbar gemacht durch die Ver-
zerrung des Rasters im Vergleich zum Leervektoriberstand (Abb. 3.1. 8A+B). Im Gegen-
satz zu S. marcescens war hier im KulturiGberstand Surfactant-Aktivitdt nachweisbar, ein
Hinweis darauf, dass Serrawettin W1 in diesem Falle frei im Uberstand vorliegt, was das
downstream processing vereinfachen konnte. Mittels DC von Uberstandsextrakten der
Expressionskulturen konnte die Produktion von Serrawettin W1 in E. coli BL21 Gold mit
pVLT-SwrW durch Vergleich mit den Extrakten von S. marcescens und E. coli mit Leervek-
tor bestatigt werden (Abb. 3.1. 8C). In Kulturen ohne Zugabe von IPTG war keine Bildung
von Biotensiden zu beobachten. Das galt fiir Kolonien auf Festmedien ebenso wie fiir
Flussigkulturen (ohne Abbildung).

Bei einer fiir E. coli optimalen Wachstumstemperatur von 37°C war ebenfalls keine Ober-
flachenaktivitat nachweisbar (Abb. 3.1. 8A), was sich mit den in Matsuyama et al., 2011
angeflihrten Beobachtungen zu E. coli JM109 deckt. Das ist bemerkenswert, da die regu-
latorischen Elemente, die in S. marcescens fiir die temperaturabhéngige Produktion von
Serrawettin W1 (sowie auch z.B. flrr die des roten Pigmentes Prodigiosin oder fir die

Vesikelabscheidung) verantwortlich sind, in E. coli nicht vorhanden sein sollten bzw. nicht
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Abb. 3.1. 8 Heterologe Produktion von Serrawettin W1 in E. coli BL21 Gold. A Vergleich der Oberfla-
chenaktivitat in Uberstidnden von E. coli pVLT-SwrW Kulturen, bei 37°C bzw. 30°C inkubiert, durch grid
assay. Tenside fiihren zu einer optischen Verzerrung des Rasters; B Nachweis der Bildung oberflachenakti-
ver Substanzen durch E. coli pVLTSwrW auf LB-Festmedium (oben) und in LB-Flissigkultur (unten) im
atomized oil assay durch Hofbildung bzw. grid assay. Als Kontrolle diente E. coli mit pVLT33 (LV); C DC mit
Chloroform-Extrakten von Kulturiiberstanden der Expressionskultur und Leervektorkontrolle. Als Ver-
gleichsprobe zur Einordnung der Signale diente das Extrakt aus S. marcescens DSM12481 (siehe 2.8.3). Das
Experiment wurde in Dreifachbestimmung durchgefiihrt, in allen Fallen ergaben sich die gleichen Signal-
muster; diese DC ist exemplarisch fur die drei Versuchsreihen. Visualisiert wurden die Signale mit 60%
H,S0,.
greifen konnen, wenn die Expression Uber einen kiinstlichen Promotor reguliert wird, wie
hier der Fall (im Gegensatz zu erwahnten Beobachtungen mit JM109, in dem die Expressi-
on unter Kontrolle des natirlichen Promotors stattfand). Eine Simulation der mRNA-
Sekundarstrukturen bei 30°C und 37°C durch RNAStructure (Bellaousov et al., 2013)
brachte in den 70 bp upstream von swrW keine Strukturanderungen zu Tage, die auf
temperaturinduzierte Effekte dhnlich denen der Riboswitch-induzierten Kalteschock-
Proteine (Yamanaka et al., 1999) hindeuteten und die damit eine Translation nur bei 30°C
erlaubten (ohne Abbildung). Das spricht eher gegen eine Regulation auf mRNA-Ebene. Die
bisher publizierte temperatursensitive Expression von Lipopeptiden (in Pseudomonas) ist
zudem als durch Transkriptionsstarke reguliert beschrieben (Hockett et al., 2013).
Es ware aber denkbar, dass die Expression von swrW bei optimalen Wachstumsbedingun-
gen effektiver ist, was in hoheren intrazelluldren Konzentrationen von Serrawettin W1

resultieren kann, die als oberflachenaktive Substanzen toxisch fiir die Wirtszelle wirken.

Deshalb kdnnte ein Selektionsdruck gegen die funktionelle Expression von SwrW wirken,
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der bei geringeren Temperaturen und damit geringeren Wachstumsraten weniger ausge-
pragt sein konnte. Funktionelle Expression von potentiell toxischen Proteinen bei redu-
zierten Wachstumsraten, die mit einer Inkubation bei 30°C einhergehen, und dagegen die
Akkumulation der gleichen Proteine in inaktiver Form bei optimaler Wachstumstempera-
tur ist ein bekanntes Phdanomen (GE Healthcare Bio-Sciences AB, 2007; Georgiou & Valax,
1996; Yun et al., 2006).

Um zu Uberpriifen, ob hier tatsdchlich eine zu starke Expression in der Inaktivierung des
Proteins resultiert, oder ob, im Gegenteil, eine starkere Expression von swrW zu héherer
Serrawettin-Produktion fihrt, wurde swrW (amplifiziert mit Swr up pVLT und SwrW histag
rev) in den medium-copy Vektor pET22b kloniert. Damit ist nicht nur die Gendosis durch
eine hohere Kopienzahl des Vektors grofRer als im pVLT-System, dazu steht die Expression
auch unter Kontrolle der hochprozessiven T7-RNA-Polymerase (Baneyx, 1999). Zusatzlich
war SwrW mit einem C- terminalen Histidin-tag markiert, der es erlaubte, auch inaktives
Protein durch Immunoblotting nachzuweisen. Als Expressionswirt diente hier E. coli BL21
(DE3), der das Gen fiir die T7-RNA-Polymerase unter Kontrolle des lacUV5-Promotors
besitzt. Wie bei den oben beschriebenen Versuchen wurden die mit dem Plasmid
(PETSwWrW-CHis) transformierten Zellen nach Induktion der T7-Polymeraseexpression mit
IPTG 16 h bei 30°C bzw. 37°C inkubiert und anschlieRend auf Bildung von Biotensiden und
per Immunodetektion auf Prasenz des Proteins SwrW-CHis hin untersucht.

Weder bei einer Inkubationstemperatur von 37°C noch bei 30°C konnte hier
Biotensidproduktion nachgewiesen werden, das ca. 150 kDa groRe Protein konnte aber in
beiden Fallen mit markierten Antikdrpern gegen den His-tag nachgewiesen werden. Um
auszuschlieBen, dass der His-tag negative Auswirkungen auf die Proteinaktivitdt hat,
wurde swrW-CHis mittels der Primer ,,Swr up pVLT“ und , SwrW Histag rev” aus pET22b
amplifiziert und in pVLT33 kloniert. Da hier die Produktion von Serrawettin eindeutig
detektierbar war, hatte der tag wohl keinen inaktivierenden Einfluss auf die Aktivitat von
SwrW (Abb. 3.1. 9).

Diese Ergebnisse lassen es als wahrscheinlich erscheinen, dass SwrW bei zu hohen Ex-
pressionsraten in inaktiver Form akkumuliert. Das wird unterstiitzt durch die durch per
Immunoblot ausgewertete Loslichkeitsanalyse per Zentrifugation (Abb. 3.1. 9C). Dabei
wurden die Bestandteile von per Ultraschall aufgeschlossenen Zellen der

Expressionskultur von E. coli BL21(DE3) mit pETSwrW-CHis durch Zentrifugation in |6sliche
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und unlésliche Fraktion getrennt. Durch Immunodetektion war hier nur in der unléslichen
Fraktion SwrW-CHis nachweisbar. Da diese sich aus Zelltrimmern und aggregierten
unléslichen Proteinen zusammensetzt, unterstitzte dies die Annahme, dass SwrW unter

diesen Bedingungen in nicht funktioneller Form aggregiert.

170kDa
120kDa

| | |
S ' 30°C ' 37°C L UL

PETSwWrW-CHis  pVLTSwrW-CHis

Abb. 3.1. 9 Expression von swrW mit C-terminalem His-tag in E. coli BL21(DE3). A E. coli pETSwrW-CHis auf
Festmedium nach atomized oil assay. swrW-Chis-Expression steht hier unter Kontrolle des Py;. Als Kontrolle
fir die Funktionalitdit von SwrW-CHis dient E. coli BL21(DE3) mit swrW-CHis unter P..Kontrolle;
B Immunologischer Nachweis von SwrW-CHis in Ganzzellextrakten von E. coli BL21(DE3) mit pETSwrW-CHis
aus Expression bei 30°C und bei 37° mittels Anti-His-tag Antikérper. C Loslichkeitsanalyse von SwrW aus
PETSwrW-CHis-Expressionskultur bei 30°C durch immunologischen Nachweis von SwrW-CHis; L Losliche
Fraktion, UL Unlésliche Fraktion. In beiden Blots (B+C) aufgetragen ist jeweils eine Zellzahl entsprechend
einer OD von 0,15.

Gute Bedingungen fir die heterologe Produktion von Serrawettin W1 in E. coli sind dem-
nach eine Expression von swrW bei 30°C und die Kontrolle der Expression durch einen
schwacheren Promotors. Interessant ist dabei, dass offensichtlich die alleinige Expression
der Serrawettin —Synthetase ausreichend ist, um die Produktion dieses nichtribosomalen
Peptides in E. coli BL21 zu bewirken, da diese Metabolite in den meisten Fallen von gro-
RBen Multienzymkomplexen (1.2.2) synthetisiert werden (Condurso & Bruner, 2012).

Die Rolle der in der Literatur als essentiell fur die Produktion von Serrawettin W1 be-
schriebenen Phosphopantetheinyltransferase (PPT) PswP (Sunaga et al., 2004) scheint
von PPT aus E. coli ibernommen werden zu kdnnen, in Abweichung zu der beschriebenen
relativ hohen Spezifitdt der E. coli PPT, die in anderen Studien die posttranslationale Mo-
difikation von NRPS oder Polyketidsynthasen anderer Organismen nicht katalysieren
konnte (Pfeifer & Khosla, 2001; Pfeifer et al., 2001). In E. coli BL21 ist laut BLAST-Analyse
kein Protein mit hoher Primarstrukturhomologie zu PswP vorhanden, bester Kandidat fir
die Aktivierung von SwrW war die an der Enterobactinsynthese beteiligte PPT EntD (Gen-
bank CAQ31055), mit einem Alignment-Score von 81,6 (37% identity/ 53% similarity, aber

drei gaps von jeweils einer, drei bzw. vier Aminosduren). Dazu ist beschrieben, dass die
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Sekundarmetabolismus assoziierten PPT (bezeichnet als srf-Typ PPT) in Bakterien allge-
mein strukturell verwandt sind (Finking et al., 2004) und EntD auch in anderen Studien zur
heterologen Expression von (partiellen) NRPS in E. coli die posttranslationale Modifikation
dieser Proteine zumindest teilweise katalysieren konnte (Samel et al., 2007; Tanovic et al.,
2008). Es ware somit denkbar, dass in Folge der nahen Verwandtschaft von E. coli und S.
marcescens die Tertidrstruktur dieses Proteins dhnlich genug zu PswP ist, um eine funkti-
onelle Interaktion zwischen den Proteinen aus beiden Wirten zu ermoglichen, was im
Falle der Polyketidsynthasen aus den weitldufiger mit E. coli verwandten Myxobacterien
anscheinend nicht der Fall war (Pfeifer & Khosla, 2001). Ein weiteres Indiz fiir die funktio-
nelle Interaktion der E. coli eigenen-PPT mit Serratia Metabolitsyntheseproteinen ist die
erfolgreiche Produktion von Prodigiosin in E. coli (Markert, 2008), bei der ebenfalls auf
zusatzliche Expression von pswP verzichtet werden konnte, obwohl diese PPT auch fir
diesen Biosyntheseweg als essentiell in S. marcescens beschrieben wurde (Sunaga et al.,
2004; Williamson et al., 2006).

Die Bereitstellung der aktivierten B-Hydroxyfettsdauren schien ebenfalls durch E. coli eige-
ne Systeme ermoglicht zu werden. Falls, wie vermutet, Acylcarrierproteine hier beteiligt
sind (Matsuyama et al., 2011), ist es sehr gut vorstellbar, dass S. marcescens SwrW mit E.
coli ACP funktionell interagieren kénnte, da die ACP-Familie als hoch konserviert in Pri-
mar- und Sekundarstruktur beschrieben wird (Byers & Gong, 2007; Worsham et al.,
2003). In friheren Studien wurde gezeigt, dass bei diesen Proteinen allgemein durch
strukturelle Flexibilitat nicht nur Interaktion mit vielen unterschiedlichen Proteinen einer
Spezies moglich ist (Khosla et al., 1993; Kim et al., 2006), sondern sogar mit Proteinen -
genauer mit Enzymen aus der Fettsduresynthese- sehr unterschiedlicher Organismen,
namlich verschiedener Bakterien und Pflanzen (Jha et al., 2007; Simoni et al., 1967).

Eine funktionelle Expression der NRPS aus E. billingiae unter gleichen Bedingungen nach
Klonierung des annotierten NRPS-Gens (Amplifikation des Gens einschliellich 160 bp up-
stream mit den Primern ,EbiNRPS-160“ und ,Ebi-NRPS His rev” und genomischer DNA
von E. billingiae Eb661 als template) in pMMB207 und somit unter Kontrolle des P,c und
der natiirlichen RBS, gelang nicht, so dass auf diesem Weg nicht gezeigt werden konnte,
ob das in 3.1.2 beschriebene Signal auf die Aktivitdat der NRPS zurilickzuflihren ist. So sind
weitere Analysen notwendig, um sicher zu bestatigen, dass dieses Enzym funktional ist

und um die Identitat des von diesem produzierten Metaboliten zu klaren.
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Die Produktion des Lipopeptids Serrawettin W1 wurde erfolgreich in E. coli BL21
Gold etabliert. Erreicht wurde dies durch heterologe Expression eines einzigen Gens,
swrW, unter tac-Promotorkontrolle und Kultivierung bei 30°C. Expression unter
Kontrolle des starken T7-Promotors oder bei 37°C resultierte in der Produktion von

SwrW, aber nicht von Biotensid.

3.1.4 Heterologe Produktion von Serrawettin W1 in Erwinia billingiae Eb661

Als mutmaRlicher Produzent eines Serrawettin-dhnlichen Biotensids ist E. billingiae (3.1.2)
ebenfalls ein vielversprechender Wirtsorganismus fiir die heterologe Expression von
swrW, da hier Potential vorhanden ist, dass Vorlaufermetabolitsynthese, eventuelle Sek-
retionssysteme und Hilfsenzyme besser auf die Lipopeptidsynthese abgestimmt sind. So
ist z.B. in diesem Bakterium ein PswP-homologes Protein vorhanden, dass sich mit 37%
identity/ 52% similarity ohne gaps in ein Alignment mit der S. marcescens PPT einreihen
lieR (Score 142), was vermuten lasst, dass die Oberflachenstruktur dieses Proteins ahnli-
cher zu der von PswP sein kdnnte als die der E. coli PPT. Spezifischere Interaktion von PPT
oder auch ACP konnte sich in einer héheren Effektivitat der Serrawettin-Synthetase nie-
derschlagen. Fir andere Sekundarmetaboliten ist bereits beschrieben, dass Coexpression
eines spezifischeren ACP in hoheren Ausbeuten resultierte (Brady et al., 2002). Voraus-
setzung flir eine Nutzung von E. billingiae als heterologer Produktionsstamm fiir Serra-
wettin W1 ist aber die Zuganglichkeit dieses Stammes fiir molekularbiologische und mik-
robiologische Methodik, d.h. die Bakterien missen stabil mit Expressionsvektoren trans-
formiert werden kdnnen, was voraussetzt, dass kompetente Zellen erzeugt werden und
Trager eines Plasmids selektiert werden kénnen. Positiv zu bewerten wéare zudem eine zu
E. coli vergleichbare hohe Teilungsrate unter Laborbedingungen, um effiziente Arbeits-
prozesse zu ermoglichen. Dies ist aber keine allgemeine Grundvoraussetzung fiir eine
Eignung als Produktionsstamm, da auch langsamer wachsende Spezies bereits als vielver-

sprechende Expressionswirte beschrieben sind (Drepper et al., 2005; Katzke et al., 2012).

3.1.4.1 Entwicklung mikrobiologischer Methodik fiir Erwinia billingiae Eb661
Obwohl vielleicht aufgrund der bisher angenommenen natirlichen, sessilen Lebensweise

nicht zu vermuten, zeigte E. billingiae in 10 mL-FlUssigkultur mit LB-Medium bei 30°C dhn-
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liche Teilungsraten wie E. coli bei gleichen Medium Bedingungen. Nach 16 h unter den
genannten Bedingungen besal die Kultur eine ODsggnm von etwa 10. Dieses Bakterium ist
damit fur Flussigkultivierung gut geeignet.

Aufgrund der nahen Verwandtschaft zu E. coli wurde auf ein urspriinglich fiir diese Spe-
zies entwickeltes Protokoll zur Herstellung elektrokompetenter Zellen zuriickgegriffen.
Dieses beinhaltet drei Waschschritte mit 10% Glycerin-Losung und Lagerung der kompe-
tenten Zellen bei -80°C in selbiger Losung. Nach Plasmidzugabe wurden die Zellen 15 Mi-
nuten auf Eis inkubiert, anschlieRend erfolgte die Transformation durch Elektroporation
mit 1,25 kV/mm (2.7.3). Dieses Protokoll resultierte in flr die in dieser Arbeit vorgesehe-
nen Zwecke, namlich der Transformation mit einzelnen vollstandigen Plasmiden, ausrei-
chenden Transformationseffizienzen. Fiir eventuelle Anwendungen zur Generierung von
(Meta-) Genombanken oder Transformationen mit Ligationsansatzen ist eventuell eine
weitere Optimierung des Protokolls, vergleichbar zu den Arbeiten mit P. putida KT2440 T7
in Troeschel, 2010, notwendig.

Um stabile Transformation mit Plasmiden zu gewahrleisten, werden die Wirtsstamme in
den hier verwendeten Systemen unter Selektionsdruck eines Antibiotikums angezogen,
gegen welches das verwendete Plasmid eine Resistenz vermittelt. Daher war es wichtig,
die Antibiotikakonzentrationen zu ermitteln, die gegen E. billingiae Eb661 ohne plasmid-
vermittelte Resistenz zuverlassig wirksam sind, sodass ein effektiver Selektionsdruck auf

die Vermehrung des Plasmids ausgeiibt werden kann (Tabelle 3.1. 2).

Tabelle 3.1. 2 Getestete Antibiotika und deren gegen E. billingiae Eb661 wirksame Konzentrationen

Antibiotikum Niedrigste wirksam getestete Konzentration (mg/L)
Kanamycin 50
Tetracyclin 10
Chloramphenicol 50
Ampicillin Leichtes Wachstum bis zur hochsten Testkonzentration 300 mg/L
Carbenicillin 300 mg/L
Irgasan Wachstum bei 25 mg/L, nicht bei 50mg/L

Mit Ausnahme des B-Lactamantibiotikums Ampicillin, bei dem ein Wachstum in Biofilmen
am Boden des KulturgefalRes zu erkennen war, sprach E. billingiae sehr gut auf die getes-
teten Antibiotika an. Somit ist eine stabile Transformation mit einer Vielzahl von Plasmi-

den moglich. Eine Resistenz gegenliber Irgasan in einer Konzentration von 25 mg/L er-
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moglicht zudem Konjugation mit F*-E. coli-Stimmen und anschlieBender Selektion gegen
E. coli durch eben Irgasan.

Somit konnte gezeigt werden, dass E. billingiae fir mikrobiologische Methoden zugéng-
lich ist und sich als potentieller Expressionsstamm eignet. Dazu besitzt dieses Bakterium
homologe Proteine zu catabolite activator proteine Crp (Genbank YP003743549.1) und /ac
repressor Lacl (Genbank YP003742260.1) aus E. coli, was vermuten lasst, dass auf dem
E. coli lac-Operon basierte Expressionssysteme (z.B. pUC oder pBBR1IMCS (Kovach et al.,
1994)) auch in diesem Stamm funktional sind. Ein homologes Protein zur Lactose-
Permease LacY konnte hingegen durch BLAST nicht identifiziert werden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden allerdings keine weiteren Experimente zur Uberpriifung
der Funktionalitdt von lac-Promotor basierten Systemen ohne lac-Repressor in trans
durchgefiihrt, da alle hier vorgenommenen Expressionsversuche mit Vektoren der pVLT-
Familie durchgefiihrt wurden, bei denen das fir die Repression des tac-Promotors unter
nicht-induzierendenden Bedingungen ebenfalls benétigte lacl’ auf dem Plasmid kodiert

ist.

3.1.4.2 Heterologe Expression von swrW in E. billingiae

Kompetente E. billingiae-Zellen wurden mit pVLT-SwrW transformiert und in mit IPTG
versetzten Kulturen in Fest- und Fliissigmedien (LB) auf die Produktion von oberflachen-
aktiven Substanzen bei einer Kultivierungstemperatur von 30°C hin untersucht. In beiden
Fallen konnte Biosurfactant-Produktion detektiert werden, oben beschriebene vorange-
gangene Versuche (3.1.2) bzw. der Vergleich mit Leervektor-Kulturen schlieBen aus, dass
der Stamm unter diesen Bedingungen detektierbar eigenes Biotensid produziert (Abb.
3.1. 10A). Uber DC von Uberstandsextrakten und Vergleich mit dem S. marcescens-Extrakt
konnte bestatigt werden, dass es sich bei dem durch den Expressionsstamm gebildeten
Biotensid um Serrawettin W1 handelt (Abb. 3.1. 10B). Demnach schien in diesem Stamm
die Interaktion von SwrW mit Wirts-PPT ebenfalls zu funktionieren, ebenso die Bereitstel-
lung von aktivierten Fettsduren durch den Wirtsorganismus.

Wie bei E. coli wurde auch durch diesen Stamm bei 37°C-Inkubation kein Serrawettin
produziert (ohne Abbildung). Allerdings entspricht dies nicht, wie bei E. coli, der fiur die-
sen Stamm von der DSMZ angegebenen optimalen Temperatur (30°C). So scheint es, dass
hier Serrawettin unter optimalen Bedingungen gebildet wird, im Gegensatz zu den Ergeb-

nissen zur Expression von swrW in E. coli, was allein eine oben bereits diskutierte tempe-
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Abb. 3.1. 10 Heterologe Produktion von Serrawettin W1 in E. bilingiae Eb661. A Nachweis der Bildung
oberflachenaktiver Substanzen durch E. billingiae pVLT-SwrW auf LB-Festmedium (oben) und in LB-
Flussigkultur (unten) per atomized oil assay und grid assay. Als Kontrolle diente E. billingiae mit pVLT33 (LV);
B DC mit Chloroform-Extrakten der Kulturiiberstande von Expressionskultur und Leervektorkontrolle. Als
Vergleichsprobe zur Einordnung der Signale diente das Extrakt aus S. marcescens DSM12481 (siehe 2.8.3).
Das Experiment wurde in Dreifachbestimmung durchgefiihrt, in allen Fallen ergaben sich die gleichen Sig-
nalmuster; diese DC ist exemplarisch fur die drei Versuchsreihen. Visualisiert wurden die Signale mit 60%
H,S0,.

raturabhangige Aktivitdt von SwrW unterstitzen wirde. Allerdings war auch zu beobach-
ten, dass das Wachstum der Expressionskultur bei 37°C nach Induktion vollstdndig zum
Erliegen kam, wahrend der Stamm mit Leervektor zwar nicht die hohen Zelldichten einer
bei 30°C inkubierten Kultur, aber doch wenigsten eine ODsggnm von 4,8 £1,5 erreichte.
Demnach ist zu vermuten, dass in der Expressionskultur toxische Mengen von SwrW oder
Serrawettin gebildet werden, die NRPS also bei dieser Temperatur auch aktiv ist sein
kdnnte.

Da bisher keine Charakterisierung von E. billingiae bezliglich optimaler Wachstumsbedin-
gungen publiziert worden ist und auch in dieser Arbeit keine Wachstumskurven fiir diesen
Stamm ermittelt wurden, kann nicht ausgeschlossen werden, dass auch hier die hochste
metabolische Aktivitat bei Temperaturen oberhalb von 30°C vorliegt, auch wenn in allen
bisher beschriebenen Kultivierungen dieses Stammes Inkubationstemperaturen zwischen
22°C und 30°C gewahlt wurden (Jakovljevic et al., 2008; Mergaert et al., 1999; Wu et al.,
2012). Daneben gibt es auch keine Daten zum Temperaturoptimum der NRPS, so dass
nicht ausgeschlossen werden kann, dass diese eventuell bei 37°C effektiver arbeitet als

bei 30°C und sich deshalb in beiden Stammen toxische Mengen an Serrawettin anrei-
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chern, die den Tod der Zelle bzw. zur Aggregation des Proteins in inaktiver Form bedin-
gen. Es ist nicht selten, dass die Optimumstemperatur eines Enzymes hoher liegt, als die
optimale Wachstumstemperatur des Stammes, aus dem dieses Protein urspriinglich
stammt (Peng et al., 2010; Richter et al., 2009, 2011).

Unabhangig von den molekularen Hintergriinden fir die temperaturabhangige Produkti-
on des Biotensids in beiden Expressionswirten zeigen die hier dargestellten Ergebnisse
aber eindeutig eine Eignung von E. billingiae Eb661 als Produktionsstamm fiir Serrawettin
W1, weshalb es sinnvoll sein kdnnte, weitere Studien zu diesen Regulationsmechanismen
durchzufuhren. Daruber hinaus kénnte dieser mutmaliliche Produzent eines Serrawettin
W1 dhnlichen Lipopeptids ein lohnenswertes Ziel fiir strain engineering in Bezug auf die
Produktion von Cyclodepsipeptid-Biosurfactants sein, da er, wie gezeigt, flir molekular-
biologische Verfahren zugénglich ist und, wie einleitend bereits beschrieben, tUber spezifi-
scher an SwrW bindende Transferasen als E. coli bzw. Uber auf Lipopeptidexport abge-
stimmte Sekretionsmechanismen verfiigen kdnnte.

Das gerade Sekretionsmechanismen ein sehr wichtiger Ansatzpunkt fir die Steigerung der
Ausbeuten mikrobiologisch produzierter Metaboliten sind, zeigen nicht zuletzt Anwen-
dungen wie die des Sophorolipidtransporters in S. bombicola (Soetaert & Van Bogaert,
2012) oder des Lysintransporters in Corynebacterium glutamicum (Vrljic et al., 1996).
Durch gezieltes strain engineering konnten hier die wohl bereits vorhandenen Stoffwech-
selwege zur Produktion der Cyclodepsipeptide gestarkt und Regulationsmechanismen
umgangen werden, um einen nicht pathogenen Produktionsstamm speziell fiir diese Bio-

tenside zu generieren.

Fiir den nicht pathogenen Biotensidproduzenten Erwinia billingiae Eb661 wurde
molekular- und mikrobiologische Methodik etabliert. Serrawettin konnte mithilfe
dieses Stammes heterolog produziert werden, wie in E. coli mit Expression des Ser-

rawettinsynthetasegens swrW unter P;,.-Kontrolle.
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3.1.5 Heterologe Produktion von Serrawettin W1 in Pseudomonas putida
KT2440 und Vergleich der verschiedenen Produktionsstamme

Neben den oben ausfiihrlich beschriebenen Produktionssystemen in E. coli und E. billin-
giae wurde aullerdem als weiterer nicht pathogener Stamm Pseudomonas putida KT2440
auf seine Eignung als Produktionsstamm fiir Serrawettin W1 hin evaluiert. Dieser Stamm
ist zwar nicht so nahe mit Serratia verwandt wie Escherichia oder Erwinia, er ist aber be-
schrieben als allgemein fiir die heterologe Produktion von Sekundarmetaboliten sehr gut
geeignet. Gute Voraussetzungen fiir die Nutzung dieses Bakteriums ist seine metabolische
Versatilitat, die bedingt, dass eine Vielzahl von Vorlaufermolekiilen bereitgestellt werden
kann (Bechthold, 2005; Gross et al., 2006; Wenzel et al., 2005), sowie die Existenz einer
Phosphopantetheinyltransferase mit einem breitem Substratspektrum (Gross et al.,
2005). In Bezug auf Biotenside im Speziellen ist P. putida KT2440 ein bereits gut etablier-
tes System zur Produktion von Rhamnolipiden (Mdiller et al., 2012; Ochsner et al., 1995;
Wittgens et al., 2011), wobei sich dieser Stamm als toleranter gegeniiber auch hohen
Konzentrationen des Biotensids im Medium erwiesen hat (bis zu 100 g/L) als E. coli oder
sogar als der natirlicherweise Rhamnolipide produzierende Stamm P. aeruginosa
(Wittgens, 2013). Da zur Rhamnolipidsynthese ebenfalls B-Hydroxyfettsduren mit einer
Lange zwischen 8 und 16 C-Atomen benétigt werden (Abdel-Mawgoud et al., 2010;
Passeri et al., 1992), ist sichergestellt, dass diese in ausreichendem Ausmal} fir die
Synthese von Serrawettin W1 zur Verfligung stehen. Zudem wurde durch Produktion von
Prodigiosin prinzipiell gezeigt, dass P. putida KT2440 gut geignet ist, um Biosynthesegene
aus Serratia funktionell zu exprimieren (Loeschcke et al., 2013; Markert, 2008).
Elektrokompetente P. putida wurden mit pVLT-SwrW transformiert, und wie die oben
beschriebenen Produktionsstamme in LB unter induzierenden Bedingungen bei 30°C
kultiviert. Durch Oberflachenaktivitatsassays und DC, analog zu oben fiir die anderen
heterologen Expressionssysteme beschriebenen Prozeduren, konnte gezeigt werden, dass
sich auch dieser Stamm zur Produktion von Serrawettin durch Expression von swrW eig-
net (Abb. 3.1. 11). Auch wenn ndhere Untersuchungen zu diesem Expressionssystem in
Zusammenarbeit mit dem KIT noch ausstehen, sind diese ersten Ergebnisse ebenfalls viel-
versprechend.

Um die Produktion des Biotensids in den verschiedenen Stammen vergleichen zu kénnen,

wurden Einzelkolonien der Expressionsstimme auf einer LB-Agarplatte mit IPTG (0,5mM),
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Abb. 3.1. 11 Heterologe Produktion von Serrawettin W1 in P. putida KT2440. A Nachweis der Bildung ober-
flaichenaktiver Substanzen durch P. putida pVLT-SwrW auf LB-Festmedium (oben) und in LB-Flissigkultur
(unten) per atomized oil assay und grid assay. Als Kontrolle diente P. putida mit pVLT33 (LV). B DC mit Chlo-
roform-Extrakten der Kulturiiberstdnde von Expressionskultur und Leervektorkontrolle. Als Vergleichsprobe
zur Einordnung der Signale diente das Extrakt aus S. marcescens DSM12481. Das Experiment wurde in Drei-
fachbestimmung durchgefiihrt, in allen Fallen ergaben sich die gleichen Signalmuster; diese DC ist exempla-
risch flr die drei Versuchsreihen. Visualisiert wurden die Signale mit 60% H,SO,.

16 h bei 30°C inkubiert und anschlieRend per atomized oil assay analysiert (Abb. 3.1. 12).
Hier schien die Serrawettin W1 —Produktion in E. coli BL21 (Gold) am effektivsten zu funk-
tionieren.

Im Gegensatz zu den anderen beiden Stammen ist dieser allerdings ein Organismus, der
auf die Anwendung als heterologer Expressionsstamm hin optimiert worden ist, z.B.
durch Deletion bestimmter Proteasegene, deren Genprodukte fiir den Abbau heterolog
exprimierter Proteine verantwortlich sein kdnnen. In dem wildtypischen Stammen E. bil-
lingiae und P. putida sind solche Systeme mutmallich aktiv. Es ware interessant zu unter-
suchen, wie sich die Unterschiede in der Serrawettin-Produktion darstellen, wenn expres-

sionsoptimierte P. putida oder E. billingiae-Stamme genutzt werden kdnnen.

Z P

E. coli E. billingiae P. putida

Abb. 3.1. 12 Vergleich der Serrawettinproduktion in E. coli, E. billingiae und P. putida mit pVLT-SwrW auf
LB-Agar mit Kanamycin und IPTG (0,5mM); Die Biotensidproduktion in den drei Produktionsstimmen wurde
nach Inkubation bei 30°C tiber Nacht per atomized oil assay analysiert. Die in der Abbildung gezeigten Kolo-
nien sind auf derselben Agarplatte gewachsen, exemplarisch fir je drei Kolonien jedes Stammes.
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Als weitere Ursache fir die unterschiedliche Serrawettin-Produktion der verschiedenen
Wirtsstamme ware denkbar, dass der aktive Transport von IPTG durch LacY in die E. coli-
Zellen zusatzlich zur weniger effektiven Diffusion des Induktors (Marbach & Bettenbrock,
2012) zu einer hoheren Anzahl Zellen fiihrt, bei denen die Expression von swrW induziert
ist, als in den beiden anderen Stammen der Fall, bei denen kein homologes Protein zu
LacY identifiziert worden ist und bei denen IPTG vermutlich nur Gber langsamere Diffusi-
onsprozesse in die Zellen gelangt.

Somit konnte noch nicht abschlieRend geklart werden, ob E. coli BL21 auch Uber die ef-
fektivere Expression von heterologen Proteinen allgemein hinaus besser geeignet ist fir
die Produktion dieses Lipopeptid-Biosurfactants in Bioreaktormafistab als die anderen
beiden Expressionsstamme, nach den hier dargelegten Ergebnissen ldsst sich aber vermu-
ten, dass ohne weiteres strain engineering E. coli BL21 pVLT-SwrW die groRten Ausbeuten
verspricht. Weitere Experimente dazu sowie die Entwicklung eines Systems fiir die prazise
Quantifizierung der Serrawettin-Produktion in Flussigkulturen werden im Rahmen der

Kooperation mit dem KIT in Karlsruhe durchgefiihrt.

Heterologe Serrawettin-Produktion konnte in Pseudomonas putida KT2440 erreicht
werden. Von den drei hier dargelegten Expressionsstimmen von E. coli, E. billingiae
und P. putida zeigte E. coli BL21 unter den gegebenen Bedingungen die starkste Bio-

surfactant-Produktion.

3.1.6 Analyse der Zusammensetzung des heterolog produzierten Serrawettin
w1

Wihrend die Analyse des Biotensids aus P. putida pVLT-SwrW noch aussteht, wurde die
Zusammensetzung von Serrawettin W1, das aus den Uberstinden der swrW-
Expressionsstimme von E. coli BL21 und E. billingiae extrahiert worden war, analog zur
Analyse des von S. marcescens produzierten Biotensids (3.1.1.2) durch HPLC-MS/MS un-
tersucht. In beiden Fillen stellte das urspriingliche Serratamolide (Cyo+C10) die Haupt-
komponente dar, doch auch hier konnten verschiedene Kongenere identifiziert werden,
im Vergleich mit dem S. marcescens-Extrakt fiel jedoch auf, dass sich die chemische Zu-

sammensetzung der unterschiedliche Proben leicht unterschied (Tabelle 3.1. 3, Abb. 3.1.
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13). So schien in beiden heterologen Expressionssystemen eine Praferenz fiir die Spezies
mit kiirzeren B-Hydroxyfettsduren (Kettenlangen 8-10 C-Atome) vorzuliegen, wahrend das
Biotensid, das aus S. marcescens selbst isoliert wurde, hauptsachlich aus den Spezies
C10+Cy0 und Cyo+Cy, bestand und Kongenere mit Cg und vor allem Cq nur in geringem Ma-
RBe gebildet wurden. Die in S. marcescens produzierten Spezies mit Ci3- oder Cy4-B-
Hydroxyfettsduren waren dagegen in heterolog produziertem Biotensid nicht oder nur in
sehr geringen Mengen nachweisbar. Wie bei S. marcescens gab es keine Hinweise auf
Cs+Cy, Spezies. Es scheint flir das Enzym nicht moglich zu sein, nach Einbau der einen B-

Hydroxyfettsdure die andere zu binden oder in das Biotensidmolekiil zu integrieren.

Tabelle 3.1. 3 Vergleich der durch HPLC-MS/MS identifizierten Serrawettinspezies in Extrakten von
S. marcescens DSM12481, E. coli BL21 pVLT-SwrW und E. billingiae pVLT-SwrW. Identifizierte Spezies sind
mit v markiert, (¥') zeigt an, dass hier aufgrund der schwachen Signale und, damit einhergehend, einem
schlechten signal/noise-Verhiltnis nicht alle charakteristischen Fragmente identifiziert werden konnten.
Vorherrschende Kongenere (siehe auch Abb. 3.1. 12) sind hervorgehoben.

Masse B-Hydroxyfettsaure- S. E. billingige
(Da) Ketten: marcescens

487 Ce+Cio v v v
501 Co+Cio v v v
515 C10+Cio v v v
529 Ci0+Ci v v v
543 C10+C> v v v
557 Ci0+Cis v ()
557 Ci+Ciy v v
571 Ci0+Cia v

571 Ci+Coy v

Da bisher die genauen Parameter der Reaktion, d.h. ob es Praferenzen gibt, welche B-
Hydroxyfettsduren bevorzugt gebunden und damit mit héherer Wahrscheinlichkeit zuerst
mit Serin verknilpft werden, trotz des propagierten Reaktionsschemas (Abb. 1. 6) nicht
geklart sind, sowie die Struktur des Proteins oder seiner Doméanen und damit Informatio-
nen Uber mogliche Bindetaschen bisher ebenfalls unbekannt sind, bleiben die molekula-
ren Hintergriinde fir dieses Phanomen im Dunkeln.

In anderen Arbeiten, die sich mit der heterologen Rhamnolipidproduktion in P. putida mit

den Enzymen aus unterschiedlichen Organismen befassten, wurde als Ursache fiir eine
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Abb. 3.1. 13 Vergleich der Zusammensetzung von Serrawettin W1 aus unterschiedlichen Produktions-
stammen. Extracted lon Counts (XIC) von den (iber den Signalen in Da angegebenen Massen aus den HPLC-
ESI-MS Daten der Serrawettin-Proben aus den drei Stammen. Den Massen sind jeweils unterschiedliche
Farben zugeordnet. Die schwacheren Signale jeweils etwa 1 Minute vor dem jeweiligen Hauptsignal konn-
ten aufgrund gleicher Fragmentierungsmuster als Isomersignale identifiziert werden.
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Bildung unterschiedlicher Kongenerspektren die Spezifitdt der Syntheseenzyme fiir be-
stimmte Hydroxyfettsdauren ermittelt. Die Kongenerenzusammensetzung wurde als aus-
schliefRlich abhangig von den beteiligten Enzymen, aber nicht vom Expressionsorganismus
beschrieben (Wittgens, 2013). Dies kann hier als Ursache fir die unterschiedlichen Spe-
zies-Muster ausgeschlossen werden, da in allen Stammen dasselbe Enzym, namlich Swrw
aus S. marcescens DSM12481, fur die Produktion von Serrawettin W1 verantwortlich war.
Denkbar waren Unterschiede in der Bereitstellung der verschiedenen aktivierten Fettsau-
ren. Zumindest fiir die unterschiedlichen Anteile an Cq+Cip-Serrawettin scheint diese Er-
klarung plausibel, da die Produktion von Fettsduren mit ungeraden Kettenlangen wohl
von der Affinitdt der am Start der Fettsdauresynthese stehenden Ketoacyl-ACP- Synthasen
zu Propionyl-CoA gegenliber Acetyl-CoA, dem Startsubstrat fir die Synthese geradzahliger
Fettsduren, abhangt (Heath & Rock, 1996), die sich in den verschiedenen Wirten unter-
scheiden kdnnte.

Die langerkettigen Ci»- und Cys-Hydroxyfettsduren sollten jedoch auch in E. coli vorkom-
men, da in den Zellmembranen, in denen sowohl in E. coli als auch in S. marcescens (und
mutmallich auch in E. billingiae, auch wenn hier keine Daten vorliegen) C1c-Phospholipide
die vorherrschende Lipidspezies sind (Cho & Salton, 1966). Somit ist die Synthese weitaus
langerer Fettsduren als Cy4 erforderlich, die kontinuierliche Verlangerung der Fettsauren
wahrend des Synthesezyklus wird auch erst bei Palmitat, also eben jener Cy6-Kette, durch
eine spezifische Thioesterase (Palmityl-ACP-Thioesterase) gestoppt (Volpe & Vagelos,
1973).

Moglicherweise liegen die Unterschiede auch nicht in der Synthese der B-
Hydroxyfettsduren, sondern in mit der Serrawettin-Synthese konkurrierenden Stoffwech-
selwegen begriindet. So kénnten in E. coli oder E. billingiae die langerkettigen Fettsauren
in andere Prozesse abflieBen, die in S. marcescens nicht so stark ausgepragt sind,
wodurch sich die Pools der fiir die Serrawettin-Synthese verfligbaren Fettsdauren zwischen
den Spezies unterscheiden. Eine andere Erklarungsmoglichkeit ware eine schlechtere Sek-
retion der gréBeren Spezies durch die heterologen Wirte, so dass diese zwar synthetisiert
werden, aber in den Uberstandsextrakten nicht zu detektieren sind. Da es aber bisher
keine Untersuchungen bezliglich der Sekretionsmechanismen fiir diese Lipopeptide gibt,

bleibt dieser Punkt Spekulation.
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Die Ahnlichkeiten der Kongenerspektren von E. coli und E. billingiae deutet darauf hin,
dass beide Spezies physiologisch dhnlicher zueinander sind als zu S. marcescens, trotz der
identifizierten NRPS in E. billingiae. Diese Annahme wird unterstiitzt durch 16S-rRNA-
Analysen verschiedener Enterobacteria, nach denen Escherichia und Erwinia zueinander
eine geringere phylogenetische Distanz aufweisen als zu Serratia (Sproer et al., 1999).

Unabhangig von den molekularen Hintergriinden dieser unterschiedlichen Zusammenset-
zungen stellt dieses Ergebnis einen interessanten Ansatzpunkt fiir biotechnologische An-
wendungen dar. Da die chemo-physikalischen Eigenschaften von Biosurfactants durch die
chemische Zusammensetzung des Kongenergemisches beeinflusst werden (Nitschke et
al., 2005; Soberdn-Chavez & Maier, 2011; Youssef et al., 2005), konnten Biotenside mit
maRgeschneiderten Eigenschaften durch Auswahl eines bestimmten Produktionsstammes
produziert werden, alternativ zu vorgeschlagenen Methoden wie post-fermentativer
chemischer Modifikation (Van Bogaert & Soetaert, 2011; Van Bogaert et al., 2011; Langer
et al., 2006) oder weiterer molekularbiologischer Manipulation des Stammes (Roelants et

al., 2013).

Durch HPLC-MS/MS konnte bestétigt werden, dass die swrW-Expressionsstimme
von E. coli BL21 und E. billingiae Eb661 Serrawettin W1 produzieren. Das Spektrum
der Kongenere unterschied sich von dem des in S. marcescens produzierten Serra-
wettin W1. In beiden heterologen Produktionsstimmen schien eine Praferenz zu

kiirzerkettigen Fettsdauren zu bestehen.
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3.2 Identifizierung und Produktion neuer metagenomabgeleite-

ter Biotenside

Neben der optimierten Produktion bereits bekannter Biotenside stellt das Screening von
Metagenombanken eine weitere Strategie dar, die Zugang zu neuen Biotensiden durch
heterologe Expression von Genen aus Umweltisolaten verspricht (1.3.2). Diese Methode
wurde bereits erfolgreich zur Identifizierung neuer Sekundarmetabolite und deren Syn-
thesewege etabliert (Brady et al., 2009; Kennedy et al., 2011; Wenzel & Miiller, 2005;
Wilson & Piel, 2013).

Bezliglich der Suche nach Biosurfactants im Speziellen sind bisher unseres Wissens noch
keine Metagenomstudien veroffentlicht worden, Screenings von Umweltisolaten auf Bio-
tensidproduktion beschrankten sich bisher darauf, in den Isolaten neue Stimme zu identi-
fizieren, die natiirlicherweise Biotenside sekretieren (Belcher et al., 2012; Bodour et al.,
2003; Saravanan & Vijayakumar, 2012). Dabei ist es jedoch wahrscheinlich, dass viele Bio-
tenside mit dieser Strategie nicht entdeckt werden, weil die produzierenden Organismen
unter den in den jeweiligen Studien gegebenen Bedingungen nicht kultivierbar sind
(Soberén-Chavez & Maier, 2011) oder keine Biotenside produzieren (wie z.B. E. billingiae
auf LB-medium (3.1.2)). Durch Kombination von geeigneten heterologen Expressionssys-
temen mit in den letzten Jahren entwickelten high throughput Screeningmethoden (Burch
et al., 2010) ergeben sich vielversprechende Méglichkeiten fiir ein erfolgreiches Metage-
nomscreening.

Daneben kann durch speziell fur die Konstruktion und das funktionelle Screening von Me-
tagenombanken entwickelten Vektoren und deren Kombination mit verschiedenen Ex-
pressionswirten die Wahrscheinlichkeit, in einer Metagenombank Sekundarmetabolitsyn-

thesewege zu identifizieren, erhéht werden (Kennedy et al., 2011; Simon & Daniel, 2011).

3.2.1 Tools fiir die Konstruktion und Durchmusterung von Metagenombanken

auf Biotensidproduktion

3.2.1.1 Ein neuer Vektor fiir funktionelle Expression von Genclustern - pCEV2
Die Gene, die fir Enzyme der Sekundarmetabolit-Synthese kodieren, sind haufig in Gen-
clustern organisiert, d.h. sie liegen, gegebenenfalls in mehreren Operons, in einem dis-

tinkten Bereich des Chromosoms, oft auf beiden Strangen der DNA. Beispiele dafiir unter
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Biosurfactants sind die Gencluster fir die Synthese von Sophorolipiden in Starmerella
bombicola oder von Lipopeptiden wie Surfactin (1.2.2) und Syringafactin in Bacillus subti-
lis bzw. Pseudomonas syringiae (Berti et al., 2007; Van Bogaert et al., 2013; Hockett et al.,
2013; Peypoux et al., 1999). Funktionelle Expression geclusterter Gene in Screening- und
Produktionswirten erfordert Expressionssysteme, die die notwendige komplette Tran-
skription beider Strange der DNA-Fragmente sicherstellen. Eine bereits im TREX-System
etablierte Strategie, die dieses gewahrleistet, ist die Nutzung der RNA-Polymerase des T7-
Phagen in Kombination mit in beide Leserichtungen klonierten T7-Promotorsequenzen
(Markert, 2008). Dabei wird ausgenutzt, dass die T7-RNA-Polymerase bakterielle Tran-
skriptionsterminationsstrukturen nicht erkennt und somit die Transkription an diesen
Stellen nicht abgebrochen wird, weshalb dieses Enzym fiir die vollstandige Transkription
groRer DNA-Fragmente gut geeignet ist (Drepper et al., 2005; Terrén-Gonzalez et al.,
2013). Mit diesem System gelang bereits erfolgreich die funktionelle Expression der Bio-
synthesecluster fiir Prodigiosin aus S. marcescens, fir Carotinoide aus Pantoea ananatis
und des Hydrogenaseclusters aus Rhodobacter capsulatus in verschiedenen Expressions-
stammen (Arvani et al., 2012; Loeschcke, 2012; Loeschcke et al., 2013).

Fiir die Nutzung in Metagenomprojekten wurde dieses Transkriptionssystem mit einem
fur die Konstruktion von Genombanken etablierten Plasmid kombiniert. Der dadurch er-
haltene Vektor kombiniert damit die Eigenschaften der Genclustertranskription mit der
einfacheren Handhabung eines Plasmids.

Als Grundlage des neuen Clusterexpressions- und Screeningvektors diente pLAFR3, ein
21 kb groBer Vektor mit weitem Wirtsbereich, der fir die Konstruktion von Bibliotheken
mit genomischer DNA entwickelt wurde (Staskawicz et al., 1987; Vanbleu et al., 2004) und
damit ein etabliertes System fir die Klonierung grofler DNA-Fragmenten und die Kon-
struktion und das Screening von Genom- und Metagenombanken darstellt (Krzeslak et al.,
2008; Li et al., 2005b; Wilhelm et al., 1999). Zudem bietet dieser Vektor durch die cos-
Region die Mdglichkeit, Vektor einschlieRlich Ziel-DNA in A-Phagen zu verpacken und die-
se liber Transduktion in die Wirtszellen zu bringen, eine Methode, die gerade bei grolRen
Konstrukten effektiver sein kann als Transformation Uber Hitzeschock oder Elektropora-
tion und deshalb auch fiir die Generierung von Metagenombanken haufiger angewendet
wird (Entcheva et al., 2001; Ish-Horowicz & Burke, 1981; Steele et al., 2009). Dazu ist be-

kannt, dass zur Expression toxischer Proteine (oder eventuell toxischer Metaboliten wie
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Biosurfactants) low copy Vektoren wie pLAFR3 haufig besser geeignet sind als high-copy
Plasmide (Kushner, 1991, siehe auch 3.1.3), da das jeweilige Genprodukt in geringerer
Dosis produziert wird.

Das zweite Element zur Konstruktion des neuen Vektors ist das DNA-Fragment T7-MCS-
T7, das neben den T7-Promotorsequenzen auf beiden Strangen eine Multiple Cloning Site

mit Schnittstellen flir ausgewahlte Restriktionsendonukleasen enthélt (Abb. 3.2. 1).

Sacl
Bglil Swal Xbal Ecll36l] BamHI
tdgatctcaa agcgtaatac gactcactat agggcgacat teaaatggctlctagaaggaglctccgg%tcc
atctagagtt tcgcattatg ctgagtgata tcccgctgta aatttaccga gatcttcctc gaggcctagg
> T7-Promoter. ... >:
Xhol Swal Bglil
cacctcgagg tacccattga aatgttcccc tatagtgagt cgtattagca aatatgagat cta
gtggagctcc atgggtaaat ttacaagggg atatcactca gcataatcgt ttatactcta gat

<<uennn T7-Promoter. .. .<<

Abb. 3.2. 1 Sequenz des Fragmentes T7-MCS-T7 Das Fragment wurde zur Konstruktion des Screening-
Vektors pCEV2 in den Vektor pLAFR3 eingefiigt. Es ermdglicht die Klonierung von (Metagenom)DNA-
Fragmenten zwischen zwei konvergent orientierten T7-Promotorsequenzen. Griin markiert sind die Erken-

nungssequenzen fir die T7-DNA Polymerase, blau die Erkennungssequenzen der angegebenen Restriktions-
endonukleasen.

Die BamHI-Schnittstelle kann fiir die Klonierung von mit SauA3l oder Bsp143l partiell ver-
dauter genomischer oder metagenomischer DNA genutzt werden, Ec/136ll zur blunt end
Klonierung. Xbal/Sacl- bzw. Xhol/Kpnl-Schnittstellen ermoglichen die Nutzung einer Klo-
nierungsstrategie zur Generierung von Konkatemeren, notwendig fir die in vitro-
Phagenverpackung, die mit dem bereits fiir pLAFR3 veroffentlichen Protokoll vergleichbar
ist (Staskawicz et al., 1987). Mittels der flankierenden Swal (Smil)-Schnittstellen konnen
Inserts bei Bedarf komplett aus dem Vektor isoliert werden, da dieses Enzym aufgrund
der acht Basen langen Erkennungssequenz mit geringer Wahrscheinlichkeit in den Insert-
Fragmenten schneidet.

Das Fragment T7-MCS-T7 wurde mittels Bg/ll aus pMA-RQ-T7-MCS isoliert und in den mit
BamHI verdauten Zielvektor pLAFR3 ligiert. Dadurch wurde die pLAFR3-eigene BamHI
Schnittstelle zerstort. Ergebnis ist der neue Vektor pCEV2 (Abb. 3.2. 2).

Die Funktionalitat von pCEV2 fiir die vollstandige Transkription von groRRen Inserts wurde
durch eine Testexpression Gberprift. Dazu wurde das ca. 11 kb groRe eDNA-Fragment aus

dem Metagenombankklon TBgc 303 (Troschel, 2010) in die Ec/1361l-Schnittstelle des Vek-




Ergebnisse und Diskussion

Swal
Kpn|
Xhol
BamHI
Sacl
Ecl136ll
Xbal N i
Swal A oriv

EcoRI
Hin

T7-MCS-T7

cos v
20000

pCEV2
tetA 5000
15000 20854 bps

10000 y |
\ y 4
Region mit Mob-Genen

Abb. 3.2. 2 Schematische Darstellung von pCEV2. Mob-Gene: Region, in der sich mehrere fiir die Mobilisie-
rung des Plasmides wichtige Gene und der origin of transfer befinden; trfA: Protein zur oriV Erkennung und
Initiation der Replikation; tetA: Tetracyclin-Resistenzprotein, Efflux-Transporter; tetR: tet-Repressor, repri-
miert Transkription von tetA und tetR in Abwesenheit von Tetracyclin; cos: cos site, Erkennungssequenz fiir
Phagenverpackung nach Alting-Mees & Short, 1993 inklusive cosQ, cosN, cosB; oriV: Bindesstelle fiir TrfA
und origin of replication nach Genbank L13843.1.

Eingezeichnet ist aus Griinden der Ubersichtlichkeit eine fiir diese Arbeit relevante Auswahl an auf dem
Plasmid identifizierten Genen. Eine detaillierte Auflistung ist Vanbleu et al., 2004 und der Sequenz von
pLAFR1 (Genbank AY532632.1) zu entnehmen.

tors kloniert. Das Insert beinhaltet zwolf putative open reading frames und mehrere
durch das Transcription Termination Prediction Tool von PePPER vorhergesagte p-Faktor
unabhangige Transkriptionsterminatoren (Abb. 3.2. 3).

Mit diesem Konstrukt wurden kompetente Zellen von E. coli BL21 (DE3) transformiert. Zur
Uberpriifung der vollstindigen Transkription des inserierten Fragmentes durch die T7-
Polymerase wurde einer der durch lipolytische Aktivitat auf Tributyrinagar identifizierten
positiven Klone in sechs Kulturen in LB-Medium angezogen, drei unter Expression der T7-
Polymerase induzierenden Bedingungen (Zugabe von IPTG bei ODsgonm Von 0,5) die ande-
ren drei ohne IPTG-Zugabe. 3 h nach Induktion wurden die Zellen geerntet, die RNA iso-
liert, diese per Reverse Transkriptase in cDNA umgeschrieben und in eine real time qPCR
(2.6.6) eingesetzt. Zum Nachweis der T7-Polymerase abhéangigen vollstandigen Transkrip-
tion des Metagenomfragmentes wurden die Primer so gewahlt, dass zwei Fragmente
amplifiziert wurden, die nicht innerhalb eines der vorhergesagten open reading frames
(orf) lokalisiert waren, um Effekte von ,natlirlicher” Transkription zu minimieren, da die

Promotor der einzelnen auf dem Fragment liegenden Gene wahrscheinlich von E. coli-
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RNA-Polymerasen erkannt werden konnen, was fir das Esterase-Gen bereits gezeigt wur-
de (Troschel, 2010). Eines der Amplikons liegt an einem Ende des Fragmentes (an der 5'-

Seite des sense-Stranges), das zweite etwa in der Mitte (Abb. 3.2. 3).

............................. e T (S
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, Ko e e e

orf-1 Esterase orf-3 orf-4  orf-5 orf-6 orf-7 orf-8 of-9  orf-10 orf-11 orf-12
Fragment 1 Fragment 2

Insert aus TBgc 303 (10949 bp)

Abb. 3.2. 3 Schematische Darstellung des Metagenomfragmentes aus TB303. Vorhergesagte open reading
frames sind als graue Pfeile dargestellt (Annotation durch S. Troschel (nicht publiziert)), die fir den Nach-
weis der vollstandigen Transkription der metagenomischen DNA ausgewdhlten Regionen Fragment 1 und
Fragment 2 als schwarze Balken. Vorhergesagte bakterielle p -Faktor unabhangige Transkriptionsterminato-
ren sind durch Schleifen (?) gekennzeichnet, nach oben gerichtete Schleifen zeigen Terminatoren auf dem
sense-Strang, nach unten gerichtete auf dem antisense-Strang an.

Um Transkription beider Strange nachzuweisen, wurde in der Reversen Transkriptionsre-
aktion jeweils immer nur ein Primer eingesetzt, d.h. es wurde in jeder Reaktion nur ein
Strang in cDNA umgeschrieben, die cDNA —Synthese zu sense- und antisense-Transkript
fand somit in getrennten Reaktionen statt. Die Nomenklatur ,sense” und ,antisense”
dient in diesem Zusammenhang nur der deutlichen Unterscheidung beider Strange, da in
den betrachteten Bereichen ja keine putativen Gene identifiziert wurden, deren Tran-
skript als sense-Strang im eigentlichen Sinne bezeichnet wiirde. Als Primer zum Nachweis
des sense-Transkripts dienten die Primer RT TB start Al bzw. RT TB mid S2, fiir den Nach-
weis des antisense-Transkripts dementsprechend RT TB start A2 bzw. RT TB mid S1
(Tabelle 2. 3).

Durch Vergleich der durch die Methode generierten sogenannten ct-Werte, welche die
Transkriptmengen indizieren, von Kulturen, in denen die Expression der T7-RNA-
Polymerase induziert wurde, mit den Werten der uninduzierten Kontrollgruppe, zeigte
sich eine induktionsabhangige Transkription von sowohl sense- als auch antisense-Strang
beider Fragmenten (Abb. 3.2. 4). Die Transkriptmenge des jeweils weiter vom Promotor
entfernten Fragmentes (Fragment 2 in sense-Richtung bzw. Fragment 1 in antisense-
Richtung) war dabei wohl geringer als die des jeweils anderen Fragmentes, ein sowohl fir

bakterielle als auch fir Phagen-RNA-Polymerasen bereits beschriebenes Phdanomen

(Loeschcke, 2012; Nishizaki et al., 2007). Der Grund hierfiir ist in der statistischen Wahr-
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Abb. 3.2. 4 Nachweis der Funktionalitdt von pCEV2 durch qPCR von sense- und antisense-Transkript von
TB303 in E coli BL21(DE3) mit pCEV2 TB303. Dargestellt ist das Verhéltnis der Transkript-Mengen von indu-

—AAct

zierter zu nichtinduzierter Kultur (27°7) von sense (dunkel) und antisense Strang (hell) in beiden Fragmen-

ten. Die gezeigten Werte entsprechen den Mittelwerten von biologischen Triplikaten mit jeweiligen Stan-

AAct

dardabweichungen. In allen Proben war 27" groRer als 1, die teilweise hohen Standardabweichungen sind

durch hohe Abweichungen nach oben begriindet. Die Ordinate ist logarithmisch zur Basis 2 skaliert.
scheinlichkeit flir die Dissoziation der Polymerase vom DNA-Strang auch ohne Terminati-
on zu suchen, die mit steigender Transkriptlange groBer wird, was bedeutet, dass nicht
nach jeder Bindung der Polymerase an die Promotorregion ein vollstandiges Transkript
gebildet wird. Im Falle von Expressionssystemen, die auf gleichzeitiger Transkription bei-
der DNA-Strange durch die T7-RNA-Polymerase basieren, wie pCEV2 oder TREX, kommt
noch hinzu, dass Polymerasen, die von beiden Seiten des DNA-Molekiils transkribieren,
miteinander kollidieren. Eine solche Kollision von Phagen-Polymerasen fiihrt nicht not-
wendigerweise zum Abbruch der Transkription (Ma & McAllister, 2009), aber es wird
vermutet, dass in diesem Fall die Bindung der einzelnen Polymerasen an die DNA ge-
schwacht wird und es somit leichter zur Dissoziation kommen kann (Loeschcke, 2012).
AuBerdem konnte spezifischer Abbau bestimmter Transkripte, initiiert durch Sekun-
darstrukturelemente der mRNA, zu den unterschiedlichen Transkriptmengen beitragen
(Mackie, 2013).

Im Falle von Fragment 1 antisense-Transkript kdnnten zudem noch ,,natirliche” Tran-
skripte eine Rolle spielen, da der nachste p-unabhangige Transkriptionsterminator erst
hinter dem hier nachgewiesenen Fragment liegt. So ware denkbar, dass das Transkript
von orf-1 auch Fragment 1 antisense einschlie8t. Falls der Promotor dieses orf in E. coli
erkannt wird (was nicht unwahrscheinlich ist, da die Transkription des Esterasegens
nachweislich unter Kontrolle das nativen Promotors moglich ist), kann die Prasenz des
orf-1 Transkriptes sowohl in der IPTG-supplementierten als auch in der Kontrollkultur das

berechnete Verhaltnis der Transkriptmengen beeinflussen, sodass dieses Fragment ge-
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geniliber den anderen drei untersuchten Transkripten etwas unterreprasentiert erschei-

nen konnte.

3.2.1.2 Vektor fiir simultanes Screening in verschieden Wirtsorganismen- pEBP18

Ein weiterer speziell auf die Anwendung in Konstruktion und Screening von Metagenom-
banken ausgerichteter Vektor ist der im Rahmen der Dissertation von Dr. Sonja Trdschel
entwickelte Shuttlevektor pEBP18 (Troeschel et al., 2012; Trdschel, 2010). Dieser Vektor
erlaubt simultanes Screening einer Metagenombank in verschiedenen Wirtsorganismen,
eine vielversprechende Strategie zur Optimierung eines funktionalen Screenings, das die
Produktion von Proteinen in aktiver Form voraussetzt (Gabor et al., 2007). Auch in Bezug
auf Sekundarmetabolitproduktion kann ein Screening in verschiedenen Organismen niitz-
lich sein (Martinez et al., 2004), da sich diese in der Bereitstellung von Vorlaufermetaboli-
ten, Cofaktoren und —enzymen oder in Widerstandsfahigkeit gegeniliber den Metaboliten
unterscheiden konnen. Ein Beispiel dafiir sind die in 3.1 bereits angeflihrten Spezifitdaten
von Phosphopantetheinyltransferasen zur posttranslationalen Aktivierung von Acyl- bzw.
Petidylcarrierdomdnen von NRPS und Polyketidsynthasen (Pfeifer & Khosla, 2001; Pfeifer
etal., 2001).

Durch Expression des Modellproteins B. subtilis LipA in E. coli BL21(DE3), Pseudomonas
putida KT2240T7 und Bacillus subtilis TEB1030 wurde gezeigt, dass pEBP18 in verschiede-
nen Wirten zur Expression von Zielproteinen genutzt werden kann (Abb. 3.2. 5). Durch
Lipaseaktivitatsassays wurde in allen Modelstdmmen die pEBP18-abhédngige Produktion
von aktiver Lipase nachgewiesen, in den Gram-negativen Stammen hauptsachlich im

Ganzzellextrakt, bei B. subtilis fand sich diese aufgrund der spezifischen Signalsequenz der
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Abb. 3.2. 5 Nachweis der Funktionalitit von pEBP18 (nach Troeschel et al., 2012) durch Expression von
B. subtilis Lipase LipA in (A) E. coli, (B) P. putida, (C) B. subtilis, nachgewiesen durch Lipaseaktivitdtsassays in
Ganzzellextrakten (graue Balken) bzw. Kulturiiberstanden (weiRe Balken) Oh, 4h und 20h nach Induktion der
Lipaseexpression durch Zugabe von IPTG (E. coli,. P. putida) bzw. Xylose (B. subtilis).
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Lipase fiir Bacillus-eigene Sekretionssysteme vermehrt im Kulturiiberstand (Troeschel et
al., 2012).

Neben Regionen, die essentiell sind fir die Replikation in den Gram-negativen Wirtsbak-
terien bzw. zur Integration in das Genom von B. subtilis, und den Promotorregionen zur
induzierbaren Genexpression in den verschiedenen Expressionswirten verfligt pEBP18
Uber gfpmut3* als Reporter fiir erfolgreiche Transkription, die cos-Region des A-Phagen,
um in vitro-Phagenverpackung und Transduktion zu ermdoglichen, sowie eine Multiple
Cloning Site einschlieBlich einer Schnittstelle fir BamHI, wichtig fiir die Klonierung von

mit Sau3Al bzw. Bsp143l partiell verdauter metagenomischer DNA (Abb. 3.2. 6).
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Abb. 3.2. 6 Schematische Darstellung von pEBP18 gfpmut3*: Variante des green fluorescent protein;
amyE’ und ‘amyE: homologe Regionen zu B. subtilis amyE zur Integration in das Wirtsgenom; KmR: Ka-
namycinresistenz; ColE1: colicinogenic factor E1, origin of replication; CmR: Chloramphenicolresistenz;
minR‘: truncated minimal region inklusive repA gene fiir Replikation in Pseudomonas; cos: cos site, Er-
kennungssequenz fir Phagenverpackung inklusive cosQ, cosN, cosB; Pxyl: Xylose-Promotor; P T7: T7-
Promotor

Fiir die Konstruktion von Metagenombanken und funktionelles Screening auf Bio-
tensidproduktion wurde der neue Vektor pCEV2 auf Basis des pLAFR3 konstruiert,
der die komplette Transkription von Genclustern durch T7-Promotorsequenzen auf
beiden Strangen des Vektors ermoglicht. pEBP18 wurde fiir gleichzeitiges funktionel-

les Screening von Metagenombanken in mehreren Wirtsorganismen entwickelt.
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3.2.2 Identifizierung von Biotensid produzierenden Klonen in einer Metage-
nombank

Die hier untersuchte Metagenombank wurde mit pEBP18 in E. coli DH10b im Rahmen
vorhergehender Arbeiten konstruiert. Ziel dieser Studien war die Identifizierung neuer
Hydrolasen. Die Bank enthdlt eDNA, die aus Biofilmproben aus dem Blutabfluss eines
Schlachthofs (Frenken Vieh- und Fleisch GmbH, Jilich) isoliert wurde. Diese eDNA wurde
partiell mit Sau3Al verdaut, die Fragmente im gewilinschten GréfSenbereich durch Agaro-
segelelution isoliert und mit BamHI verdautem pEBP18 ligiert. Die vorherrschende Grolie
der klonierten eDNA-Fragmente lag zwischen 3-6 kb (Tréschel, 2010).

Das Habitat ,,Schlachthofabfluss“ wurde aufgrund seines Reichtums an Proteinen, Blut,
Fetten usw. als sehr aussichtsreich flir die Identifizierung neuer Pro-
teasen/Lipasen/Esterasen betrachtet. Als fettreiche Umgebung bietet es aber ebenfalls
gute Bedingungen fiir die Produktion von Biosurfactants (Borges et al., 2012) und ist so-
mit vielversprechend fiir das Vorkommen Biotensid-produzierender Organismen. Damit
erschien eine Durchmusterung der Metagenombank hinsichtlich Biosurfactant-
produzierender Klone, die fiir den Biosyntheseweg dieser Substanzen kodierende Gene
exprimieren, als erfolgsversprechend. Die geringe durchschnittliche GroRe der metage-
nomischen Fragmente in dieser Bank lieR zwar nicht erwarten, dass Klone identifiziert
werden, die in der Lage sind, komplexe Lipopeptide wie Surfactin zu synthetisieren, da die
Biosynthese-Gencluster ein vielfaches der durchschnittlichen Fragmentgrofle betragen
(siehe 1.3.2), aber fiir die Synthesegene von Glycolipiden oder einfachen Lipopeptiden
wie Serrawettin W1 ist die FragmentgréRRe durchaus ausreichend.

Hinweise auf mogliche Biotensid-Produzenten gaben die innerhalb eines Screenings von
ca. 170.000 Klonen auf Blutagarplatten als haemolytisch aktiv identifizierten E. coli
DH10b-Klone BA343 und BA354 (BA= BlutAgar, siehe Troeschel, 2010), da Haemolyse eine
haufig vorkommende Eigenschaft von Biosurfactants ist (Mulligan et al., 1984; Saravanan
& Vijayakumar, 2012). In dieser Arbeit konnten beide E. coli DH10b-Klone durch eindeuti-
ge Hofbildung im atomized oil assay (2.8.1), die in der Leevektorkontrolle nicht zu be-
obachten war, als Produzenten von oberflichenaktiven Substanzen identifiziert werden
(Abb. 3.2. 7). Da DH10b kein Gen fiir die T7-Polymerase besitzt, erfolgte die Produktion

der Tenside unter Kontrolle der nativen Promotoren.




Ergebnisse und Diskussion

Lv SA343 SA354

Abb. 3.2. 7 Identifizierung von Biosurfactant produzierenden E. coli DH10b-Klonen. Zellkolonien auf LB-
Agar im atomized oil assay nach 18h Inkubation bei 37°C (oben) und Kulturiiberstinde von Ubernachtkultu-
ren (37°C) in LB-Medium (unten). Die Abbildungen stehen exemplarisch fiir je drei Kulturen jedes Stammes
mit den gleichen Phanotypen.

Auch in Flissigmedium produzierten diese beiden Klone, hier und nachfolgend mit SA343
und SA354 (SA fiir ,Surface Active”) praziser benannt, mit einfachen Methoden (drop col-
lapsing, grid assay) nachweisbare Mengen an Substanzen, welche die Oberflachenspan-
nung des Mediums verringern und somit oberflachenaktiv waren (Abb. 3.2. 7 unten). Ex-
traktion der Kulturliberstande mit Ethylacetat und anschlieRende Analyse der Extrakte
durch Diinnschichtchromatographie (2.8.5) resultierten in iodgefarbten Signalen mit ho-
hen Ri-Werten, was angesichts des verwendeten Laufmittels auf relativ hydrophobe Sub-
stanzen schlieRen lieR (Abb. 3.2. 8). Farbung der DC-Platte mit Orcinol/H,SO, (reagiert mit
Zuckern) statt mit lod erzeugte keine Signale, was darauf hindeutete, dass es sich bei den
hier isolierten Stoffen nicht um Glycolipide handelte.

AuRerdem waren die Signale aus den Uberstidnden beider Klone auf identischen Laufh -
hen zu finden, ein Hinweis darauf, dass in beiden Kulturen gleichartige Substanzen produ-

ziert wurden.

Abb. 3.2. 8 Analyse von Kulturiiberstandsextrakten F-
der Biotensid produzierenden DH10b-Klone.

<— Laufmittelfront

Die Analyse erfolgte per DC. Das Signal des Bio-

. <
surfactants, welches nicht im Extrakt der Leervek- -
torkontrolle (LV) zu finden war, ist mit dem blauen <+

Pfeil markiert. Weitere Signale von kontaminieren-
den Substanzen, die in allen Kulturen auftraten, sind
durch rote Pfeile gekennzeichnet.

Das Experiment wurde in Dreifachbestimmung
durchgefiihrt, in allen Fallen ergaben sich die glei-
chen Signalmuster; diese DC ist exemplarisch fir die
drei Versuchsreihen. Visualisiert wurden die Signale I !

durch lodbedampfung. LV SA343SA354
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In einer E. coli Metagenombank in pEBP18 mit DNA aus einem Schlachthofabfluss-
biofilm wurden erstmalig zwei Biotensid produzierende Klone identifiziert. Die aus

beiden Klonen isolierten Substanzen zeigten in der DC das gleiche Laufverhalten.

3.2.3 Entwicklung eines Reinigungsprotokolls zur Isolierung der Biosurfactants
Fir die Strukturaufklarung der in 3.2.2 identifizierten Substanz durch NMR-Spektroskopie
waren mehrere Milligramm des zu untersuchenden Metaboliten in hoher Reinheit erfor-
derlich. Deshalb musste in Vorbereitung darauf eine Produktions- und Aufreinigungsstra-
tegie entwickelt werden, die diesen Anforderungen angepasst war.

Zunichst wurden die Uberstinde von Expressionskulturen (DH10b mit pEBP18-SA343
bzw. -SA354) in 500 mL LB (2.5.2.3) mittels Vakuumpumpe sterilfiltriert. Da eine Extrakti-
on von so grolBen Volumina mit organischen Losungsmitteln relativ unhandlich ist, wurde
versucht, die fur die Isolierung von Rhamnolipiden etablierte Methode der Fallung durch
Ansduern des Uberstandes (Banat et al., 2010) mit anschlieRender Extraktion des Prazipi-
tats hier anzuwenden. Mittels DC-Analyse konnte ermittelt werden, dass diese Methode
gut geeignet ist, nicht nur um das Surfactant aus dem Medium zu gewinnen, sondern
auch die Konzentration von kontaminierenden Artefakten aus der E. coli-Kultivierung zu

verringern (Abb. 3.2. 9A). Durch eine Wiederholung der Fallung konnten die Surfactants in

| | I
LV SA343SA354 Lv SA34.J> SA354

Abb. 3.2. 9 Validierung einer Fillung als Methode zur Biosurfactant-lsolation. A Uberstinde von E. coli
DH10b-Kulturen mit jeweiligem Plasmid 1x gefillt + extrahiert; B Uberstinde 2x gefillt + extrahiert; Das
Zielprodukt ist mit dem blauen Pfeil markiert, kontaminierende Substanzen sind durch rote Pfeile gekenn-
zeichnet, die Laufmittelfront durch eine schwarze Linie. Die Analyse wurde per DC durchgefiihrt, die Signale
wurden durch Bedampfung mit lod visualisiert.
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flir NMR-Analysen ausreichend reiner Form gewonnen werden (Abb. 3.2. 9B). Die Aus-

beute betrug ca. 60 mg/L Kultur.

3.2.4 Identifizierung des metagenomabgeleiteten Biotensids als N-Acyltyrosin

Mit Hilfe von NMR-Spektroskopie (2.8.6) konnte das gereinigte Biotensid beider Klone in
Kooperation mit dem Institut fiir bioorganische Chemie (Heinrich-Heine-Universitat Dis-
seldorf, FZ Jilich) als Tyrosin-Fettsdaureverbindung identifiziert werden. Der Hauptbe-
standteil ist Myristoyltyrosin, d.h. Tyrosin verestert mit einem N-Tetradecansaurerest
(Abb. 3.1. 10). Bestatigt wurde dieses Ergebnis durch Massenspektrometrie. In Spuren
wurden auch andere, teilweise ungesattigte, Fettsduren detektiert, was nicht ungewohn-
lich ist, da die an der Erkennung der Fettsduren beteiligten Enzyme zwar Praferenzen fir
bestimmte Fettsdauren aufweisen, aber nicht zu hundert Prozent spezifisch fiir diese Ket-

tenlangen sind. So findet man auch bei anderen acylierten Metaboliten allgemein

1.26

1.26

1.29

0.88

.2

linlébdo

Abb. 3.2. 10 Struktur des von Metagenomklonen produzierten Biotensids Aus den NMR-Daten ermittelte
Strukturformel des isolierten Biosurfactants (oben), darunter das 1D-'H NMR-Spektrum des SA354 —
Isolates. Die Zahlen an den Kohlenstoffatomen bezeichnen die Verschiebung der zugehdrigen Protonen im
Spektrum in ppm.
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(Pearson et al., 1994; Winson et al., 1995) und bei anderen Biotensiden im Speziellen ver-
schiedene Fettsauren (Abdel-Mawgoud et al., 2010; Bodour et al., 2004; Déziel et al.,
1999; Dwivedi et al., 2008; Youssef et al., 2005), siehe auch Kapitel 3.1.6.

N-Acyl-Aminosduren im Allgemeinen und N-Acyltyrosine im Speziellen wurden bereits in
friheren Studien durch Screening von Metagenombanken auf antibiotisch wirksame Sub-
stanzen entdeckt (Brady & Clardy, 2000), in dieser Arbeit erfolgte die Detektion aber

erstmalig durch ein funktionelles Screening auf Biotensid-Eigenschaften.

Nach Etablierung eines Reinigungsprotokolls konnte die Struktur des von den beiden
E. coli- Klonen mit Schlachthof-eDNA, SA343 und SA354, produzierten Biotensids
aufgeklart werden. Es handelt sich hier um N-Acyltyrosin, (iberwiegend N-

Myristoyltyrosin.

3.2.5 Aufklarung der Biosynthese des N-Acyltyrosins

Zur Aufklarung der N-Acyltyrosin-Biosynthese wurden die metagenomischen Fragmente
in beiden Plasmiden sequenziert (Goettingen Genomics Laboratory) und in Kooperation
mit Dr. Sonja Troschel annotiert.

Das metagenomische Fragment in pEBP18-SA343 hatte eine Lange von 3,3 kb, zwei open
reading frames (orf) konnten identifiziert und durch BLAST-gestlitzte Suche gegen die
NCBI-Datenbank annotiert werden (Tabelle 3.2. 1). Beide Treffer deuteten nicht direkt auf
ein Enzym zur Biosynthese von N-Acylaminosauren hin.

pEBP18-SA354 enthielt ein ldngeres Fragment metagenomischer DNA (8,8 kb), ein Uber-
blick Gber die identifizierten homologen Gene liel} vermuten, dass dieses Fragment aus
einem Bakterium aus der Sinorhizobium-Verwandschaft (Gram-negativ, a-Proteobacteria)
stammt. Auffallig war dabei, dass auf dem SA354-Fragment zwei orf mit Sequenzahnlich-
keiten zu den gleichen Genen vorhergesagt werden, die auch auf dem SA343-Fragment
identifiziert wurden. Dabei handelte es sich um Proteine der sogenannten der Lysophos-

pholipidacyltransferase (LPLAT)-Familie und putative Peptidasen.
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Tabelle 3.2. 1 Identifizierte orf und blastn gestiitzte Vorhersagen zu den Metagenomfragmenten in
pEBP18-SA343 und pEBP18-SA354.

Bewertung:
SA 343 orf Hit Protein &
Beste Treffer nach BLAST gegen GenBank Score/ query cover-
GenBank ID i ..
ing/Identitiers

LPLAT Familie, viele hyp. Proteine u.a. Daro_0269
[Dechloromonas aromatica RCB]
Peptidase S1 and S6 Chymotrypsin/Hap [Alicycliphi-

0, 0,
2433 1588 o e ADU98537.1 268/ 52%/73%

‘ 244 1428 AAZ45028.1 382/58%/70% ‘

Bewertung
Score/ query cover-
ing/Identitiers

SA 354 orf Hit Protein

Start Ende Beste Treffer nach BLAST gegen GenBank GenBank ID

1622 36 puta.wtlver I\/.Ion'osaccharlde ABC-Transporter [Sinorhi- CCMEB9927.1 1836/100%/83%
zobium meliloti Rm41] e
ABC-Typ Transportsystem Substratbindung [Sinorhizo- o o
2905 1775 bium meliloti SM11] CP001831 1450/99%/88%
4868 3243 G.Iucose-l\./let'hanoI-Cholln Oxidoreductase [Sinorhizo- AEH82634.1 2252/100%/88%
bium meliloti SM11] S
Uracil-DNA Glycosylase Superfamilie [Sinorhizobium o 0
5537 4872 meliloti BL225C] AEG07585.1 629/90%/83%
6232 7416 LPLAT Familie, viele hYp. Proteine u.a. Daro_0269 AAZA5028.1 271/59%/68%
[Dechloromonas aromatica RCB] -
8462 7557 Pep'gd'a'se S1 and S6 Chymotrypsin/Hap [Alicycliphilus ADU98537 1 300/71%/74%
denitrificans BC] -

Tatséchlich waren beide Fragmente zwar nicht identisch, wiesen aber groRe Ahnlichkeiten
auf. Die zueinander homologen Bereiche auf beiden Fragmenten (Position 1-2827 auf
SA343 und 6000-8800 auf SA354 (Abb. 3.2. 11) waren im Alignment zu 79% identisch, die
jeweiligen Gene einzeln betrachtet zu 79% (im Alignment der Peptidase-Gene) bzw. zu
87% im Falle des , LPLAT“-Leserahmens.

Da beide Metagenomklone das gleiche Biotensid produzierten, lag der Schluss nahe, dass
sich die fiir dessen Synthese notwendigen Enzyme auf dem Uberlappenden Fragment be-
finden mussten. Damit kamen die als Peptidase bzw. als Mitglied der LPLAT - Familie vor-
hergesagten open reading frames in Frage. Auch wenn mittels Skim Milk-Platten (2.5.1)
keine proteolytische Aktivitdt dieser Klone nachweisbar war und damit die Bestatigung
der vorhergesagten Enzymfamilie ausblieb, erschien es als relativ unwahrscheinlich, dass

ein Peptidase-ahnliches Enzym direkt an der Biosynthese von Sekundarmetaboliten betei-

2.0 40 6.0 80 Ko
I 1 1 | I l 1 1 | 1 | | I | 1 l I |

Abb. 3.2. 11 Schematischer Vergleich der Metagenomfragmente SA343 und SA354. Oben SA343 (3,3 kb

groR), unten SA354 (8,8 kb groR), die homologen Bereiche sind libereinander gelegt. die Iplat-Gene sind

farblich hervorgehoben. Die auf dem Malstab angegebenen Werte entsprechen 1000 Basenpaaren. Die
Abbildung wurde erstellt mit MyDomains (Hulo et al., 2008).
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ligt ist. Deshalb stellten die LPLAT-orf das vielversprechendere Ziel fir weitere Untersu-
chungen dar.
Die LPLAT-Gene kodieren fiir nahezu identische Proteine (95% Identitat). Eine Homologie-

suche sowohl auf DNA- als auch auf Proteinprimarstruktur-Ebene via BLAST gegen die

NCBI-Datenbank brachte keine bekannten Gene/Proteine mit gréReren Ahnlichkeiten zu

B

1 200
201

Confidence Key
High(®) I LTIIRN Low (0)

64% of residues modelled at >90% confidence (Details)

Template Alignment Coverage Template Information

PDB header:transferase
28 Chain: G: PDB Molecule:feem;
PDBTitle: the structure of feem, an n-acyl amino acid synthase
from uncultured2 soil microbes

1 €290bG_ Alignment

Fold:Acyl-CoA N-acyltransferases (Nat)
19 Superfamily:Acyl-CoA N-acyltransferases (Nat)

A e

ily oinducer sy

2 dlroSa_ Alignment

PDB header:signaling protein
17 Chain: A: PDB Molecule:ahl synthase;

3 C3p2fA_ Alignment
PDBTitle: crystal structure of tofi in an apo form

Fold:Acyl-CoA N-acyltransferases (Nat)
8 Superfamily:Acyl-CoA N-acyltransferases (Nat)
ily: Autoi er synth

4 dlkzfa_ Alignment

Fold:Acyl-CoA N-acyltransferases (Nat)
19 Superfamily:Acyl-CoA N-acyltransferases (Nat)

5 dlxeba Alignment
Family:N-acetyl transferase, NAT

PDB header:transferase

14 Chain: A: PDB Molecule:putative acetyltransferase;
PDBTitle: crystal structure of putative n-acetyltransferase from
lactobacillus2 plantarum

6 C3efal Alignment

Fold:Acyl-CoA N-acyltransferases (Nat)
18 Superfamily:Acyl-CoA N-acyltransferases (Nat)

7 dlq2ya_ Alignment
Family:N-acetyl transferase, NAT

Abb. 3.2. 12 Strukturmodell und strukturelles Alignment von NAS354. A Strukturmodell; B Sicherheit der
Vorhersage der verschiedenen Sekundarstrukturelemente; C beste Treffer im Strukturalignment (Con-
fidence >99%). Abgebildet sind hier nur die Ergebnisse flir NAS354, NAS343 fiihrt aber aufgrund der hohen
Ahnlichkeit der beiden Proteine zu identischen Resultaten. Im Model ist die N-terminale NAS-Domane (sie-
he Text) blau bis gelb gekennzeichnet, die zweite Doméne am C-Terminus ist orange-rot koloriert. Modell
und Alignment wurden durch Phyre2 (Kelley & Sternberg, 2009) erstellt, gezeigt ist ein Ausschnitt der aus-
gegebenen Datei.
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den beiden LPLATs ans Licht. Mittels Strukturvorhersage durch Phyre2 (Abb. 3.2. 12) und
anschlieRenden Homologievergleichen auf Sekundar- und Tertidrstrukturebene ergaben
sich jedoch fiir die N-Terminale Domaine (in der Abbildung blau bis gelb) sehr groRe Ahn-
lichkeiten mit FeeM, einem als N-Acylaminosdure-Synthase (NAS) annotierten Protein,
das ebenfalls im Rahmen einer Metagenomstudie identifiziert wurde (Brady et al., 2002;
Van Wagoner & Clardy, 2006). Daneben werden hohe strukturelle Ahnlichkeiten zu den
Syntheseenzymen von Autoinducer-Molekilen vorhergesagt, kleinen acylierten Moleku-
len, die zur Zell-Zell-Kkommunikation dienen, wie beispielsweise N-Acyl-Homoserinlactone
(Galloway et al., 2011).

FeeM katalysiert, wie die in dieser Arbeit identifizierten Proteine, die Synthese von N-
Acyltyrosinen (als Hauptbestandteil N-Lauryltyrosin (C1,)) und wurde bei einem Screening
einer E. coli-Bank auf die Produktion von Substanzen mit antibakterieller Wirkung ent-
deckt. Angesichts der Ahnlichkeit in Struktur und Funktion zu FeeM werden die beiden
hier beschriebenen Proteine nachfolgend als NAS343 bzw. NAS354 bezeichnet.

Durch Subklonierung des mittels der Primer BAec354-LPLAT-fwl und BAec354-LPLAT-bw1
amplifizierten nas354-Gens in pET22b und Expression in BL21(DE3) unter Pi;-Kontrolle
auf LB- bzw. Blutagar mit IPTG wurde gezeigt, dass NAS354 tatsachlich alleine fiir Produk-
tion und Sekretion des Biotensids in E. coli verantwortlich und ausreichend ist. Beide Pha-
notypen -sowohl Hamolyse als auch Oberflachenaktivitdt- konnten beobachtet werden

(Abb. 3.2. 13).

Lv pETNAS 354

Abb. 3.2. 13 Biotensidproduktion in E. coli BL21 (DE3)durch Expression von NAS354. Beide Phinotypen
wurden nachgewiesen, sowohl haemolytische Aktivitat durch Lysehéfe um die Kolonien auf Blutagar(oben)
als auch Sekretion oberflachenaktiver Substanzen durch Hofbildung im atomized oil assay (unten). Das
Wachstum der Kolonien erfolgte auf Blutagar bzw. LB-Agar mit 0,4 mM IPTG 16 h bei 37°C. Die Abbildungen
stehen exemplarisch fiir je drei Kolonien jedes Stammes mit den gleichen Phanotypen.
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N-Acylaminosaure-Synthasen sind ein gutes Beispiel fir die Vorteile des Metagenoman-
satzes bei der Suche nach neuen Sekundarmetaboliten. Diese Familie wurde lberhaupt
erst durch Screenings von metagenomischen Bibliotheken, bei denen nach neuen antibio-
tisch wirksamen Substanzen gesucht wurde, entdeckt (Brady & Clardy, 2000) und bis heu-
te, da diverse Mitglieder dieser Enzymfamilie beschrieben sind (Brady & Clardy, 2005a;
Brady et al., 2002, 2004), konnten nur wenige in als kultivierbar beschriebenen Bakterien
identifiziert werden (Brady et al., 2004; Craig et al., 2011). Auch wenn somit in den letzten
Jahren einige Arbeiten zu dieser Enzymfamilie durchgefiihrt wurden, sind Oberflachenak-
tivitat und andere tensidische Eigenschaften der von diesen Enzymen synthetisierten Se-
kunddrmetaboliten unseres Wissens bisher nicht publiziert gewesen.

Die Mitglieder der NAS weisen untereinander nur eine geringe Sequenzahnlichkeit auf
(Brady et al., 2004; Van Wagoner & Clardy, 2006), weshalb wie oben beschrieben, durch
BLAST-Homologiesuche zu den NAS-Genen keine Treffer auf N-Acylaminosaure-Synthasen
hindeuteten. Brady et al. konnten durch Proteinsequenzvergleiche zwei Gruppen inner-
halb der NAS identifizieren. Gruppe | zeichnet sich durch einige konservierte Motive in der
Aminosauresequenz auf, Gruppe Il sind insgesamt relativ ahnlich zueinander (identity
> 40%) (Brady et al., 2004).

Durch Alignment der Aminosauresequenzen der NAS-Domanen von NAS343 und NAS354
und beschriebenen NAS-Proteinen, konnten diese beiden Proteine der Gruppe | zugeord-
net werden (Abb. 3.2. 14).

1 MILSAHKSNPSPRRADYDNRFIFHLEMRHGRPECALECNDYSVSR-AATVL-——-EYMNARNLVKEMY SRRGYLT-——-DGV-TPLPRRENTITLDAHDA

1 MSLPAYHSNPSPQSARCDDQFIFHLEMKHGRPECALECNNYSVRR-AATVL-——-EYLNSSSLVKQMYSRKGYLT-——-EGI-TPLPRHDDAITLDAHDA
FeeM 1 MIPRK-VARILVAPNERDAARRIVRITYEAQGYAI-——-DESFATFLEGPSATIFGLFNG

1

1

NAS343 MOETTAFNDTKLVLKIAETQSELEACFHLLHEAYVANNFME PHPSELRVI PYHALPTTTTLCAIYD
NAS354 MODTTLINDSKLVLKIAETQSELEACFHLLHEAYVANDFME PHPSEMRVI PYHALPTTTTLCAIYD
NasY1l 91 RLDSPEAGLLADALYMKEIDEFRTAG! KLAVDPKFGSK-——————- EILMASLFQLAYLYMHVVNRADDLFI

Nas¥Y2 91 RFDSHDIGLLADALYVKEIDRFRATG! KLAVDPRYGSK-——————- EILMASLFQLAYIYAHVIHGVSDICI

FeeM 56 FINDGAQGLPMDSIYAVELARWRGEG! FAMDHTLYEAVAGAKPSPFERASLFTMVLTYA-LETHIDYLCIS[INPKH]

NAS343 67 FIRDGVEGFPMOKAF--DLHGVRERGGQIL ALAVHPRFRRTVG—————— LVVMPIMKFMYGYCTRYFDTRHLVI

FIRDGVEGF PMOKAF—--DLHGVREKGGQI ALAVHPRFRRTVG—————— LVVMPIMKFMYGYCTRYFDTRHLVI

NasY1l 183 GFEEIGE——I.RICPdggA—PAV.J.HIl".I.———E—YHREQIAKHSGR——GSSAIEKSLYPYFLSCSAEDWIDRAI.RAKVNKPH —————————————————
Nas¥2 183 GFQEIGE--VRICP A-PAILLHIEC---D-YMRRQIARHSGQAQGNRSSEKSLYPYFLNCGAEEWINRALNAKANMTHQSRHERAAGTRFAIALS
FeeM 153 GFIQIGA--LKHYGIVNA-PAIRRALYV-—--P-EWRSQTLLA QFMDAERSH

NAS343 158 MFQRLFNQVVECYGEVNGAPAVEATLDLIDAPDLMRAARNASKA.
NAS354 158 MFQRLFNQVVECYGEHVNGAPAVEATLDLIEAPDLMRAANASKA.

Abb. 3.2. 14 Alignment der AS-Sequenzen von drei Gruppe | N-Acylaminosdure-Synthasen und der
Acyltransferasedomanen von NAS343 und NAS354. Schwarze Rahmen zeigen die von Brady et al., 2004
beschriebenen konservierten Motive an, der als katalytisch aktiv vermutete Glutamatrest (Van Wagoner &
Clardy, 2006) ist rot markiert.
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Als verantwortlich fiir die Biosynthese des N-Myristoyltyrosins in den Klonen SA343
und SA354 wurde jeweils das Produkt eines einzelnen Gens, das in sehr dhnlichen
Varianten auf beiden Metagenomfragmenten zu finden ist, identifiziert. Durch
Strukturhomologievergleiche und multiple sequence alignment konnten die Protei-

ne der Familie der N-Acyl-Aminosdure-Synthasen, Gruppe 1 zugeordnet werden.

3.2.6 Untersuchung des Reaktionsmechanismus der N-Acylaminosaure-Synthase
NAS354

Auf Basis von Homologien zu den GCN5-assozierten N-Acyltransferasen (GNATs) wurde
ein Reaktionsmechanismus fiir NAS postuliert (Abb. 3.2. 15), demzufolge ein Glutamatrest
(im Falle von FeeM E94) fiir die Katalyse der Reaktion verantwortlich ist (Van Wagoner &
Clardy, 2006). Durch die Sduregruppe in der Seitenkette dieses Glutamatrestes wird ein
Wassermolekiil deprotoniert. Diese Deprotonierung fiihrt durch schnelle Translokation
von Protonen (iber eine Kette von Wassermolekiilen (,,proton wire”, Pomés and Roux,

1996) schlielRlich zur Deprotonierung der Aminogruppe des im aktiven Zentrum gebunde-

OH
Tyrosine recognition
S140
BN - .
“LLL i COO:---HN E Coo.
ol : OY NH
Fos ~NIH ________ Proton wire il Ci1Hzg
v Al Y149

H )J\ Thiolate stabilization

K-O E94

Abb. 3.2. 15 Postulierter Reaktionsmechanismus fiir die N-Acylaminosduresynthase FeeM. Das im aktiven
Zentrum gebundene Tyrosinmolekil wird an der Aminogruppe durch proton wire-Bildung, ausgel6st durch
E94, deprotoniert und greift als Nucleophil das Carbonyl-C der aktivierten Fettsaure am Acylcarrierprotein
(Feel) an. Dadurch kommt es zur Verbindung beider Edukte zu N-Acyltyrosin. Die weiteren im Schema an-
gegebenen Aminosaurereste dienen zur Erkennung und Bindung der Substrate. Abbildung mit freundlicher
Genehmigung durch den Rechteinhaber modifiziert aus Van Wagoner & Clardy, 2006 (© Elsevier, 2006)
entnommen.
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nen Tyrosins. Diese greift das Carbonyl-Kohlenstoffatom der Fettsaure an, die durch ein
Acylcarrierprotein (ACP), welches mit der NAS interagiert, bereitgestellt wird. Im Falle von
FeeM ist das interagierende ACP, Feel, mit FeeM in einem Gencluster zu finden (Brady et
al., 2002). Experimentelle Hinweise zur Verifizierung dieses Reaktionsweges sind bisher
nicht publiziert.

Durch Clustal Omega wurde der Glutamatrest an Position 103 in NAS343 und NAS354 als
homolog zu E94 in FeeM (Abb. 3.2. 14) und somit als die mutmallich katalytisch aktive
Aminosaure vorhergesagt. Per QuickChange-PCR mit den Primern QC BA354 E103 Ala und
QC BA354 E103 Ala antisense wurde in NAS354 dieses Glutamat gegen Alanin ausge-
tauscht (2.6.5). Die Expression des mutierten Gens nas354 E103A in BL21(DE3) analog zu
zur oben beschriebenen Expression von nas354 (3.2.5) zeigte einen Verlust der beiden
durch das Biotensid hervorgerufenen Phanotypen (Abb. 3.2. 16). Auch wenn es nicht voll-
standig auszuschlieflen ist, dass dieser Austausch durch andere Effekte, wie z.B. Verande-
rungen in der Proteinstruktur, zum Verlust der Aktivitat fiihrt, ist dieses Ergebnis doch ein
starker Hinweis auf E103 als katalytisch aktive Aminosadure, wie aufgrund der strukturel-

len Homologien zu anderen N-Acyltransferasen bereits vorhergesagt.

pETNAS 354 pETNAS E103A

Abb. 3.2. 16 Verlust der Surfactant-Produktion durch den Aminosdure-Austausch E103A. E. coli BL21(DE3)
mit den angegebenen Vektoren auf Blutagar(oben) und auf LB-Agar im atomized oil assay (unten). Das

Wachstum der Kolonien erfolgte auf Blutagar bzw. LB-Agar mit 0,4 mM IPTG 16 h bei 37°C. Die Abbildungen
stehen exemplarisch fiir je drei Kolonien jedes Stammes mit den gleichen Phanotypen.

Der Austausch des Glutamatrest an Position 103 fiihrt zum Verlust der katalytischen
Aktivitdt von NAS354. Damit ist ein Reaktionsmechanismus wahrscheinlich, bei dem

Glutamat 103 beteiligt ist, der vorhergesagte Mechanismus wird damit unterstiitzt.
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3.2.7 Chemo-physikalische Eigenschaften des Biosurfactants N-Acyltyrosin

Bei den bisherigen Studien zu N-Acylaminosduren stand, wie bereits erwahnt, deren anti-
bakterielle Wirkung im Fokus der Untersuchung. Tensidische Eigenschaften dieser Meta-
boliten wurden bislang unserem Wissen nach nicht betrachtet, sodass in dieser Arbeit
erstmals eine initiale chemo-physikalische Charakterisierung des N-Acyltyrosins als Bio-
tensid erfolgte. Wie einleitend beschrieben (1.1.1), sind wichtige KenngrofRen von Tensi-
den unter anderem Loslichkeit in unterschiedlichen Loésungsmitteln, Hydrophil-
lic/lipophillic balance, Absenkung der Oberflaichenspannung und kritische Mizellbildungs-
konzentration (CMC).

Zunachst wurde das Loslichkeitsverhalten betrachtet. Das Biotensid war gut |6slich in or-
ganischen Losungsmitteln wie Ethylacetat und Ethanol/Methanol, die hochste getestete
Konzentration betrug 50 mg/mL. In wassrigen Losungen von pH 10 und hoher war es
ebenfalls relativ gut zu 16sen (mindestens 10 mg/mL), bei sauren und neutralen pH-
Werten |6ste es sich nur sehr schlecht. Dieses Losungsverhalten in Wasser ist mit den
unterschiedlichen Protonierungszustianden des Aminosaureteils im Molekil zu erklaren.
Im stark sauren Bereich ist das Molekil ungeladen und durch den Myristoylrest sowie
dem aromatischen Ring des Tyrosins nahezu wasserunloslich, weshalb es bei pH-Werten
unter 3 sehr gut ausgefillt werden kann. Mit steigendem pH-Wert kommt es zur Depro-
tonierung zunachst der Sduregruppe und im basischen Bereich des Alkohols an der Sei-
tenkette (pKs von 2,2 bzw. 10,9 (Berg et al., 2003)), wodurch das Gesamtmolekiil zuerst
einfach, dann doppelt negativ geladen ist und somit viel polarer und hydrophiler wird.
Ahnliche Effekte des pH-Werts auf Aggregation und Loslichkeit in wéssrigen Lésungen
durch Ladungsveranderungen wurden auch fiir andere Biosurfactants beschrieben
(Baccile et al., 2012; Ishigami et al., 1987; Zhang & Miller, 1992).

Der Hydrophillic/lipophillic balance value (HLB-Wert) des ungeladenen Myristoyltyrosins,
berechnet nach der in Davies, 1957 publizierten Methode unter Verwendung der in Davis,
1994 angegebenen Gruppenzahlen (Tabelle 3.2. 2) betragt 4,613. Fir die Amidbindung
zwischen Fettsdure und Aminoséaure (siehe Abb. 3.2. 10) wurde der fir freie Esterbindun-
gen angegebene Wert angenommen.

Mit diesem HLB kann Myristoyltyrosin als Wasser-Ol-Emulgator eingeordnet werden

(Tabelle 3.2. 3), vergleichbar den Rhamnolipiden und den in Nahrungsmitteln sehr haufig
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als Emulgator eingesetzten Lecithinen (Tabelle 3.2. 4, S. 105), einem Gemisch aus ver-

schiedenen Phospholipiden (Palacios & Wang, 2005).

Tabelle 3.2. 2 Chemische Gruppen und die ihnen zugeordneten Gruppenzahlen, Ausschnitt aus Tabelle 2.
6

Hydrophile Gruppenzahl Lipophile Gruppenzahl

Gruppen Gruppen
—0-S0;” Na® 38,7 _C] _ 0,475
—350%.m 37.4 H

503 Na® —CH,— 0,475

coo - K® 21,1 &
—COQ ~ Na® 19, 1 —CH, 0,475
Ester (Sorbitanring) 6.8

=—CH— 0,475

Ester (frei) 2.
—COOH 2, =\ v

OH (frei) 1.9 & » 1,662
—0— 1.3 A\

Tabelle 3.2. 3 Empfohlene Einsatzgebiete fiir Tensiden nach HLB-Werten, Ausschnitt aus Tabelle 1. 1

HLB-Wert des Tensides Verwendungszweck

3 bis 8 W/O-Emulgatoren
7 bis 9 Netzmittel
8 bis 18 0O/W-Emulgatoren

W/0 =Wasser in Ol; 0/W= Ol in Wasser

CMC und Reduzierung der Oberflachenspannung wurden durch statische tensiometrische
Messungen bestimmt (2.8.8). Dabei wurde die Oberflichenspannung von 0,1 M NaOH-
Losungen mit unterschiedlichen eingestellten (=statischen) Konzentrationen an N-
Acyltyrosin mittels eines Tensiometers bestimmt (2.8.8). Die gemessenen Werte fir die
Oberflachenspannung wurden dann gegen die Tensidkonzentration aufgetragen (Abb.
3.2. 17). Daraus ergab sich eine minimale Oberflachenspannung etwa 34 mN/m. Die aus
der Messkurve abgeleitete CMC betrug 0,114%. Die ermittelten Werte gelten flr weitest-
gehend in der zweifach deprotonierten Form vorliegendes Myristoyltyrosin, da der Stoff
fur diese Messreihe, wie bereits angegeben, in 0,1 M NaOH (pH 12) gelost wurde. Bei
mehr zum neutralen Bereich hin liegenden pH-Werten konnten die fiir die Messreihe er-
forderlichen Héchstkonzentrationen von 8-10 mg/mL aufgrund der geringeren Wasserlos-
lichkeit nicht erreicht werden. Zum Vergleich: Fir Tyrosin ohne zuséatzlichen hydrophoben
Fettsdurerest wird eine Loslichkeit in pH-neutralen wadssrigen Losungen von 0,35-

0,38 mg/mL angegeben (Hitchcock, 1924; Merck, 2011).
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Abb. 3.2. 17 Oberflichenspannung von 0,1 M NaOH bei verschiedenen Konzentrationen von
N-Acyltyrosin. Schwarze Karos, durchgezogene Trendlinie: Aufgereinigtes Biosurfactant; schraffierte Quad-
rate, gestrichelte Trendlinie: chemisch synthetisiertes N-Myristoylstyrosin. Beide Substanzen wurden in
0,1 M NaOH-Losung, pH 12 gelost. Die Trendlinien zeigen den gleitenden Durchschnitt von jeweils zwei
Punkten, jeder Datenpunkt reprasentiert den Mittelwert von drei Messungen

Auffadllig war der Verlauf der Messkurve des isolierten Biosurfactants verglichen mit dem
reinen, durch klassische organische Synthese produzierten Myristoyltyrosins (bereitge-
stellt durch das Institut flr bioorganische Chemie der HHU Duisseldorf, synthetisiert nach
(Aha, 2010)). Im Bereich von 0,1-1,5 mg/mL Tensid zeigten sich hier Unterschiede in der
konzentrationsabhangigen Oberflachenspannung. Dies hdngt wahrscheinlich mit den in
Spuren vorhandenen anderen Fettsduren (u.a. ungesattigten, siehe 3.2.4.) zusammen,
deren Einfluss auf die Oberflachenspannung, eventuell auch durch Wechselwirkungen der
verschiedenen Acyltyrosinspezies untereinander, anscheinend in diesem Konzentrations-
bereich besonders zum Tragen kam, z.B. durch gemischte Monolayer- und Mizellenbil-
dung. Ahnliche Effekte wurden auch fiir andere Surfactant-Klassen beobachtet und an-
gewendet (Ansari et al., 2013; Naqvi et al., 2012). Durch den unterschiedlichen Kurven-
verlauf unterschied sich auch die aus diesem abgeleitete CMC des kiinstlich synthetisier-
ten N-Myristoyltyrosins (0,06%) von der des Biotensids.

Diese durch die verschiedenen Kongenere hervorgerufenen Effekte kdnnten eine weitere
interessante Eigenschaft von Biosurfactants gegeniber ,klassischen” Detergentien dar-
stellen (Soberén-Chavez & Maier, 2011). Die minimale Oberflachenspannung an der

Grenzflache Wasser/Luft von 34 Nm/m féllt in den Bereich von bereits beschriebenen
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Biotensiden, die CMC liegt allerdings deutlich hoher als beispielsweise die der beiden auf-

geflihrten gut charakterisierten Glycolipide (Tabelle 3.2. 4).

Tabelle 3.2. 4 Ubersicht: Physikalische Eigenschaften des aus E. coli DH10b-Kultur isolierten N-
Acyltyrosins im Vergleich zu gangigen Tensiden und Biosurfactants

7 N-(Myristoyl-) SDS | Triton-X 100  S. bombicola  P. aeruginosa Soybean

tyrosine Sophorolipid Rhamnolipid Lecithin
(pH 12) (Van Bogaert et (Miiller et al., 2012)
al., 2007)
HLB-Wert 10-13 4-6

CMC %(w/v) 0,004-0,01 0,001-0,02

Min. surface 30-40 29
tension

Das isolierte Biotensid war bei neutralem pH fast unldslich in Wasser, dafiir aber gut
I6slich in organischen Losungsmitteln und Alkoholen. Die CMC bei pH 12 wurde mit
0,114% bestimmt, die minimale Oberflachenspannung als 34 mN/m. Ein errechneter

HLB-Wert von 8,65 ordnete die Substanz als Ol-Wasser-Emulgator ein.

3.2.8 Biologische Eigenschaften des Biotensids N-Acyltyrosin

Viele Biosurfactants haben antimikrobielle Effekte (Banat et al., 2000; Saharan et al.,
2012). Im Falle der N-Acylaminosduren ist eine Wirkung gegen B. subtilis bereits beschrie-
ben (Brady & Clardy, 2000), diese war, wie oben (3.2.5) bereits dargelegt, der Ausloser fiir
die Entdeckung dieser Stoffklasse in Metagenomscreenings (Brady & Clardy, 2000).

Zur Untersuchung der antibakteriellen Effekte des von den beiden Metagenomklonen
produzierten N-Acyltyrosins wurden im Kirby-Bauer-Test Papierplattchen, getrankt mit N-
Acyltyrosin in Ethanol, auf Miller-Hinton-Agarplatten, die mit dem jeweiligen Stamm be-
impft waren, aufgebracht (2.8.10). Die Platten wurden Gber Nacht bei den jeweilis opti-
malen Wachstumstemperaturen der einzelnen Stamme inkubiert. Hemmende Aktivitat
des Biotensids gegenliber den jeweiligen Stammen zeigte sich durch klare Hofe um die
Papierplattchen herum. Erwartungsgemalfs liel3 sich auch im Falle der hier aufgereinigten
Biosurfactants eine wachstumshemmende Wirkung auf B. subtilis. nachweisen. Auf das

Wachstum der meisten getesteten Proteobacteria (Gram-negativ, Pseudomonas aerugi-
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nosa PAO1, Pseudomonas putida KT2440, Burkholderia glumae PG1, Escherichia coli BL21
sowie Serratia marcescens DSM12481) zeigte Myristoyltyrosin keinen Einfluss, letztere
Spezies reagierte aber mit erhohter Produktion von Pigmenten (Prodigiosin) auf die Sub-
stanz. Eine Ausnahme waren das B-Proteobacterium Chromobacterium violaceum CV026
und das 6-Proteo- und Myxobacterium Sorangium cellulosum, welche deutlich Hemmhofe
um die Myristoyltyrosin-Plattchen bildeten. Wachstumshemmenden Einfluss zeigte das
Biosurfactant iber diese und dem bereits erwahnten B. subtilis hinaus auf Corynebacteri-

um glutamicum (Abb. 3.2. 18).

Abb. 3.2. 18 Kirby-Bauer Assay zur Auswirkung von N-Acyltyrosin auf verschiedene Bakterienstimme.
durch in Ethanol mit N-Myristoyltyrosin getranktes Whatmanpapier auf Miller-Hinton-Agar mit den nach-
folgend angegebenen Stammen. A Pseudomonas aeruginosa PAO1; B Pseudomonas putida KT2440; C Ser-
ratia marcescens DSM12481; D Escherichia coli BL21; E Burkholderia glumae PG1; F Bacillus subtilis TEB1030;
G Sorangium cellulosum DSM53796; H Corynebacterium glutamicum ATCC13032; | Chromobacterium vio-
laceum CV026; J atomized oil assay auf Miller-Hinton-Agar. Die rechts angegebenen Werte entsprechen der
absoluten Menge an Biotensid, die auf das Papierplattchen gegeben wurde.

Damit zeigte sich ein relativ breites Wirkungsspektrum dieser Metabolite, welches von
Gram-negativen Proteobakterien einschlieRlich S. cellulosum, das den Myxobacteria zu-
geordnet ist, Gber Firmicuten (Bacillus) bis hin zu den Mycobacteria reichte. Hochemp-
findlich gegenliber bereits geringen Mengen des Biosurfactants schien allerdings keiner

der getesteten Stamme zu sein, da die durch das atomized oil assay indizierte Diffusions-
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flache des N-Acyltyrosins viel groBer war als die Hemmhofe. Gram-negative Bakterien
schienen im Allgemeinen unempfindlicher gegenliber diesem Biosurfactant zu sein, eine
Beobachtung, die auch bereits fiir andere Biotenside beschrieben ist (Bockmiihl, 2012b;
Kadouri & Shanks, 2013). Aufgrund des Aufbaus ihrer Zellhiille, besonders gekennzeichnet
durch die duRere Membran mit Lipopolysacchariden (LPS), sind diese Bakterien nicht so
empfindlich gegeniber Angriffen durch Surfactants im Kulturmedium wie die Gram-
positive Organismen (Sotirova et al., 2009, 2008). LPS kdnnen mit Biosurfactants intera-
gieren (Zhong et al., 2008) und die Zelle somit bis zu einer gewissen Konzentration vor
den membranldsenden Effekten dieser Metaboliten schitzen (Pashynska, 2009; Sotirova
et al., 2008). Ahnliche Effekte sind auch fiir andere potentiell cytotoxische Substanzen
publiziert (Denyer & Maillard, 2002). Bei Gram-positiven Bakterien fehlt diese schiitzende
LPS-Schicht jedoch, sodass schon bei geringeren Konzentrationen die Zellmembran ange-
griffen und zerstért werden kann (Bharali et al., 2013; Sotirova et al., 2012). Auch wenn in
den hier angefiihrten Studien der Fokus hauptsachlich auf Rhamnolipiden lag, sind die
Ergebnisse wohl auf N-Acylaminosauren (ibertragbar.

Zusatzlich zu den beschriebenen Effekten gegenliber manchen Bakterienstammen fihrte
N-Myristoyltyrosin, wie oben bereits gezeigt, zur Lysis von Erythrozyten durch Interaktion
mit deren Zellmembranen (Abb. 3.2. 7), wie es bei vielen anderen Surfactants auch zu
beobachten ist, weshalb Haemolyse ein haufig genutztes System zur Untersuchung von
Tensid-Membran Interaktionen ist (Tavano et al., 2013).

Die physiologische Bedeutung dieser Metaboliten bzw. der dazu gehérenden Enzymfami-
lie konnte bis jetzt nicht aufgeklart werden, was auch der Tatsache geschuldet ist, dass
diese hauptsachlich (iber Metagenomstudien identifiziert wurden. Dadurch kénnen keine
Vermutungen angestellt werden, ob N-Acylaminosauren, vergleichbar zu anderen Bioten-
siden, fur die Kolonisierung fester Oberflachen, zur Utilisierung hydrophober Substrate
oder zum Abhalten von Nahrungskonkurrenten genutzt werden (Arino et al., 1998;
Matsuyama & Nakagawa, 1996b; Raaijmakers et al., 2010).

Hinweise auf die natiirliche Funktion kénnte die strukturelle Ahnlichkeit der NAS mit
N-Acyl-Homoserinlacton-Synthasen, die bei Gram-negativen Bakterien die Synthese von
Signalmolekilen (ebenfalls acylierte Aminosdurederivate) in der Zell-Zell-Kommunikation
katalysieren (Miller & Bassler, 2001), liefern. Eine eventuelle Funktion von N-

Acylaminosduren als Signalmolekiile wurde auch schon in anderen Studien diskutiert
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(Craig et al., 2011), bislang ist aber keine derartige Wirkung der Acyltyrosine publiziert.
Auch in dieser Arbeit konnte eine solche Funktion nicht nachgewiesen werden, da das
etablierte System zum Nachweis langkettiger Quorum sensing (QS) Signalmolekiile mittels
Chromobacterium violaceum CV026 (McClean et al., 1997) aufgrund der Toxizitdt von N-
Myristoyltyrosin gegeniber dem Indikatorstamm nicht anwendbar war. Zudem war keine
Auswirkung von Myristoyltyrosin im Kulturmedium auf die (QS-kontrollierte) Biofilmbil-
dung (2.8.11) bei P. aeruginosa zu beobachten (ohne Abbildung).

Da die Prodigiosinproduktion ebenfalls als ein QS-regulierter Prozess beschrieben ist
(Williamson et al., 2006), konnte die starkere Pigmentproduktion von S. marcescens als
Reaktion auf N-Acyltyrosin als Hinweis eine Funktion der N-Acyltyrosine als Signalmoleki-
le gedeutet werden. Im Kirby-Bauer-Assay mit verschiedenen Tensiden reagierte
S. marcescens aber auch auf andere Tenside mit verstadrkter Prodigiosinbildung, hier ge-
zeigt mit SDS und P. aeruginosa Rhamnolipiden (Abb. 3.2. 19), was auch mit den Ergebnis-
sen friherer Studien konform geht (Feng et al., 1982). Das legt nahe, dass die erhdhte
Pigmentproduktion hier eher als Stressantwort auf Interaktionen der Biosurfactants mit
der Zellmembran als durch eine Produktionssteigerung in Folge Acyltyrosin-induzierter

QS-Prozesse zu erklaren ist.

A D
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Abb. 3.2. 19 Einfluss verschiedener Tenside auf die Prodigiosinproduktion von S. marcescens. Kirby-
Bauer-Test mit verschiedenen Tensiden in Whatman-Papier auf Miller-Hinton-Agar mit einem Rasen von
S. marcescens DSM12481. A SDS; B P. aeruginosa Rhamnolipid; C Tween20; D N-Acyltyrosin Biosurfactant;
E N-Myristoyltyrosin, chemisch synthetisiert; F Negativkontrolle Ethanol. Alle Tenside wurden in Ethanol
(SDS: 80% Ethanol) geldst und je 250 pg aufgetragen. Helligkeit und Kontrast der Abbildung wurden kiinst-
lich verstarkt, um die gesteigerte Prodigiosinproduktion zu verdeutlichen.

Eine vorhergesagte hohe strukturelle Ahnlichkeit der C-terminalen Doméine der beiden
NAS-Enzyme (in Abb. 3.2. 12 in orange/rot dargestellt) mit c-di-GMP bindenden PilZ-

Domaénen aus P. aeruginosa ist allerdings wiederum ein Hinweis auf eine Funktion inner-
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halb Quorum sensing assoziierter Prozesse wie Biofilmbildung, Motilitdt oder Virulenz
(Balasubramanian et al., 2013; Hengge, 2009; Ramelot et al., 2007; Srivastava et al.,
2011). Hier besteht eine Ahnlichkeit zu der N-Acylphenylalanin-Synthase NasP, fiir die
ebenfalls eine zweite Domane neben der NAS beschrieben ist, die cAMP, wie c-di-GMP
ein second messenger-Molekil, bindet (Clardy & Brady, 2007). NasP wird direkt durch
Bindung des messenger-Molekiils aktiviert. Ob bei den in dieser Arbeit beschriebenen
Enzymen eine vergleichbare direkte Aktivierung durch Bindung von c-di-GMP auftritt, wie
es auch fir Cellulose- und Alginat-Syntheseenzyme verschiedener Bakterien beschrieben
ist (Fujiwara et al., 2013; Hengge, 2009; Merighi et al., 2007), ist bisher nicht experimen-
tell Gberprift worden. Ware dies der Fall, konnte das ein weiterer Anhaltspunkt fir eine
Rolle der N-Acylaminosauren innerhalb der Signalkaskade sein. Es ware aber auch denk-
bar, dass die Produktion des Biosurfactants durch c-di-GMP reguliert wird, ohne dass N-
Acyltyrosin eine weitere messenger-Funktion innehat, vergleichbar zu anderen in der Syn-
these direkt von c-di-GMP abhdngigen Metaboliten wie den bereits erwdhnten Polyme-
ren Alginat und Cellulose (Hengge, 2009), die eine Rolle in Biofilmbildung, Adhasion oder
Motilitat spielen (Schirmer & Jenal, 2009). Gerade in der Motilitat liegt, wie bereits mehr-
fach angefiihrt (1.2.4), wohl eine der Hauptfunktionen von Biotensidsekretion. Weiterfiih-
rende Studien mit den kultivierbaren Organismen, in denen NAS inzwischen identifiziert
wurden, wie Nitrosomonas und Desulfovibrio, konnten in Zukunft Hinweise auf die natliir-

liche Funktion der N-Acyl Aminosduren und der zugehdrigen Synthasen liefern.

Die dieser Familie zugeordneten Enzyme katalysieren zwar grundlegend sehr dhnliche
Reaktionen, unterscheiden sich aber stark in ihrer genetischen Umgebung. In manchen
Fallen sind sie Teil eines Biosyntheseclusters, wie es flr das bereits mehrfach erwahnte
Protein FeeM beschrieben ist (Brady et al., 2002), und katalysieren einen Schritt in der
Biosynthese bestimmter Metaboliten, bei anderen Vertretern dieser Enzymfamilie deutet
nichts in der genetischen Umgebung auf ein Gencluster hin, die N-Acylaminosduren
scheinen in diesen Fallen die Ziel-Metaboliten darzustellen. Fiir weitere NAS ist eine In-
volvierung in putative PEP-CTERM/Exosortase-Systeme (Proteinordnungssysteme (Haft et
al., 2006, 2012)) beschrieben, weshalb diese N-Acyltransferasen als ExoAT bezeichnet
wurden (Craig et al., 2011). Wie oben beschrieben, gibt es zudem NAS, die Bindedoméanen

flir secondary messenger-Molekiile aufweisen.
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In der genetischen Umgebung von NAS354, soweit bekannt, waren nach BLAST-Analyse
keine Gene zu finden, die einen Zusammenhang mit Sekundidrmetabolit-
Biosynthesewegen, in denen N-Acylaminosduren ein Zwischenprodukt darstellen konn-
ten, vermuten lassen (3.2.5). Auch eine mogliche ExoAT-Funktion wurde durch die BLAST-
Ergebnisse nicht gestitzt. Das deutet darauf hin, dass dieses Enzym, funktionell betrach-
tet, zur Gruppe der im natlirlichen Organismus nicht innerhalb eines Biosyntheseweges
angesiedelten NAS gehort. Es besitzt aber, wie bereits dargelegt, eine zweite Domaéne, die
Ahnlichkeit mit der c-di-GMP bindenden PilZ-Domine aufweist und kdnnte damit, ver-
gleichbar zu NasP, durch c-di-GMP-Bindung in der Aktivitat beeinflusst werden. Letzteres
gilt auch fiir NAS343, hier kdnnen aber beziiglich der genetischen Umgebung aufgrund
der Kiirze des Fragmentes kaum Aussagen gemacht werden, das einzige zusatzlich zu
NAS343 gefundene Gen kodiert fiir eine putative Peptidase. Aufgrund der sehr hohen
Sequenzadhnlichkeit des Fragmentes aus SA343 mit Teilen des SA354-Fragmentes kann
aber angenommen werden, dass die natirliche genetische Umgebung von NAS343 sehr
ahnlich zu der oben beschriebenen von NAS354 ist. Spezifisch mit der NAS interagierende
Acylcarrierproteine, wie z.B. im Falle von FeeM das Produkt des in direkter Nachbarschaft
gelegenen Gens feel (Van Wagoner & Clardy, 2006), sind bei beiden Enzymen nicht be-
kannt und auch nicht zwingend notwendig fiir die Funktionalitdat der Proteine. Scheinbar
konnen die zur Biosynthese des N-Myristoyltyrosins bendtigten aktivierten Fettsduren
von in E. coli vorhandenen Systemen bereitgestellt werden. Es ist gut vorstellbar, dass die
NAS-Enzyme mit ACP aus anderen Organismen wie hier E. coli funktionell interagieren
kdnnen, da diese Familie als hoch konserviert beschrieben wird (Byers & Gong, 2007;
Worsham et al., 2003), wie bereits im Kapitel zur heterologen Produktion von Serrawettin

W1 (3.1.3) dargelegt wurde.

Eine Wirkung von N-Myristoyltyrosin als Signalmolekiil innerhalb von Quorum sen-
sing-Systemen konnte nicht ermittelt werden. Die natiirliche Funktion dieser Meta-
boliten bleibt unklar. Allerdings konnten wachstumshemmende Effekte auf Vertre-
ter der Firmicutes, Myxobacteria, Proteobacteria und Mycobacteria nachgewiesen

werden. Das Biotensid wirkt somit gegen ein breites Wirtsspektrum.
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3.3 Schlussfolgerungen und Ausblick

3.3.1 Biotenside aus dem Metagenom

Mit den hier beschriebenen Ergebnissen konnte zum ersten Mal die Detektion von Bio-
tensid-Synthesegenen in einer Metagenombank gezeigt werden. Dabei wurden zwei
N-Acylaminosaure-Synthasen identifiziert, welche die Synthese von N-Acyltyrosin in E. coli
ermoglichen. Wie oben bereits angefiihrt (3.2.5), stellt die Klasse der N-Acylaminosaure-
Synthasen in ihrem vermutlich breiten funktionellen Spektrum ein gutes Beispiel zur Ver-
deutlichung der Vorteile eines Metagenomansatzes dar, da diese Enzymklasse, wie auch
die durch sie synthetisierten Metaboliten, iberhaupt erst durch Screenings von Banken
mit DNA aus Umweltproben entdeckt worden ist (Brady & Clardy, 2000; Brady et al.,
2002). AuRerdem zeigten sich an den hier identifizierten Proteinen NAS343 und NAS354
auch die Vorteile von funktionsbasierten Screenings gegeniber sequenzbasierten Ansat-
zen, wenn eDNA auf Gene zur Biotensidsynthese hin untersucht werden soll. Aufgrund
der grofRen Unterschiede in der Primarstruktur zwischen den verschiedenen NAS waren
die beiden in dieser Arbeit identifizierten Biotensid synthetisierenden Enzyme wohl nach
Sequenzierung und Annotierung durch Homologievergleiche nicht als solche identifiziert
worden, zumal N-Acylaminosauren bisher nicht als Biotenside beschrieben waren.

Nach unserem Wissen sind bisher insgesamt nur wenige Beispiele fir Biotenside mit einer
einzelnen Aminosdure als hydrophiler Komponente bekannt, namlich Ornithinlipide, die
aus Ornithin und zwei (Hydroxy-) Fettsduren zusammengesetzt sind und von verschiede-
nen Bakterien produziert werden (Maneerat et al., 2006; Miyazaki et al., 1993) und Lysin-
lipide aus Agrobacterium tumefaciens mit analogem Aufbau, aber Lysin als Kopfgruppe
(Geiger et al., 2010; Tahara et al., 1976).

Damit konnte durch Kombination von Metagenomansatz und funktionellen Screening-
Methoden fiir Biotensidproduktion in dieser Arbeit aufbauend auf den Studien von Sonja
Troschel und der Gruppe um Sean F. Brady eine bisher nicht betrachtete Klasse von Bio-
tensiden erschlossen werden.

Dariber hinaus bietet der hier verwendete Vektor die Moglichkeit, schon wahrend des
Screenings den optimalen Wirt zur heterologen Produktion auszuwédhlen. Wie wichtig das
Screening in unterschiedlichen Wirten ist, zeigt sich am Beispiel von Kreuzexpressionsex-

perimenten mit pEBP18-SA343 (Troschel, 2010). Das, wie oben aufgefiihrt, zu haemolyti-
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scher Aktivitat von E. coli fuhrende Plasmid wurde dazu aus diesem Stamm isoliert und in
P. putida und B. subtilis Gbertragen. In beiden Fallen war keine Aktivitat detektierbar, d.h.
sehr wahrscheinlich wurde kein N-Acyltyrosin produziert. Dieser different host-different
hit effect kann im Allgemeinen in Unterschieden der aktiven Expression z.B. durch unter-
schiedlich effiziente Promotorerkennung und Translation oder Fehlfaltung der Proteine
begriindet sein. Daneben kénnen auch Probleme bei Cofaktorbeladung, posttranslationa-
ler Modifikation oder, im Falle von Metabolitsynthesewegen, bei der Bereitstellung von
Vorlaufermetaboliten bzw. Resistenzen gegen toxische Effekte der Metaboliten die Ursa-
che fir diesen Effekt sein (Craig et al., 2010; Martinez et al., 2004; Troeschel et al., 2012).
Bisher kann nicht ohne experimentelle Daten vorhergesagt werden, welcher Expressi-
onswirt am besten geeignet ist flir die Produktion eines bestimmtes Genprodukts
(Bernaudat et al., 2011; Terpe, 2006). So fihrt z.B. die Expression eines in dieser Arbeit
beschriebenen NAS-Gens in P. putida wie erwdhnt nicht zur Produktion von Biotensiden,
in anderen Fallen funktioniert die Produktion von N-Acylaminosduren mit NAS in P. putida
genauso effizient wie in E. coli (Craig et al., 2010).

Damit bietet das hier vorgestellte System die Mdoglichkeit eines umfassenden Ansatzes,
der sowohl die Konstruktion der Bank und das Screening, als auch Produktion des Meta-
boliten in groBeren MaRstiben in einem Plasmid/Wirtsorganismus-System ermaoglicht,
ohne dass Amplifizierung und Umklonierung notwendig waren.

Aminosadure basierte Tenside wie N-Acylaminosduren erfahren steigendes Interesse, da
sie aus erneuerbaren Ressourcen hergestellt werden konnen und biologisch abbaubar
sind, somit als biobased surfactants dem Gedanken der Nachhaltigkeit Folge leisten
(Infante et al., 2004; Kawase et al., 2010; Pinazo et al., 2011; Reznik et al., 2010). Dazu
besitzen sie vor allem fir Anwendungen in Kosmetik, Pharmaka und Nahrungsmitteln
interessante Eigenschaften (Pinazo et al., 2011; Tavano et al., 2013), wie auch durch meh-
rere Patente bezlglich der Verwendung von N-Myristoyltyrosin, also eben jenen in dieser
Arbeit behandelten Tensids, in Kosmetika deutlich wird (Breyfogle & Finley, 2012; Doering
et al., 2006; Jager et al., 2004).

Bisherige Ansatze fiir die Produktion dieser Tensidklasse behandelten rein chemische Syn-
thesewege oder Synthese mittels Enzym-Katalyse in vitro (Aha, 2010; Clapés & Infante,
2002; Pinazo et al., 2011). Fir letztere wurde bisher vor allem auf Lipasen zuriickgegrif-

fen, die NAS konnten hier eine sinnvolle Erweiterung der Toolbox bieten. Bisher wurden
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allerdings noch keine Studien zur in vitro-Aktivitat von NAS durchgefiihrt. Ganzzellproduk-
tion flr N-Acylaminosauren in groflerem MaRstab ist bisher noch nicht beschrieben, ver-
mutlich da aufgrund des einfachen Aufbaus dieser Molekiile und der damit verbunden
unproblematischen Synthese (Aha, 2010; Infante et al., 2004) das Bestreben, Alternativen
zu den beschriebenen in vitro Methoden zu entwickeln, nicht besonders groR ist.
Allerdings zeigte der Vergleich der tensidischen Eigenschaften zwischen reinem N-
Myristoyltyrosin und dem isolierten Biotensid (Abb. 3.2. 17), dass diese sich unterschei-
den. Hier konnte ein Ansatzpunkt fiir den biotechnologischen Einsatz des N-
Acyltyrosinbiotensids liegen, falls fiir spezielle Anwendungen die Eigenschaften des Kong-
energemisches im Biotensid interessanter sind als die eines Reinstoffs.

In jedem Fall ware es aber zunachst interessant, die Ausbeute an N-Acyltyrosin zu verbes-
sern. Da die Ergebnisse des Kirby-Bauer-Assays mit bis zu 250 ug Myristoyltyrosin darauf
hindeuten, dass E. coli nicht besonders empfindlich gegeniliber diesem Biosurfactant ist
(3.2.8), wird bei 60 mg/L wohl noch keine kritische Konzentration erreicht worden sein.
Acylcarrierproteine bieten einen Ansatzpunkt fir eine weitere Optimierung der N-
Acyltyrosinproduktion in E. coli. Da die de novo-Fettsduresynthese und damit die ACP-
Bildung hauptsachlich in der logarithmischen Wachstumsphase stattfindet (Brady et al.,
2002; Lennen & Pfleger, 2012), kénnte eine zusatzlich Expression von ACPs oder die Ex-
pression in zur Fettsdaureproduktion optimierten E. coli-Stammen durch eine vermehrte
Bereitstellung von Substraten auch wahrend der stationdren Phase zu héheren Ertrdgen
fihren (Brady et al., 2002). Eine weiteres mogliches Ziel ist die Steuerung von Transkripti-
on und Translation (De Mey et al., 2010; Ravasi et al., 2012). In den bisherigen Versuchen
zur Produktion wurde nas343 bzw. nas354 unter Kontrolle des nativen Promotors und
unter Nutzung der eigenen Ribosomenbindestelle (RBS) exprimiert (2.5.2.3, 3.2.2). Opti-
mierung von Promotorsequenzen und RBS kénnen zu erheblichen Steigerungen der Aus-
beute an gewlinschten Genprodukten fiihren (Anderson et al., 2010; Wittgens, 2013).
Doch nicht nur von molekularbiologischer Seite gibt es noch Optimierungsmoglichkeiten,
auch die Verfahrenstechnik bietet vermutlich Potential, eine Verbesserung der Ausbeuten
zu erreichten, z.B. tiber Optimierung der Kultivierungsbedingungen, ein Punkt der bisher
kaum untersucht wurde. So kann beispielsweise das Zuflittern von Vorlaufermetaboliten
zu hoéheren Ausbeuten an Sekundarmetaboliten aus heterologer Expression fliihren (Liu

et al., 2009b; Zhang et al., 2011). Konkret wiirde dass hier bedeuten, dass eine vermehrte
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Zugabe von Tyrosin zum Medium einen positiven Effekt haben kénnte. Ob eine Supple-
mentierung des Mediums mit Lipiden oder Fettsdauren ebenfalls Auswirkungen hatte, er-
scheint fraglich, da fir die Produktion des N-Acyltyrosins durch Bindung an Acylcarrier-
proteine aktivierte Fettsdauren bendtigt werden. Vermutlich werden von aullen aufge-
nommene Fettsauren eher (iber B-Oxidation (das impliziert Bindung an CoA) abgebaut als
an ACP gebunden. Ein Einbau auch von aufgenommenen Fettsdauren in Membranphos-
pholipide ist fir mehrere Bakterien wie Rhodobacter capsulatus und auch E. coli bereits
publiziert (Katzke, 2010; Morita et al., 2005), zumindest bei letzterem ist der Einbau aber
in der Affinitdt der Acyltransferasen zur Phospholipidsynthese sowohl zu Acyl-ACP als
auch zu Acyl-CoA begriindet (Zhang & Rock, 2008). Ob diese Austauschbarkeit der Sub-
strate auch bei anderen Fettsduren transferierenden Enzymen gegeben ist, erscheint frag-
lich. In Bezug auf die Rhamnolipidproduktion in P. aeruginosa konnte jedoch gezeigt wer-
den, dass Zugabe von Olen oder Fettsduren zum Medium nicht nur eine Steigerung der
Biotensidproduktion bewirkt, sondern dass die aufgenommen Fettsduren Uber einen
mutmalilichen Bypass von der B-Oxidation zur de novo Synthese von Fettsduren teilweise
auch in die Rhamnolipide inkorporiert werden (Zhang et al., 2012). Moglicherweise exis-
tiert in E. coli eine dhnliche Verzahnung beider Stoffwechselwege.

Sofern NAS343 und NAS354 tatsdchlich durch die Bindung von c-di-GMP an die C-
terminale Domaéane aktiviert werden sollten (3.2.8), was bisher noch nicht untersucht
worden ist, konnte durch Erhéhung der intrazelluldren Konzentration dieses messengers
die Produktion von N-Acyltyrosin ebenfalls gesteigert werden. Da die Zugabe von be-
stimmten Antibiotika (z.B. Ampicillin oder Gentamycin) unterhalb der noch inhibierenden
Minimalkonzentration zu einen massiven Anstieg der c-di-GMP-Level in den Zellen fiihrt
(Ho et al., 2013), lage hier vielleicht eine weitere relativ einfache Ansatzmoglichkeit, die
Ausbeute an Biotensid zu verbessern. Darlber hinaus bieten wahrscheinlich auch Fed-
batch-Kultivierungen in Bioreaktoren bessere Bedingungen als die hier durchgefiihrten
Versuche im Schittelkolben, so dass dadurch ebenfalls eine Ertragsteigerung zu erwarten
ist.

Unabhangig vom N-Acyltyrosin im Speziellen konnte in dieser Arbeit erstmals gezeigt
werden, dass durch funktionelles Screening von Metagenombanken auf Produktion ober-
flachenaktiver Substanzen neue Biotenside identifiziert werden kdnnen. In Zukunft kénn-

te dazu neben dem hier verwendeten Plasmid der pEBP-Serie (3.2.1.2) auch der Vektor
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pCEV2 (3.2.1.1) zur Expression groRer Biosynthesecluster fiir funktionelle Screenings ein-
gesetzt werden. Dieser konnte damit zur Entdeckung eines weiten Spektrums interessan-
ter Substanzen einschlieRlich komplexerer Molekiile wie beispielweise Lipopeptidbioten-
siden dienen, da dieser Vektor die Expression groBerer Metagenomfragmente als im
Rahmen dieser Arbeit genutzt ermaoglicht.

Auf diese Weise konnten bei der Durchmusterung von Metagenombanken mit DNA aus
weiteren fir das Vorkommen biotensidproduzierender Mikroorganismen vielverspre-
chenden Lebensrdumen wie Hochmooren, 6lkontaminierten Boden und anderen hydro-
phoben Habitaten oder auch schwermetallreichen Umgebungen (Bodour et al., 2003;
Saravanan & Vijayakumar, 2012; Soberdon-Chavez & Maier, 2011; Willumsen & Karlson,
1997) neue, auch fir biotechnologische oder pharmazeutische Anwendungen interessan-

te Biotenside ans Tageslicht kommen.

e Erstmals konnte erfolgreich ein funktionales Metagenombankscreening auf
Biotensidproduktion durchgefiihrt werden.

e Die identifizierten Biotenside (N-Acylaminosduren) gehoren zu einer bisher
nicht unter diesem Gesichtspunkt betrachteten Klasse von Metaboliten.

e Biosynthese, Struktur und einige Eigenschaften wurden aufgeklart, was die
Grundlage fiir kiinftige heterologe Produktionsprozesse und Anwendungen

liefert.

3.3.2 Produktion des Lipopeptids Serrawettin W1

Bereits fiir einige Anwendungen als vielversprechend erwiesen hat sich Serrawettin W1,
ein Lipopeptid-Biotensid, das durch einige Serratia marcescens-Stamme produziert wird.
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte die Biosynthese dieses Biotensids durch
S. marcescens DSM12481 (3.1.1) erstmals nachgewiesen werden, daneben wurde die he-
terologe Produktion in E. coli, E. billingiae und P. putida etabliert (3.1.3 bis 3.1.5). Fir die-
ses Biotensid sind neben antimikrobiellen Eigenschaften (Kadouri & Shanks, 2013;
Shemyakin et al., 1965; Wasserman et al., 1962; Wieland & Bodanszky, 1991), die fir vie-

le Biotenside publiziert worden sind, auch moégliche Anwendungen im Pflanzenschutz
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(Strobel et al., 2005) und Apoptose induzierende Effekte bei Tumorzellen (Escobar-Diaz et
al., 2005; Soto-Cerrato et al., 2005) beschrieben. Daneben ist von C. elegans eine Vermei-
dung von Serrawettin assoziierten Strukturen publiziert (Pradel et al., 2007), eventuell
ergibt sich aus diesem Verhalten eine praktische Anwendung in der Abwehr von Nemato-
den, die eine bedeutende Klasse von Pflanzen- und Tierparasiten darstellen (Bird &
Opperman, 2009; Haegeman et al., 2012).

Dazu gibt es Hinweise auf eine Einsatzmoglichkeit in der Remediation 6lkontaminierter
Flachen oder in Microbial Enhanced Oil Recovery (Anyanwu et al., 2011a; Pérez-
Armendariz et al., 2013). Eine Identifizierung des fir die Emulsionen in den genannten
Studien verantwortlichen S. marcescens-Biotensids wurde in diesen Fallen allerdings nicht
durchgefiihrt, somit bleibt noch unklar, ob hier Serrawettin W1 beteiligt war.

Patente zu einigen Anwendungen dieses Biotensids unterstreichen das biotechnologische
Interesse an Serrawettin W1/Serratamolide (Perez et al., 2005; Strobel et al., 2005).

Die molekularen Hintergriinde der Biosynthese von Serrawettin sind bislang unklar oder
beruhen auf Vermutungen auf Basis von Vergleichen mit der Biosynthese anderer nichtri-
bosomaler Peptide, hier erscheinen weitere Untersuchungen zu Regulation und Biosyn-
thesemechanismus als sinnvoll. So ist z.B. bisher nicht experimentell nachgewiesen, dass
aktivierte B-Hydroxyfettsauren, wie vermutet, durch ACP bereitgestellt werden, wie es fiir
die Synthese anderer Lipopeptide publiziert ist (Chooi & Tang, 2010). Die Anwesenheit
des p-Enantiomers der B-Hydroxyfettsauren spricht fir die Herkunft dieser Vorlauferme-
taboliten aus der Fettsduresynthese, womit eine Bindung an ACP wahrscheinlich ist (im
Gegensatz zu L-B-Hydroxyfettsduren, die aus dem Fettsdureabbau stammen (Lang &
Trowitzsch-Kienast, 2002)). Jedoch ist fir die Biosynthese von Surfactin, einem Lipopep-
tid-Biotensid aus Bacillus publiziert, dass die Methyl-(p)-B-Hydroxyfettsduren, die Be-
standteil dieses nichtribosomal gebildeten Peptides sind (Nagal et al., 1996; Pagadoy et
al., 2005), durch CoA bereitgestellt werden; es wurden daneben spezifische Fettsdure-
CoA-Ligasen identifiziert, welche die Synthese dieses Substrats katalysieren (Chooi &
Tang, 2010; Kraas et al., 2010).

Neue Einblicke in die Biosynthese konnte eine Aufklarung der Struktur von SwrW liefern.
Die Kristallisierung von SrfAC, der terminalen NRPS in der Synthese von Surfactin (Tanovic
et al., 2008), die in GroRe und Domainenarchitektur soweit Ahnlichkeiten zu SwrW auf-

weist, dass durch Phyre2 auf Grundlage dieser Struktur ein Strukturmodel von SwrW be-
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rechnet werden kann, zeigt, dass es moglich ware, ein solch relativ komplexes Protein zu
kristallisieren. SrfAC katalysiert den Einbau von Leucin an Position Sieben der Peptidkette,
den Ringschluss und die Freisetzung des Molekiils vom NRPS-Komplex. Die Erkennung
und Bindung der B-Hydroxyfettsaure an Glutamatl erfolgt jedoch nicht durch dieses Pro-
tein, sondern durch SrfAA. Damit unterscheidet sich dieses Protein funktional von SwrW,
dass, wie beschrieben, zwei Serinreste und zwei B-Hydroxyfettdauren erkennt und ver-
knlpft, bevor es zum Ringschluss und Thioesterasereaktion kommt (1.2.3). Deshalb ist ein
auf Grundlage von SrfAC erstelltes Modell der Struktur mit einiger Vorsicht zu betrachten
und fundiertere MutmalRungen lber mogliche Bindetaschen und den Reaktionsmecha-
nismus von SwrW sind wohl erst nach der Aufklarung der Struktur dieses Proteins mog-
lich.

Weitere Erkenntnisse zu Biosynthese und Sekretion von Serrawettin W1 und deren Regu-
lation in S. marcescens kdnnten in den nachsten Jahren gewonnen werden, da seit kur-
zem die Genomsequenzen von vier Stammen dieser Spezies publiziert sind (Aylward et
al., 2013; Kuo et al., 2013; Liu et al., 2013a; Lucas et al., 2013), von denen drei (S.
marcescens WW4, S. marcescens VGH107 und S. spec. AS12) nach BLAST-gestiitzter Ana-
lyse als putative Serrawettin W1-Produzenten eingestuft werden konnten, da sie Gene fiir
SwrW-homologe Proteine besitzen. Hier bietet sich ein Ansatzpunkt, durch Anwendung
von Polyomics Einzelheiten zu den in die Synthese involvierten Genen und deren Regula-
tion zu erhalten.

Damit ergdben sich vermutlich auch Ansatzmoglichkeiten zur Optimierung der Ausbeute
z.B. durch Starkung von Sekretionsmechanismen oder Manipulation von regulatorischen
Elementen wie Transkriptionsfaktoren. Zur Steigerung der Produktion in S. marcescens ist
auch eine plasmidgesteuerte Expression von swrW unter der Kontrolle kiinstlicher Pro-
motoren moglich, da fir dieses Bakterium bereits mikrobiologische Methodik publiziert
ist (Reid et al., 1982; Shanks et al., 2012). Eventuelle posttranskriptionale Regulationsme-
chanismen, falls vorhanden, kénnen damit allerdings nur eingeschrankt umgangen wer-
den.

Aufgrund des Potentials von S. marcescens, nosokomiale Infektionen zu verursachen
(Berthelot et al., 1999; Hejazi & Falkiner, 1997; Voelz et al., 2010) und antibiotikaresisten-
te Stamme zu entwickeln (Mahlen, 2011; Maragakis et al., 2008; Suh et al., 2010), er-

scheint es, wie in 3.1.2ff bereits angefihrt, nicht nur zur Umgehung von komplexen Regu-
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lationsmechanismen zur Biotensidproduktion als sinnvoll, Alternativen fiir die Produktion
von Serrawettin W1 zu entwickeln. Vielversprechende Strategien sind die Nutzung nicht
pathogener natirlicher Produzenten von vergleichbaren Substanzen, sowie die heterolo-
ge Produktion in sicheren Produktionsstammen.

E. billingiae Eb661, ein epiphytisches Bakterium (Kube et al., 2010), besitzt als einziger der
in der Genbank hinterlegten Organismen auBerhalb des Taxon S. marcescens ein zu SwrW
Uber die volle Lange homologes Protein (Abb. 3.1. 5), zu dem allerdings keine weiteren
Studien publiziert wurden. Hier konnte erstmals die Produktion von oberflachenaktiven
Substanzen durch diesen Organismus nachgewiesen werden (3.1.2), allerdings konnte
bisher noch nicht gezeigt werden, dass es sich hierbei um ein Serrawettin W1-3hnliches
Lipopeptid handelt. Weitere Studien dazu werden in Kooperation mit dem KIT in Karlsru-
he und der Universitat Hohenheim durchgefiihrt. Auch die Funktionalitat des zu SwrWw-
homologen Proteins allein konnte noch nicht gezeigt werden, da nach Expression des
Gens in E. coli keine spezifischen Signale in einer DC-Analyse von Uberstandsextrakten zu
sehen waren. Die genaueren Hintergriinde dafiir, z.B. ob das Problem in ineffizienter Ex-
pression oder mangelnder Aktivitdt des produzierten Proteins unter den gegebenen Be-
dingungen liegt, wurden bisher nicht weiter untersucht.

Dem zu Folge bleibt bislang experimentell ungeklart, ob durch dieses Enzym tatsachlich
B-Hydroxyacylserin-Biotenside synthetisiert werden, wie es durch in silico-Analyse (BLAST,
NRPS-predictor) nahe gelegt wird. Weitergehende in silico-Untersuchungen der geneti-
schen Umgebung des putativen NRPS-Gens (EbC_6320) ergaben aber noch einige interes-
sante Ansatzpunkte fir weitergehende Studien. So ist in unmittelbarer Nachbarschaft
(EbC_0630 bis EbC_0670) das Gencluster eines ABC-Transportersystems lokalisiert, das
laut BLAST Homologien zu Transportsystemen fiir verzweigte Aminosauren aufweist. Inte-
ressant ist, dass homologe Gene (mit > 80% Identitat fiir das Gen des Substratbindepro-
teins) auch in den Genomen von S. marcescens-Stammen zu finden war (allerdings nicht
in Nachbarschaft zu swrW), aber nicht in dem mit E. billingiae nach 16S-rRNA-Analyse
noch naher verwandten E. coli. Es kann spekuliert werden, ob dieses Sekretionssystem in
den Transport von Cyclodepsipeptiden involviert ist.

Neben dem Transportsystem fiel bei der Betrachtung der genetischen Umgebung auf,
dass augenscheinlich keine Ribosomenbindestelle (RBS) in dem gewdhnlichen Abstand

von durchschnittlich 7-8 Nukleotiden vor dem annotierten Startcodon (Berwal et al.,
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2010) zu finden war, auch nicht in der daraufhin untersuchten 200 bp langen Region up-
stream. Daflir ist eine mutmalliche RBS unmittelbarvor dem Startcodon zu finden, was
vermuten lasst, dass zur Translationsinitation hier nicht ATG/AUG, sondern das 6 Basen-
paare downstream zu findende alternative Startcodon TTG/UUG (Weyens et al., 1985)

genutzt wird (Abb. 3.3. 1).

ttt tga ctt tcc tta acc gga ggt atg cge ttg tct att tat ccg

aaa act gaa agg aat tgg cct cca tac gcg aac aga taa ata ggc
>>RBS>>

>>....NRPS annotiert...... >

>>NRPS alternativ.>

Hpal
tta acg tcc tca cag caa gcc gtc tgg ctg gac cag gca ctg acg
aat tgc agg agt gtc gtt cgg cag acc gac ctg gtc cgt gac tgc
D it NRPS annotiert.............icuiuuann >

Abb. 3.3. 1 DNA Sequenz um den Start des putativen NRPS-Gens aus E. billingiae. Eingetragen sind der
annotierte Translationsstart, die mutmafiliche Ribosomenbindestelle (RBS) und ein alternativer Transkripti-
onsstart.

Auch wenn noch nicht experimentell nachgewiesen werden konnte, das E. billingiae na-
turlicherweise in der Lage ist, ein zu Serrawettin W1 dhnliches Biotensid zu produzieren,
die Eighung des Stammes als Produktionsstamm fiir das Serratia-Lipopeptid konnte dage-
gen eindeutig gezeigt werden (3.1.4.2).

Die hier erstmals systematisch untersuchte heterologe Produktion dieses Biotensids
konnte damit in drei unterschiedlichen Spezies erfolgreich etabliert werden, in E. coli, P.
putida und eben E. billingiae (3.1.5).

Auch wenn absolute Angaben zur Ausbeute aus den Flissigkulturen noch nicht verfligbar
sind, ist eine Optimierung der Produktionsraten im Rahmen zukiinftiger Arbeiten sicher-
lich als sinnvoll zu bewerten, da das Haupthindernis fiir einen weitreichenden Einsatz von
Biosurfactants bisher die geringen Ausbeuten und, damit verbunden, hohe Produktions-
kosten sind (Soberdon-Chavez & Maier, 2011; Syldatk & Hausmann, 2010). Bisher durchge-
flihrte direkte Vergleiche der drei Expressionsstamme durch das atomized oil assay deu-
teten darauf hin, dass E. coli BL21 Gold als optimierter Expressionsstamm die besten Er-
gebnisse verspricht (3.1.5). Es ist aber noch nicht klar, ob diese Beobachtung auf Schittel-
kolben- oder Bioreaktorkulturen Uibertragbar ist. Zunachst ist deshalb grundsatzlich eine
weitere Evaluierung der drei Produktionsstimme in Hinsicht auf die Ausbeuten an ge-

wiinschtem Biotensid geplant.
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Allerdings werden zumindest die beiden genauer betrachteten Stamme E. coli und E. bil-
lingiae durch die Expression von swrW und die Produktion von Serrawettin W1 wahr-
scheinlich sehr starkem Stress ausgesetzt: Eine Expression mit starkem Promotor fihrte
zu unléslich akkumuliertem Protein (in E. coli), eine Kultivierung bei hoheren Temperatu-
ren (37°C) hatte vermutlich denselben Effekt (bei E. coli) oder resultierte in einem Abster-
ben der Zellen (bei E. billingiae), in keinem dieser Falle wurden oberflaichenaktive Sub-
stanzen produziert (3.1.3f). So ist klar, dass die Expression der Serrawettinsynthetase
wahrscheinlich sorgfaltig dosiert werden muss, um optimale Produktion des Biotensids zu
gewahrleisten. Wie im Ausblick zu den N-Acyltyrosinen (3.3.1) bereits dargelegt, stellen
das Screening nach optimalen Promotoren und RBS eine sinnvolle Strategie dar, da Pro-
motorstarke in Kombination mit Gendosierungs-Effekten wohl groBen Einfluss auf die
Effektivitat der Serrawettin-Produktion hat. Dies wurde hier bei Anwendung unterschied-
licher Promotoren und Gendosen, resultierend aus der unterschiedlichen Kopienzahl der
verwendeten Vektorsysteme pMMB/pVLT und pET, deutlich (3.1.3). Diese Ergebnisse be-
deuten auch, dass, wie es auch fiir andere Proteine beschrieben ist (Georgiou & Valax,
1996; Saida, 2007; Wagner et al., 2008), ein starkerer Promotor nicht gleichbeutend ist
mit groReren Mengen aktiver Serrawettinsynthetase und schlussendlich mit groReren
Ausbeuten des Sekundarmetaboliten. Der optimale Promotor fiir diese Anwendung miiss-
te demnach noch ermittelt werden, vergleichbar zum pSynPro-Screening mit kinstlichen
Promotorsequenzen, mit dessen Hilfe eine Steigerung der heterologen Rhamnolipidpro-
duktion in P. putida etwa um den Faktor drei erreicht werden konnte (Wittgens, 2013).
Ahnliche Optimierungsscreenings sind wohl auch fiir RBS denkbar, wie die im Registry of
Standard Biological Parts des iGEM-Projekts hinterlegte Anzahl von unterschiedlich akti-

ven RBS-Sequenzen deutlich macht (http://parts.igem.org/ (Anderson et al., 2010)).

Zudem konnten die Expressionsstamme durch strain engineering optimiert werden. So
ware denkbar, die flr die Serrawettin-Synthese verfliigbare Menge an f-
Hydroxyfettsduren zu erhdhen, in dem die Fettsdauresynthese noch kinstlich verstarkt
wird. Eine natlirliche Hochregulierung der Fettsduresynthese scheint zumindest in E. coli
bei heterologer Produktion von B-Hydroxyfettsdaure enthaltenden Metaboliten, wie z.B.
Rhamnolipid-Vorlaufermolekiilen, in einem gewissen MaRe schon stattzufinden, um die
fir den wirtseigenen Membranaufbau bendtigte Menge bereitzustellen (Zhu & Rock,

2008). Ein weiterer Weg zur VergroRerung des Fettsaurepools ist das Ausschalten von
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anderen um B-Hydroxyfettsduren konkurrierenden, aber nicht essentiellen Prozessen. Ein
gutes Beispiel dafiir sind die Polyhydroxyalkanoatsynthese deffizienten Pseudomonas-
Stamme zur optimierten Rhamnolipidproduktion (Wittgens, 2013; Wittgens et al., 2011).
Dazu wird an weiterer Optimierung der Kultivierungsbedingungen durch Zusatz von Vor-
ldufermetaboliten in Kulturmedien (Serin und Lipide/Fettsduren, wie bereits oben disku-
tiert (3.3.1)) sowie Bioreaktor- anstelle von Schiittelkolbenkultivierung gearbeitet.

Im Hinblick auf spatere biotechnologische Produktionsprozesse in groReren Skalen ware
die Konstruktion von Produktionsstéammen mit in das Genom integriertem swrW ein-
schlieBlich optimaler upstream-Region (s.0.) sinnvoll, um die Notwendigkeit des stiandigen
Selektionsdrucks durch Antibiotikazugabe bzw. gegebenenfalls auch die Notwendigkeit
der Induktion durch IPTG zu umgehen, was die Produktionsprozesse einfacher und kos-
tenglinstiger machen wiirde.

Da die Aufreinigung interessanter bioaktiver Molekiile in vielen Fallen den gréBten Kos-
tenfaktor bei Produktionsprozessen ausmacht (Mukherjee et al., 2006) und somit einen
bedeutenden Punkt auf dem Weg zu biotechnologischen Anwendungen darstellt, ist ne-
ben der Optimierung der Produktion auch noch Verbesserungsbedarf im downstream
processing zu sehen, da bisher unseres Wissens noch kein Verfahren publiziert ist, um
Serrawettin W1 in groBerem Malistab ausreichend rein aus Kulturen zu gewinnen, um
z.B. die chemo-physikalischen Eigenschaften dieses Biotensids zu untersuchen.

Denn interessanterweise wurden bisher, unserem Wissen nach, kaum Studien zu den
Tensideigenschaften von Serrawettin W1 verd6ffentlicht. Die ermittelte Absenkung der
Oberflachenspannung an der Phasengrenze Saline/Luft auf 32,2 mN/m bei einer Konzent-
ration von 0,001 % (Matsuyama et al., 1986) liegt im Bereich anderer Biotenside (Van
Bogaert et al., 2011; Lang, 2002; Parkinson, 1985). Bei anderen Studien zu Oberflachenak-
tivitat und Emulsionseigenschaften von S. marcescens-produzierten Biosurfactants
(Anyanwu et al., 2011a; Pérez-Armendariz et al., 2013; Wei et al., 2004) wurde bisher auf
eine genaue Bestimmung der Substanz verzichtet, so das nicht klar wird, ob es sich bei
den isolierten Biotensiden um Serrawettin W1, W2, W3 oder um die von manchen S.
marcescens-Stammen produzierten Glycolipide (Anyanwu et al., 2011b; Pruthi &
Cameotra, 1997) handelte.

Die geringe Anzahl der Studien zu Biotensideigenschaften ist umso bemerkenswerter, da

es sich hier um ein nichtionisches Tensid handelt, wohingegen viele andere Biotenside bei
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neutralen pH-Werten anionisch sind, wie z.B. Rhamnolipide, Surfactin, die oben beschrie-
benen N-Acylaminosauren oder die offene Form der Sophorolipide. Nichtionische Tenside
im Allgemeinen machen 44% des weltweiten Tensidmarktes aus (BASF, 2012, Abb. 3.3. 2),
mit weiter steigender Tendenz (Ceresana, 2012). Sie sind in ihren Tensideigenschaften, im
Gegensatz zu den geladenen Tensiden, unabhangig von Salzkonzentrationen, also der
Wasserharte. AuBerdem sind sie oft hautfreundlicher, was fir Anwendungen in Kosmeti-
ka positiv ist. So wurden, um wieder zu den Biotensiden im Speziellen zuriickzukommen,
bei Mannosylerythritollipiden, nichtionischen Glycolipiden, exzellente Moisturizing-
Eigenschaften und haut- sowie haarpflegende Effekte beschrieben (Morita et al., 2010,

2013; Yamamoto et al., 2012).

Globaler

. anionisch
Tensidmarkt 44%
2012
kationisch
10%
amphoter
2%
nicht ionisch
44%

Abb. 3.3. 2 Marktanteile der verschiedenen Tensidarten am globalen Tensidmarkt im Jahr 2012 nach
Angaben der BASF (Quelle: www.basf.de/schule, BASF, The Chemical Company).

Die Bestimmung der chemo-physikalischen Eigenschaften von Serrawettin W1 ware dem-
nach ein wichtiger Schritt, um die potentielle Eignung dieses Biotensids fiir biotechnologi-
sche Anwendungen zu bewerten. Moéglicherweise zeigt es aufgrund seines Aufbaus auch
Eigenschaften von Gemini-Surfactants, Dimeren aus Tensidmolekilen, die in den letzten
Jahren in den Fokus der Tensidforschung gelangt sind und in Folge ihrer aullergewohnli-
chen Eigenschaften viel Aufsehen erregt haben (Kumar & Tyagi, 2013; Rosen & Tracy,
1998).

Das Produktportfolio zu Serrawettin W1 lieRe sich auch noch erweitern, da Serrawettin
W1 durch alkalische Hydrolyse sehr einfach in Serrataminsauren (Abb. 3.3. 3) zu spalten
ist (Cartwright, 1955, 1957; Wasserman et al., 1962). Fiir diese Verbindung sind ebenfalls

interessante Eigenschaften beschrieben, wie z.B. Inhibierung von Phagocytose (Miyazaki
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et al., 1993). Eine intensivere Charakterisierung dieser Substanz, z.B. beziiglich ihrer ten-
sidischen Eigenschaften, ist in den Jahrzehnten seit der Erstbeschreibung ebenfalls nicht
weiter fortgefihrt worden; es ist aber zu vermuten, dass dieses kleinere und anionische
Molekil ganz andere Eigenschaften aufweist als Serrawettin W1. Vergleichbares ist fir
Sophorolipide bekannt, die von Starmerella bombicola hauptsachlich in der geschlosse-
nen, nichtionischen Lactonform produziert werden (Asmer et al., 1988). Diese Lactonform
lasst sich aber, ebenfalls durch alkalische Hydrolyse, in die anionische Sdureform konver-
tieren, die aufgrund veranderter Eigenschaften fur viele Anwendungen besser geeignet ist

(Van Bogaert & Soetaert, 2011; Van Bogaert et al., 2007; Inoue, 1988). Somit ist es

Abb. 3.3. 3 Struktur der Serrataminsaure (N-(3-Hydroxydecanoyl)serin) nach (Cartwright, 1957)

moglich, mit der Produktion eines mikrobiellen Tensides ohne groBen zusatzlichen Auf-
wand, zwei unterschiedliche Biotenside zuganglich zu machen.

Dariber hinaus vergroBern die in 3.1.6 beschriebenen unterschiedlichen Kongenerspek-
tren von Serrawettinen, die aus den Kulturen verschiedener Spezies gewonnen wurden,
mutmallich die Diversitdt an Serrawettin W1-Biotensiden. Falls die Unterschiede in der
Zusammensetzung auch unterschiedliche chemo-physikalische Eigenschaften der Gemi-
sche bedingen, was nach Literaturlage zu vermuten ist (Nitschke et al., 2005; Soberdn-
Chavez & Maier, 2011; Youssef et al., 2005), konnte nach gewiinschten Eigenschaften die
Auswahl des Produktionsstamm erfolgen. Sollte eine noch durchzufiihrende Analyse des
von P. putida, einem etwas weitlaufiger mit S. marcescens verwandten Bakteriums, pro-
duzierten Serrawettin W1 eine gegeniiber den Ubrigen Wirten wieder abweichende Zu-
sammensetzung ermittelt werden, stlinden vier unterschiedliche Systeme fiir die gezielte
Produktion bestimmter Serrawettin W1-:Gemische zur Verfligung: S. marcescens

DSM12481, E. coli BL21 Gold, E. billingiae Eb661 und P. putida KT2440.
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e S. marcescens DSM12481 produziert Serrawettin W1 mit bisher unpublizier-
ten Kongeneren
e Mit E. billingiae konnte nach Sequenzhomologievergleichen ein bisher unbe-

kannter S1-Biotensidproduzent identifiziert werden. 124

e Heterologe Produktion von Serrawettin W1 zur Umgehung von Pathogenitat
und natiirlicher Regulationsmechanismen konnte in mehreren Stammen etab-
liert werden, womit die Grundlage fiir zukiinftige Studien zur Produktion und
Anwendung dieses Biotensids gelegt ist.

e Die genaue Zusammensetzung des Serrawettins aus den unterschiedlichen
Produktionsstammen unterschied sich geringfiigig in den Vorkommen bestimm-

ter Fettsdurespezies.
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4 Zusammenfassung

Tenside sind von immenser Bedeutung fiir Industrie-, Pharma- und alltagliche Haushalts-
anwendungen. Bis heute werden die meisten Tenside auf Basis von Erddl hergestellt. In
Folge des Nachhaltigkeitsgedanken gibt es aber ein steigendes Interesse an auf nach-
wachsenden Rohstoffen basierenden oberflachenaktiven Substanzen. Zu diesen gehéren
die mikrobiell, z.B. von Organismen der Gattungen Starmerella, Ustilago, Bacillus oder
Pseudomonas, produzierten Biotenside, die sich durch gute biologische Abbaubarkeit,
geringe Toxizitdt und ihre strukturelle Mannigfaltigkeit auszeichnen. Diese Eigenschaften
flihren zu einer Vielzahl von potentiellen Anwendungsmoglichkeiten fir Vertreter dieser
Klasse von Sekundarmetaboliten. Daher ist es sinnvoll, weitere Biotenside fiir biotechno-
logische Prozesse zu entdecken und durch geeignete Produktionsstrategien zu erschlie-
RBen, um das fur bekannte und neue Anwendungen verfiigbare Portfolio zu erweitern.

In dieser Arbeit konnte erstmalig die Produktion von Serrawettin W1 auch fir Serratia
marcescens DSM12481, das eine neue Variante der Serrawettinsynthetase SwrW besitzt,
gezeigt werden. Serrawettin W1 ist ein rotationssymmetrisches Cyclodepsipeptid aus
zwei Serin- und zwei B-Hydroxyfettsdaureresten mit hoch interessanten Eigenschaften, fir
das aber bisher kaum Studien beziglich der Bereitstellung fiir die Biotechnologie durchge-
fihrt wurden. Hier konnten im isolierten Biotensid durch HPLC-MS bislang unbekannte
Kongenere des Lipopeptids mit langeren Fettsduren identifiziert werden. Aufgrund der
Humanpathogenitat des homologen Wirtes S. marcescens und der komplexen Regulation
der Biotensidproduktion in diesem Stamm wurden hier auch alternative Produktionssys-
teme evaluiert, um diese moglichen Hindernisse fir biotechnologischen Einsatz zu umge-
hen. Erstmals konnte in dieser Arbeit die Produktion von Serrawettin W1 erfolgreich in
den heterologen Wirten Erwinia billingiae, Escherichia coli und Pseudomonas putida etab-
liert werden.

Dabei erwies sich die Expression nur eines einzelnen Gens (swrW) aus S. marcescens
DSM12481 als ausreichend zur erfolgreichen heterologen Produktion. Weitere Arbeiten
ergaben, dass entscheidende Voraussetzungen fir die funktionelle Expression der nichtri-
bosomalen Peptidsynthetase SwrW in allen Expressionssystemen eine Transkriptionskon-
trolle durch einen schwéacheren Promotor und eine Kultivierung bei 30°C waren. Es fiel
auf, dass sich die Serrawettin W1-Kongenerzusammensetzung der Isolate aus den ver-

schiedenen Produktionswirten geringfligig unterschieden und so eine weitere Diversifizie-
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rung der Biotensid-Palette erreichbar ist. Zudem wurde hier erstmalig gezeigt, dass E.
billingiae auch selbst oberflachenaktive Substanzen produziert.

Alternativ wurde erstmals ein Metagenomscreening als Strategie zur Detektion génzlich
unbekannter Biotenside durchgefiihrt. Neben der Herstellung und Etablierung geeigneter
molekularer Werkzeuge und Assay-Methoden konnten in dieser Arbeit erstmals Biotensid
produzierende Klone in einer Metagenombibliothek detektiert werden. Bei zwei Klonen
konnte die Produktion von N-Acyltyrosin, hauptsdchlich N-Myristoyltyrosin, nachgewie-
sen werden. Dieser Sekundarmetabolit, der bisher nur fiir seine antibakteriellen Eigen-
schaften beschrieben wurde, zeigte nach Analyse der chemo-physikalischen Eigenschaf-
ten im Rahmen dieser Arbeit eindeutig Tensidcharakteristika. Auch die heterologe Syn-
these dieser Biotenside konnte hier aufgeklart werden und ist katalysiert durch zwei neue
Mitglieder der N-Acylaminosauresynthase-Familie, klassifiziert durch Strukturhomologien.
Neben den Tensideigenschaften weist N-Acyltyrosin wachstumshemmende Eigenschaften
bei einem breiten Spektrum von Bakterien auf und besitzt somit relevante Charakteristi-
ka, auch in Bezug auf eine mogliche biotechnologische Anwendung.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden neue Biotenside identifiziert, der sinnvolle Einsatz von
Metagenomdurchmusterung zur Detektion neuer Biotenside nachgewiesen und die hete-
rologe Produktion von Biotensiden durch Expression einfacher Synthesewege entwickelt.
Die Grundlagen fiir eine biotechnologische Nutzung von N-Acyltyrosin und Serrawettin
W1 wurden gelegt, so dass das bisher Glycolipid-dominierte Spektrum von Biotensiden in

der Anwendung erweitert werden kann.
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5 Summary

Molecules with surface active properties are of immense importance for industrial, phar-
maceutical and everyday household applications. To date, most surfactants are produced
from petroleum feedstock. During the last years, there has been a growing interest in
surfactants based on renewable raw materials following the concept of sustainability.
Among these are the biosurfactants, surfactants of microbial origin that feature good bio-
logical degradability, low toxicity and structural diversity These properties lead to various
potential applications for compounds from this class of secondary metabolites. Therefore,
it is worthwhile to discover and exploit further biosurfactants for biotechnological pro-
cesses in order to extent the portfolio for biotechnological applications.

In this work, the production of serrawettin W1 was shown for the first time for the strain
Serratia marcescens DSM12481, which contained a novel variant of the serrawettin syn-
thetase SwrW. Serrawettin W1 is a rotationally symmetric cyclodepsipeptide consisting of
two serine molecules and two B-hydroxy fatty acids that shows highly interesting proper-
ties and is still nearly unexplored regarding the production for biotechnological purposes.
Within this work, previously unpublished congeners of this lipopeptide with longer fatty
acids were identified in the isolated biosurfactant by HPLC-MS. Due to the pathogenicity
of the homologous production host S. marcescens and the complex regulation of biosur-
factant production in this organism, alternative production systems were evaluated in
order to circumvent these potential drawbacks. For the first time, the production of ser-
rawettin W1 was successfully established in the heterologous host organisms Erwinia
billingiae, Escherichia coli and Pseudomonas putida. The heterologous expression of a
single gene from S. marcescens DSM12481, swrW, was shown to be sufficient for ser-
rawettin W1 production. Further studies indicated transcriptional control by a rather
weak promoter as well as a cultivation temperature of 30°C as prerequisites for the func-
tional expression of the nonribosomal peptide synthetase SwrW in all expression systems.
It occurred that the congener compositions of serrawettin W1, which was isolated from
the different production hosts, were slightly dissimilar. Moreover, E. billingiae was identi-
fied as a previously unknown biosurfactant producing strain; according to in silico analyz-
es, it should be able to produce a serrawettin-like peptide itself.

In addition, metagenome screening was evaluated as a strategy for the detection of novel

biosurfactants. Besides the establishment of suitable molecular biological tools and as-
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says, biosurfactant producing clones could be detected in a metagenomic library for the
first time. Two clones from a library that contained DNA originating in a slaughterhouse
sink biofilm were identified as producers of N-acyltyrosine, mostly N-myristoyltyrosine.
This secondary metabolite, which has been described previously only for its antibacterial
properties, showed definitely surfactant characteristics after chemo-physical analysis.
Furthermore, the heterologous synthesis of these biosurfactants was elucidated; it is
catalyzed by two novel members of the N-acyl amino acid synthase family, classified by
structural homologies. Beyond surfactant properties, N-acyltyrosine showed growth-
inhibiting properties towards a wide range of bacteria and thus has relevant characteris-
tics in respect to possible biotechnological applications.

Within the scope of this work, novel biosurfactants were identified, the utility of meta-
genomic library screening for the detection of new biosurfactants was demonstrated and
strategies for heterologous production of biosurfactant were developed. Hence, both N-
Acyltyrosin and serrawettin W1 are now accessible for variety of interesting biotechno-

logical applications.
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Anhang

7 Anhang

SwrW aus DSM1248 2 SAYSLITVQRAVWLDRSLNPDIPLYNVGCLWRVEHEISLPLEQEAIRQIQQQRHDALQTTLXETPQGITQETCDRAYIDLEYHDESQRQDA
SwiW aus ATCC274 e
SwrW aus DSM1248 92 ISLAETHLRSQFLQPYSLYDSLLWRCHLAKVSGSSTLWLLASHHLIADGTSISLLSKMIMERYXQLKAGIXKNEAPRSRYQDEVISDRAYQ
SwrW aus ATCC274 7

SwrW aus DsSM124g 182 QSPRYERDRDEWLXRFIDAPPSMLERRQNHCEQQTYPSHQIIXKRLPRERFLQLEQYARAQGGSAMHFFSALLATWFAGIWQTDQFTLGVP
SwrW aus ATCC274 8 - S Y - J

SwxW aus DSM1248 272 VHENRSTAEHKQTLGMFSSMIPLRITVDSQQRSEFGHLLRQIGSELRQCYRHQRFPIAELNRQLNLHQQERRQLFDISFSLEVEPTDIELEGS
SwrW aus ATCC274 P

SwrW aus DSM1248 362 QFKVENLHHGQREQLPLGVYLRHYHPGDDPLLEFNFNQAWFGREDGERIAARILELLNTLLDGDPALPLGQLPLLLPQERQQRIFHQWNETR
SwrW aus ATCC274 362 .iciiiccncnnnaas [ cecssccsscccanns Sececccccccccnas ceccsces cecsccsccsssscssssnns cecces

SwrW aus DSM1248 452 QIWADMPQGVHQFLERQAALTPEAPALCYEDHEISYQQLNQRANRLAAFLRLOQGLOPDDRIAVCVNRSPDMVIALYAILKXKAGAAYVPLDP
SwxrW aus ATCC274 L 7 Y

SwrW aus DSM1248 542 DYPQDRLRHMLQODCGARFVLIDNGGEHALHPLRDIAVPRLHLQRESHLWRQAPDGNPPPLAADPQRSLAYVIYTSGSTGKPXGVMNEHRG
SwrW aus ATCC274 T

SwxrW aus DSM1248 632 VINRLLWMQXAYTLTPDDVVLQXTPFSEDVSVWEFFWPMMVGARLATIAXPGGHQEPDYLSACIAQHGVITLREVPSMLQLFLRHGDMAQC
SwrW aus ATCC274 632 cecceeccccrcccccsssssssscnne cecene cessne cecessssese cecccsssssnse ceessccsssns cecsssssnse cecens

SwxrW aus DSM1248 722 ASLXRIVCSGEALPLATVQRCLOQLPQAELHNLYGPTEAAVDVSSWQCLPDDPRPLVPIGKPIANTQLHILDDQLQPLPPGIAGELHIGG
SwrW aus ATCC274 T22 teeeeeeccesescassssssssecsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssscsssssssssaaans

SwrW aus DsSM1248 €12 IQVARGYLNRAALSAERFIADPFSAEPQARLYXKTGDLARWLPDGNIEYLGRNDFQVKIHGLRIELGEIEQQLRQCSGVEDAAILAREDES
SwrW aus ATCC274 -3 B - D I T I

SwrW aus DsSM1248 902 GGXRLVAYVIAPEQTAAAAREWRRQLOQHLPDFMVPSCFIRLDAFPRSPNGXLDRXKALPAPANMQETAAYEAPQGELEQQLAELWSELLGT
SwrW aus ATCC274 =L e

SwrW aus DSM1248 992 TRIGRDDDFFALGGHSLHAIQLLVKLKRHGHSLGIXKTLFAHSTLRGQARILTDGVPATAPATSEPLQQLLTRLNQASFTFXQVERLNHATL
SwrW aus ATCC274 991 tiiierecccrterscttcccsscccccssccccccsscssees~CAARPVSSPTACRNGSSHLRT . ccceevoccccnosscccnnnnse

SwrW aus DsSM1248 1082 TPDSVWMIHPAVIGCDVYRDLANYLEXDENVLGINNYNLFQQPHITSLRELAAYYLGHMRLSPARPVRLLGWSLGGLIALEMAAQLESQG
SwxrW aus ATCC274 1080 cececcccecccccaascccccssocccccsssssscssssssssocssssssssssssssscscssssssssssssssccsssssssnse

SwrW aus DSM1248 1172 YRDIQLFLLDTFYRTPFQIRSEPGMLAAMLAMLGIDGEAADRALKAEPTELTLAXQTLSAPLQHARITLFXKATEDANLNITGLGDERELL
SwrW aus ATCC274 B o

SwrW aus DSM1248 1262 AIADNGLSAICQHLQVHPLPCNHHSIIFSHEEIGRALRQSSRTPAMLGNLP
SwxrW aus ATCC274 1260 cececcccccncns 3

Abb. A. 1 Alignment der Aminosauresequenzen von SwrW aus DSM12481 und ATCC274. Letztere ist der
NCBI Datenbank entnommen (Accession-Nr. BAD60917.1). Die Sequenz des Proteins aus DSM12481 wurde
durch in silico Translation des sequenzierten Gens ermittelt. Sequenziert wurde swrW in pET22b mit den
Primern T7-Prom und T7 term (entsprechend Sequenzierung des Gens ab Position 1 und Position 3938C),
sowie ST SwrW seq 1, 2 und 3, die an den Positionen 843, 1473 und 4942C binden, als Auftragsarbeit durch
lgc genomics. Die resultierenden Sequenzen der einzelnen Sequenzierungen wurden zum vollstandigen Gen
assembliert.
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Tabelle A. 1 Charakteristische Fragmente der einzelnen Kongenere in Fortfilhrung der in Dwivedi et al.,
2008 beschriebenen Fragmentierung des C,p+C;o-Kongeners. Die Fragmente mit der grofSten Intensitat

(siehe auch Beispiel in Abb. A. 2) sind hervorgehoben.

Kongener Masse Da)

Cs;

487

501

515

529

543

557

557

571

571

Massen der charakteristischen Fragmente (Da)

248, 230, 212, 184
276, 258, 240, 212
262, 244, 226, 198

276, 258, 240, 212
276, 258, 240, 212
276, 258, 240, 212
290, 272, 254, 226
276, 258, 240, 212
304, 286, 268, 240
290, 272, 254, 226
304, 286, 268, 240
276, 258, 240, 212
318, 300, 282, 254
304, 286, 268, 240
276, 258, 240, 212

332, 314, 296, 268

165
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[ +EPI (515.00) CE (25): Exp 1, 12.959 to 13.591 min from Sample 22 (BI21SwrW21) of #130110 Bisterfeld.wiff (Turbo Spray) Max. 3.6e7 cps

3667 240.1

3.4e7
3.2e7
3.0e7
2.8eT:
2.6eT:

24e7

166

2.2eT:

2.0eT:

1.8e7:

1.6e7

Intensity, cps

1.4eT:

212.2
1.2e7

1.0e7
258.1
8.0e6

6.066 1531

230.2 2762

4.0e6 194.2
106.0

2.0e6 130.1.135.1 4971 5151
L \H L1421 1702 2221 3411 4102 4511 4691

0¥ SRR I i D SOV N — b L

100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520

m/z, Da

L " "

Abb. A. 2 Massenspektrum von Serrawettin W1 C,, + C; (515 Da), exemplarisch fiir die Massenspektren
aller Kongenere. Aufgetragen ist die Intensitat in counts per second gegen m/z in Dalton. Eindeutig sind die
in Tabelle A.1 aufgefiihrten Fragmente auszumachen. In Massenspektren von Kongeneren mit unterschied-
lichen Fettsduren bzw. von zwei Kongeneren derselben Masse sind im Spektrum dementsprechend die
charakteristischen Fragmente mehrerer Spezies zu identifizieren.
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NMR-Daten zu N-Myristoyltyrosin:

'HNMR (600 MHz, MeOD):

8 (ppm): 0.90 (t, *Jiar, 13 = 7.2 Hz, 3H, H-14%), 1.29 (br, 22H, H-13°-H-3%), 1.50 ( 2t, 3 4 =

7.2 Hz, *Jy 3 = 7.36 Hz, 2H, H-3%), 2.15 (t, *I»» 3» = 7.36 Hz, 2H, H-2"), 2.84 (dd, 2Js, 5= 13,

75 Hz, dd, 2Ts, 55 = 13, 75 Hz, *Js, = 4.64 Hz, 1H, H-5a), 3.11 (dd, *Tsp, 50 = 13, 75 Hz, *Tsp6 =

4.64 Hz, 1H, H-5b), 4.61 (m, 1H, H-6), 6.69 (d, *J;3 =8.0 Hz, *J,»3» = 8.0 Hz, 2H, H-2, H-2"),

7.04 (d, *J3, =8.0 Hz, *J3»,» = 8.0 Hz, 2H, H-3, H-3"). 167

BCNMR (150 MHz, MeOD):

14.32 (1C, C-14°), 23.64 (1C, alkyl-chain), 26.83 (1C, C-3%), 30.07, 30.41, 30.51 (3C, alkyl-
chain), 30.70 (2C), 30.74, 33.01 (2C, alkyl-chain), 36.75 (1C, C-2), 37.57 (1C, C-5), 55.08
(1C, C-6), 116.07 (2C, C-2, C-2%), 131.12 (2C, C-3, C-3%), 157.26 (1C, C-1), 174.95 (1C, C-
7), 176.05 (1C, C-1°).

IR:
0 = 3311 (-OH), 3233 (NHCO), 2915 (-CHs), 2849 (>CH»), 1704 (-COOH), 1644 (CONH),
1602, 1614, 1539 (CONHR), 1515 (CO0O"), 1455 (>CHa), 1229 (OH-phenol), 824 (>CH,).
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