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| Einleitung

|.1 Potenzial von Biotensiden als Alternative zu Erdol-basierten Tensiden

Tenside sind oberflachenaktive Molekiile und werden in den unterschiedlichsten Bereichen, von der
Waschmittel-/Reinigungsmittelindustrie, dem gréRten Sektor, bis hin zu dem Pharmazie- und
Kosmetiksektor, eingesetzt (Falbe, 1987). Das Volumen des globalen Tensidmarktes betragt zurzeit
rund 18 Millionen Tonnen pro Jahr und weiteres Wachstum ist zu erwarten; bis 2022 wird eine
jahrliche Wachstumsrate von 4,3% prognostiziert (Grand View Research Inc., 2015a; Ahuja und
Singh, 2019). Jedoch werden 96% der produzierten Tenside auf Basis fossiler Rohstoffe hergestellt
(Roelants et al., 2019), die laut Prognosen zurzeit noch verfiigbar sind, aber gewiss doch eine
endliche Ressource darstellen (BGR, 2020). Bekannte Beispiele Erddl-basierter Tenside umfassen
Fettalkoholsulfate (bspw. Natriumlaurylsulfat), Alkoholethoxysulfate, lineare Alkylbenzolsulfonate,
Alkoholethoxylate und langkettige Alkohole — Inhaltsstoffe, die allen handelstblichen Waschmitteln
und Seifen gemein sind (Cowan-Elisberry et al., 2014). Diese miissen einer EU-Verordnung zufolge
biologisch abbaubar, d. h. nach vier Wochen zu 60% abgebaut sein (EU/648, 2004). Daraus
resultiert, dass nach wie vor Erdoél-basierte Tenside bzw. ihre Abbauprodukte Uber unsere Abwasser
in die Umwelt gelangen kénnen und dort Uber l&ngere Zeit verbleiben. Fir Wasserorganismen
kénnen einige dieser Substanzen gefahrlich sein (Lewis, 1991; Lechuga et al., 2016). Doch auch fir
die menschliche Gesundheit sind Tenside mitunter bedenklich: Sie kdnnen Haut und Schleimhaute
austrocknen oder reizen und so anfalliger fir Allergien und Ausschlage machen (Bondi et al., 2015).
Aus diesem Grund ist in der Bevdlkerung, vor allem in der jungen Generation, ein Umdenken zu
beobachten, wodurch Unternehmen zunehmend gefordert werden, nachhaltige »griine« Produkte
anzubieten (von Wehrden et al., 2019).

Aufgrund der zunehmenden Verknappung fossiler Rohstoffe, der erhéhten Umweltbelastung und der
gesteigerten Nachfrage nach »grinen« Produkten stellen Bio-basierte Tenside somit eine
aufstrebende Alternative dar (Olasanmi und Thring, 2018; Elmqvist et al., 2019; Marcelino et al.,
2020). Als allgemein vorteilhafte Charakteristika von Bio-basierten Tensiden werden die
vielversprechenden physikalischen (z. B. starke Oberflachenaktivitdt und Temperaturstabilitat),
biologischen (z. B. antimikrobielle und bioaktive Wirksamkeit) und umweltrelevanten (z. B.
biologische Abbaubarkeit, geringe Okotoxizitdt und Fahigkeit zur Metallionen-Komplexierung)
Eigenschaften bewertet (Makkar et al., 2011; Marchant und Banat, 2012a; Kosaric und Vardar-
Sukan, 2014; Johann et al., 2016). Zudem zeichnen sich die auf Basis von Bio-basierten Tensiden
hervorgehenden Produkte durch ein grofles Variantenspektrum aus, welche sie gerade fir
Spezialanwendungen wie in der Medizin oder der Lebensmittel- und Agrarindustrie besonders
wertvoll machen (Rodrigues et al., 2006; Naughton et al., 2019; Ribeiro et al., 2020).

Bio-basierte Tenside konnen chemisch oder biologisch ausgehend von natirlichen und

erneuerbaren Bausteinen hergestellt werden (Roelants et al., 2019). Mit einem Volumen von derzeit



etwa 99% dominieren hier hauptsachlich die oleochemischen Tenside zu denen die
Methylestersulfonate, Alkylpolyglucoside und Zuckerester (z.B. Sorbitan-, Saccharose- und
Methylglucosid-Ester) gehoéren, die chemisch oder biokatalytisch auf Basis von Zuckern und
Pflanzendlen (z. B. Palmél) produziert werden (Chang und Shaw, 2009; Grand View Research Inc.,
2015b; Ahuja und Singh, 2019). Biotenside, die durch biologische Prozesse in lebenden Zellen
produziert werden, kbnnen wiederum durch Extraktion aus Pflanzen (z. B. Saponine; Tmakova et al.,
2016) oder aus Mikroorganismen (mikrobielle Biotenside wie z. B. Rhamnolipide (RL), Sophorolipide
und Surfactin; Henkel et al., 2017) gewonnen werden (Fiechter, 1992; Lang und Trowitzsch-Kienast,
2002; Roelants et al., 2019).

Mikrobielle Biotenside haben den Vorteil, dass sie aus nachwachsen Rohstoffen produziert werden
(Satpute et al., 2017). Im Gegensatz zu oleochemischen Tensiden und zu der Extraktion aus
Pflanzen bendtigt die Produktion der aus Mikroorganismen erhaltenen Biotenside weniger Anbau-
bzw. Nutzflache und als Substrate werden meist nur erneuerbare Kohlenstoff- und Stickstoffquellen
(z. B. Melasse; Nitrate), Wasser, Sauerstoff und eine Reihe von Vitaminen und Spurenelementen
bendtigt. Zudem kénnen mit rekombinanten Produktionsstdmmen in geeigneten Anlagen Abfall- und
Nebenstrome anderer Prozesse beriicksichtigt werden, die so einfach rezykliert oder zu weiteren
hochwertigen Produkten verarbeitet werden kénnen (Satpute et al., 2017; Roelants et al., 2019).
Weiterhin lasst sich die chemische Zusammensetzung der Biotenside im Vergleich zu
herkdbmmlichen Tensiden durch umweltschonende und molekularbiologische Techniken verandern,
wie bspw. anhand der Bolaform-Sophorolipide gezeigt wurde (Van Bogaert et al., 2016), um sie fir
spezifische funktionelle Anforderungen anzupassen (Fracchia et al., 2014). Obwohl aus diesen
Grinden den mikrobiellen Biotensiden viel Forschungsaktivitdt gewidmet wird, betrug das
Produktionsvolumen bspw. im Jahr 2017 nur wenige tausend Tonnen pro Jahr und damit unter 0,1%
des globalen Tensidmarktes (Ahuja und Singh, 2019).

Griinde hierfir bestehen darin, dass deren Produktion im Vergleich zu petro- und oleochemischen
Tensiden deutlich teurer ist und zurzeit aufwandigere Herstellungsprozesse mit geringerer
Produktivitat erfordert (Marchant und Banat, 2012b; Soares da Silva et al., 2019). Chong und Li,
2017 berichten bspw., dass die prozessbedingten Gesamtkosten mikrobieller Biotenside
durchschnittlich 20-25 $/kg betragen, wahrend die von chemisch synthetisierten Tensiden bei
1-3 $/kg liegen und damit um einen Faktor von 8 — 20 hoher liegen; aus 6konomischer Sicht eine
groBe Hirde zur Etablierung mikrobieller Biotenside in Konkurrenz zu petrochemischen
Massenchemikalien im Waschmittel- und Reinigungssektor. Mikrobielle Produktion als Ursprung flr
Biotenside scheint deshalb zurzeit nur wirtschaftlich zu sein, wenn diese bei der Herstellung von
hochpreisigen Produkten wie Kosmetika und Medikamenten bendtigt werden. Hierzu gehéren auch
Bereiche, in denen petrochemische Tenside eine schlechtere Wirkung zeigen, z.B. in der
Kombination mit antimikrobiellen Substanzen, wodurch lhre Wirksamkeit potenziert werden kann
(Morita et al., 2013; Hage-Hllsmann et al., 2018). Ein Hindernis hierbei: Mikrobielle Biotenside
werden meistens als komplexe Tensid- und Kongenergemische produziert (z. B. Sophorolipide, die

aus 20 bis 100 unterschiedlichen Verbindungen bestehen), die sich zusatzlich als Naturprodukte



zwischen verschiedenen Produktionschargen durch z. B. variierende Kultivierungsbedingungen,
Substrate und Komponenten unterscheiden kénnen (Cavalero und Cooper, 2003; Nitschke et al.,
2010). Eine reproduzierbare Produktqualitat, die von den Unternehmen, z. B. in der Formulierung
von Pharmazeutika, gefordert und somit fiir die Marktdurchdringung von Noéten ist, kann auf diese
Weise nur eingeschrankt gewahrleistet werden (Roelants et al., 2019). Zielfiihrend ware die
Herstellung eines definierten Produktsortimentes analog zu den petrochemisch-basierten Tensiden
sowie die Verringerung der Produktionskosten durch Optimierung des Produktionsprozesses und
der Produktionsstamme, um die Marktdurchdringung zu ermdglichen.

Jedoch haben verbesserte Herstellungs- und Reinigungsverfahren, der steigende Rohélpreis sowie
leistungsfahigere Produktionsstamme bereits dazu gefiihrt, dass in den letzten Jahren erste
mikrobiell hergestellte Biotenside (z. B. Sophorolipide und RL) an den Markt gebracht werden
konnten (Marchant und Banat, 2012a; Henkel et al., 2017; Brandt et al., 2018; Bettenhausen, 2020).
Auch wenn Biotenside die klassischen Tenside zurzeit nicht vollstandig ersetzen kénnen, besitzen
sie aufgrund ihrer strukturellen und funktionellen Vielfalt ein hohes Potenzial dazu (Banat und
Thavasi, 2019).

I.1.1 Eigenschaften, Klassifizierung und Struktur von Biotensiden

Viele Mikroorganismen produzieren Biotenside. Diese sind ein Beispiel fir die Vielzahl von
mikrobiellen Naturprodukten, die fiir inr Wachstum und Uberleben nicht essenziell zu sein scheinen,
und somit traditionell als Sekundarmetaboliten bezeichnet werden. Biotenside und ihre Vorstufen
spielen jedoch eine entscheidende Rolle fir die Vitalitat inrer produzierenden Mikroorganismen; u. a.
durch Erleichterung des Nahrstofftransports, der bakteriellen Fortbewegung und der Kommunikation
mit anderen Organismen (Sullivan, 1998; Gudifia et al., 2013; Kallscheuer et al., 2020). Zum Beispiel
kann durch die Produktion von Biotensiden das Wachstum in Biofilmen oder die bakterielle
ErschlieBung hydrophober Substrate geférdert werden (Banat et al., 2010; Kosaric und Vardar-
Sukan, 2014).

Dies liegt vor allem am amphiphilen Charakter der Biotenside. Wie jedes Tensid sind auch
Biotenside amphiphile Molekulle und bestehen aus einem hydrophilen und einem hydrophoben Teil,
wodurch Sie sowohl mit polaren als auch unpolaren Komponenten interagieren kdnnen. Hierbei
orientieren sich Tenside an der Phasengrenze, indem hydrophobe Teile der Molekile, wie z. B.
langere Kohlenwasserstoffketten, mit einer unpolaren Phase (z. B. Ol/ Luft) interagieren, wéhrend
sich die hydrophilen Gruppen zur polaren Phase (z. B. Wasser) hin ausrichten (Lang und Trowitzsch-
Kienast, 2002). Dadurch wird die Oberflachenspannung mit steigender Konzentration des Tensids
zwischen beiden Phasen verringert bis die Grenzflache mit Tensidmolekilen abgesattigt ist und
diese beginnen zu aggregieren. Diese Aggregate konnen abhangig von Molekulstruktur,
Tensidkonzentration, Temperatur und lonenstarke Formen wie kugelférmige Mizellen,
Stabchenmizellen und doppelschichtige Strukturen wie Vesikel bzw. Liposomen annehmen (Brandt
et al., 2018; Baccile et al., 2019).



Aus diesem Verhalten lassen sich wichtige Kennzahlen zur Bewertung der physikochemischen
Tensideigenschaften ermitteln. Zunachst sind die maximale Reduktion der Oberflachen- bzw. der
Grenzspannung bedeutende Richtwerte, die meist mit Hilfe eines Tensiometer ermittelt werden
(Varjani et al.,, 2007; Song et al., 2015). Wirksame Tenside senken die Oberflachenspannung
zwischen Wasser und Luft von 72 auf 35 mN/m und die Grenzflachenspannung zwischen Wasser
und Hexadekan (Ol) von 40 auf 1 mN/m herab (Soberén-Chavez und Maier, 2011).

Weiterhin wird die Konzentration, bei der Tensidmolekile beginnen in Mizellen zu aggregieren als
kritische Mizellenkonzentration (CMC) bezeichnet. Niedrige CMC-Werte zeigen an, dass die
minimale Oberflachenspannung mit geringeren Mengen des Tensids erreicht ist und es als effizient
eingestuft werden kann. Hierbei hangt der CMC-Wert von Temperatur, pH-Wert, Salzkonzentration
und Vorhandensein von organischen Verunreinigungen ab (Dahrazma et al., 2008). Fir Tenside mit
definierter und bekannter Struktur wird die CMC oft in mol/L angegeben; flr Biotenside, die meist in
Form von Gemischen aus verschiedenen Kongeneren vorliegen, wird die Dimension g/L verwendet
(Tiso et al., 2017a). Biotenside zeichnen sich besonders durch ihre geringe CMC (20-200 g/L) im
Vergleich zu konventionellen Tensiden (500-2500 g/L) aus (Christofi und lvshina, 2002).

Eine weitere Charakteristik ist der Emulsifikationsindex (E24), der die Emulgierungseigenschaften
der resultierenden Tensidaggregate beschreibt, indem eine wassrige Biotensidlésung mit einem
definierten Volumen einer hydrophoben-Lésung (in der Regel Alkane/Ole) vermengt wird. Je hoher
dieser Wert ist, umso besser ist die Emulgationsaktivitat (Tiso et al., 2017a).

Aber auch Schaumverhalten (Standardtest: ASTM D1173), Benetzungseigenschaften (HLB-Wert)
und Tribungspunkt (CP) werden zur Charakterisierung herbeigezogen (Quina und Hinze, 1999;
Jiménez lIslas et al., 2010; Tiso et al., 2017a). Biologische Eigenschaften wie z. B. biologische
Abbaubarkeit, Okotoxizitat, Hautvertraglichkeit und potenzielle antimikrobielle Aktivitat sind ebenfalls
wichtige Faktoren zur Beurteilung der Tensidwirkung (Soberén-Chavez und Maier, 2011).
Klassische chemisch-synthetisierte Tenside werden meist basierend auf der Art und Ladung des
hydrophilen Molekilteils als anionische, kationische sowie zwitterionische/nichtionische (neutrale)
Tenside gruppiert, mikrobielle Biotenside zusatzlich anhand der chemischen Zusammensetzung des
hydrophilen Molekilteils und ihrem Molekulargewicht (nieder- und hochmolekular). Dies liegt an der
erhohten diskutierten Toxizitdt kationischer Tenside, wodurch die Mehrzahl der mikrobiellen
Biotenside zu der Klasse der anionischen und neutralen Tenside gehéren (Smyth et al., 2010;
Soberon-Chavez und Maier, 2011; Hausmann und Syldatk, 2014). Generell umfasst der hydrophobe
Teil mikrobieller Biotenside geséattigte oder ungesattigte Fettsauren, Hydroxyfettsduren oder priméare
Fettalkohole mit einer Kettenlange zwischen 8 und 18 Kohlenstoffatomen. Der hydrophile Teil
besteht aus einzelnen polaren Gruppen wie Ester-, Hydroxyl-, Phosphat- oder Carboxylgruppen aber
auch hydrophile Molekilen wie Kohlenhydrate (Mono-, Oligo- oder Polysaccharide) oder
Peptide/Proteine sind moglich (Abb. I-1; Hausmann und Syldatk, 2014).
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Abb. I-1: Strukturen von verschiedenen nieder- und hochmolekularen Biotensiden.

Biotenside lassen sich in niedermolekulare ((A); LMW; Fettsduren und Phospholipide, Lipopeptide sowie Glycolipide) und
hochmolekulare ((B); HMW; Polysaccharide, Proteine, Lipopolysaccharide und Lipoproteine) Biotenside einteilen. Die hydrophilen
Bereiche sind in schwarz, die hydrophoben Anteile in grau eingefarbt. Molekile mit unterschiedlichen Lipid-Kongeneren werden in
ihrer allgemeinen Molekdlstruktur gezeigt, wobei (n) die variable Anzahl an Kohlenstoffatomen verdeutlicht.

A: Ein Beispiel fir ein Phospholipid, welches interessante biotensidische Eigenschaften besitzt, ist das von
Rhodococcus erythropolis sekretierte Phosphatidylethanolamin 1. Fir die Klasse der Lipopeptide lasst sich das in Serratia
marcescens produzierte Serrawettin W1 2 und das von mehreren Arten der Gattung Bacillus produzierte Surfactin 3 nennen.
Beispiele fur biotechnologisch relevante Glycolipide sind RL 4 (hier das Dirhamnolipid (dRL)) aus Pseudomonas aeruginosa, das
laktonische Sophorolipid 5 aus Starmerella bombicola, das u. a. von Ustilago maydis produzierte Mannosylerythritollipid 6 (MEL-A:
R' = R? = Acetyl-Gruppe; MEL-B: R" = H, R? = Ac; MEL-C: R" = Ac, R? = H; MEL-D: R' = R? = H) sowie das von Rhodococcus
erythropolis produzierte Trehaloselipid 7.

B: Zu den HMW Biotensiden z&hlen u. a. das von Acinetobacter sp. produzierte Glycolipid Emulsan RAG-1 8 sowie amphiphile
Proteine wie Hydrophobin HFBIl aus Trichoderma reesei (PDB: 2B97) oder das Latherin aus Pferdeschweil} (PDB: 3ZPM).
Proteinstrukturen wurden gemaR ihrer Oberflachenhydrophobizitat (hydrophil: blau; hydrophob: rot) mit Chimera 1.14 grafisch
visualisiert.

Biotenside mit niedrigem Molekulargewicht (Abb. I-1 (A)) sind einfache freie Fettsauren und
Phospholipide, Glycolipide oder Lipopeptide.

Freie Fettsdauren und Phospholipide werden von allen Mikroorganismen produziert, da sie
Bestandteil des Kohlenstoffhaushaltes und der biologischen Membranen sind. Jedoch kénnen diese
unter bestimmten Voraussetzungen als Biotenside fungieren (Desai und Banat, 1997). Die starkste
Senkung der Oberflachen- und Grenzflachenspannungen werden z. B. durch freie Fettsduren mit
einer Kettenlangen von Ci12-Cs erreicht, die sich somit besonders gut zum Aufbau von
solubilisierenden Mizellen eignen (Rehm und Reiff, 1981). Anstelle von Fettsduren sind
Phospholipide in der Regel nicht im extrazellularen Raum vorhanden, da sie eine der
Hauptkomponenten biologischer Membranen sind. Eine Ausnahme stellen Acinetobacter sp. oder
Rhodococcus  erythropolis dar. Diese  Mikroorganismen sezernieren  extrazellulare
Phospholipidvesikel wahrend des Wachstums auf Alkanen, um diese als Energiequelle zuganglich

zu machen (Kosaric und Vardar-Sukan, 2014). Fir Phosphatidylethanolamin 1 produziert durch



R. erythropolis ist die Reduktion der Grenzflachenspannung niedriger als 0,81 mN/m bei einer CMC
von 0,03 g/L (Kretschmer et al., 1982; Petelska et al., 2011).

Eine weitere Gruppe von Biotensiden mit niedrigem Molekulargewicht sind die Aminosauren (AS)-
basierten Lipide und Lipopeptide (Mnif und Ghribi, 2015). Beispiele sind u. a. das in Serratia
marcescens produzierte Serrawettin W12 und das von mehreren Arten der Gattung Bacillus
produzierte Surfactin 3 (Baltz et al., 2005; Malcolm et al., 2007). Fir diese Biotenside ist eine
Verringerung der Oberflachenspannung auf 27-34 mN/m verzeichnet worden, was sie als effektive
Biotenside klassifiziert (Matsuyama et al., 1986; Christofi und Ivshina, 2002). Viele Vertreter dieser
Biotensidklasse zeigen nicht nur eine Verringerung der Oberflachenspannung, sondern auch eine
starke antibiotische Wirkung. Zudem handelt es sich meist um zyklische Peptide (Baltz et al., 2005).
Glycolipide bestehen aus Mono- oder Oligosacchariden sowie aus einem Lipidanteil. Typische
Zucker in der hydrophilen Domane sind D-Glucose, D-Mannose, D-Galactose, D-Galactosesulfat,
D-Glucuronsaure oder L-Rhamnose, wahrend der hydrophobe Teil aus gesattigten oder
ungesattigten Fettsauren, Hydroxyfettsduren oder Fettalkoholen besteht. Die vier zurzeit
biotechnologisch wichtigsten Gruppen mikrobieller Glycolipide sind RL 4, Sophorolipide 5,
Mannosylerythritollipide (MEL) 6 und Trehaloselipide 7 (Kosaric und Vardar-Sukan, 2014). RL 4 sind
urspriinglich als Sekundarmetaboliten von Pseudomonas aeruginosa bekannt und beinhalten ein
bzw. zwei L-Rhamnoseeinheiten (Déziel et al., 2000; Abdel-Mawgoud et al., 2010). Anstelle von RL 4
enthalten Sophorolipide 5 das Disaccharid Sophorose (Nufiez et al., 2001). Sophorolipide 5 werden
von verschiedenen Ascomyceten, hauptsachlich Starmerella bombicola und Candida apicola
(Asmer et al., 1988; Van Bogaert et al., 2011), sowohl in saurer als auch laktonischer Form sowie
mit einer hohen Varietat an Kettenlangen, Hydroxylierungsstellen und Sattigungsgraden produziert
(Davila et al., 1993; Price et al., 2012). MEL 6 bestehen aus 4-O-3-D-Mannopyranosyl-D-erythritol
als Kohlenhydratanteil, die zusatzlich verschiedene Acylierungsmuster und Kettenlangen an der
Acylgruppe aufweisen kdonnen. Sie sind hauptsachlich von Spezies wie Candida (Kim et al., 1999),
Pseudozyma (Konishi et al., 2008) und Ustilago (Kurz et al., 2003) bekannt. Trehaloselipide 7
enthalten das Disaccharid Trehalose, das mit langkettigen, a-verzweigten 3-Hydroxyl-Fettsauren
(Mykolsduren) acyliert ist. Diese werden meistens von Mycobacterium-, Arthrobacter- und
Rhodococcus-Arten produziert (Christova und Stoineva, 2014). Beispielsweise ist das Glycolipid
6,6'-Dimykolyltrehalose als wichtiger Virulenzfaktor bei Mykobakterieninfektionen (Tuberkulose,
Lepra) bekannt (Ryll et al., 2001).

Dadurch dass niedermolekulare Biotenside in komplexen Kongenergemischen mit unterschiedlicher
Anzahl an Zuckerresten und verschiedenen Acylierungs- und Methylierungsgraden auftreten,
scheint die eindeutige physikochemische Charakterisierung nur bedingt méglich zu sein. So gibt es
bspw. fiir RL 4 zwischen 0,05 und 0,23 g/L verschiedene berichtete CMC (Syldatk et al., 1985;
Abalos et al., 2001; Dubeau et al., 2009; Tiso et al., 2017a; Rocha et al., 2020), die sich aufgrund
von verschiedenen (heterologen) Produktionsstrategien, Mikroorganismen, Reinheitsgraden und

Methoden zur Ermittlung unterscheiden.



Hochmolekulare polymere Biotenside (Abb. I-1 (B)) werden von Mikroorganismen verschiedener
Spezies produziert. Es handelt sich dabei um Polysaccharide, Proteine, Lipopolysaccharide (LPS),
Lipoproteine oder komplexe Mischungen aus diesen, die als Lipoheteropolysaccharide bezeichnet
werden (Mujumdar et al., 2019). Die bekanntesten Biotenside mit hohem Molekulargewicht sind
Emulsane 8, die von verschiedenen Archaeen sowie Gram-positiven und Gram-negativen Bakterien
gebildet werden. Emulsan ist selbst in niedrigen Konzentrationen von 0,01-0,001% ein
hochwirksamer Bioemulgator. Beispielsweise wurden die Emulsane von Acinetobacter RAG-1 und
BD4 sehr detailliert untersucht (Kaplan und Rosenberg, 1982; Sar und Rosenberg, 1983). Die
emulgierende Wirkung ist relativ spezifisch: reine Aliphaten, Aromaten oder zyklische
Kohlenwasserstoffe werden nicht, wahrend viele Mischungen aus aliphatischen und aromatischen
Verbindungen effektiv emulgiert werden (Rosenberg und Ron, 1999).

(Lipo-) Proteine sind eine interessante Klasse von wenig erforschten und biotechnologisch kaum
genutzten Biotensiden. Natirlich vorkommende Schaume enthalten oft Proteinabbauprodukte oder
spezielle Schaumproteine (Cheung und Samantray, 2018). Diese Proteine weisen unterschiedliche
Strukturen mit schaumstabilisierenden Eigenschaften auf. Ein besonders interessantes Beispiel
daflr sind die Ranaspumine tropischer Frosche, die Schaumnester zum Schutz ihrer Eier
verwenden. Ein weiteres stark schdumendes Protein ist Latherin, dass vor allem aus Pferdeschweil}
bekannt ist (Fleming et al., 2009; Vance et al., 2013). Bekanntere Klassen sind die Hydrophobine
und Cerato-Platanine, kleine Proteine, die von Pilzen abgesondert werden (Scholtmeijer et al., 2001;
de O. Barsottini et al., 2013).

Aufgrund der hohen Vielfalt von Biotensiden ist die Entdeckung und Charakterisierung von (neuen)
Biotensid (-produzenten) eine grofRe Herausforderung, da jede Klasse Uber eigene Charakteristika,
Biosynthesewege und -gene (BSG), sowie Methoden zur Identifikation verfliigt. Im Gegenteil zu
Sekundarmetaboliten, die aufgrund ihrer kolorimetrischen Eigenschaften detektiert und identifiziert
werden koénnen, bspw. farbige Alkaloide oder Terpene, ist die initiale Detektion von Biotensiden
meist nur Uber spezifische Test, die bspw. auf die Reduktion der Oberflachenspannung

zurlickgreifen, moglich.

[.1.1.1 Detektion von Biotensid-Produzenten und Analytik

Die Entdeckung von Biotensiden mit einem hohen ékonomischen und biologischen Potenzial und
die Erstellung eines breiten & la carte -Sortimentes flr spezifische Anwendungen ist ein zentraler
Bestandteil der kiinftigen Forschungsentwicklung (Walter et al., 2010; Soberén-Chavez und Maier,
2011). Entsprechend der vielfaltigen physiologischen Rollen der produzierten Biotenside konnten
Biotensid-produzierende Mikroorganismen in verschiedenen Umgebungen gefunden werden. Viele
wurden aus Béden oder Gewassern, die mit hydrophoben organischen Verbindungen kontaminiert
sind (z. B. Raffinerieabfallen), isoliert (Mercadé et al., 1996; Huy et al., 1999). Aber auch nicht
kontaminierte Boden und marine Lebensraume konnen als Quelle dienen, da Biotenside nicht nur
zur Verwertung von Kohlenwasserstoffen beitragen, sondern auch in der Pathogenitat, der

Biofilmbildung, der bakteriellen Fortbewegung und der Kommunikation eine Rolle spielen (Batista



et al., 2006; Kubicki et al., 2019; Tripathi et al., 2019). Zur Gewinnung einer Reinkultur aus einer
gemischten Population eines biologischen Isolates kénnen Stdamme direkt durch Verdiinnung und
Plattierung oder indirekt durch Anreicherungskulturen mit hydrophoben Substraten gewonnen
werden (Walter et al., 2010). Letztere sind sehr vielversprechend fir die Isolierung von Biotensid-
produzierenden Mikroorganismen, da lediglich Mikroorganismen, welche hydrophobe Verbindungen
als einzige Kohlenstoffquelle verwerten kénnen, anwachsen und somit an dieser Stelle bereits ein
indirektes Screening nach Biotensiden erfolgt (Hanson et al., 1993; Walter et al., 2010). Jedoch
zeigten bspw. Willumsen und Karlson, 1997 mit einem Isolat aus kontaminierten Bdden, welche sie
mit polyaromatischen Kohlenwasserstoffsubstraten anreicherten, dass aus 57 angereicherten
Stammen lediglich vier Biotenside produzierten. Trotzdem grenzt dieses indirekte Screening eine
erste Auswahl an Stdmmen ein, die anschlieRend mit direkten Methoden auf ihre Biotensid-
Produktion untersucht werden konnen. Hierbei existieren verschiedene Methoden (qualitativ und/
oder quantitativ) zum Screening auf Biotensid-Produktion und zur initialen ldentifizierung der
Biotenside (vgl. Abb. I-2).
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Abb. 1-2: Screening von neuen Biotensid-Produzenten und Identifikation der Tensidart.

A: Das Funktions-basierte Screening ist eine einfache Strategie, um ein biologisches Isolat oder bestimmte Mikroorganismen auf
Biotensid-Produktion zu Uberprifen. Hierbei werden potenzielle Biotensid-produzierende Mikroorganismen uber ihre hamolytischen
Eigenschaften, ihre Fahigkeit bestimmte Stoffe zu komplexieren bzw. kolorimetrisch umzusetzen oder ihre Oberflachenaktivitat
identifiziert. Im Anschluss an die initiale Eingrenzung der Tensidart (B), erfolgt die Strukturaufklarung (bspw. Uber FT-IR;
HPLC/GC-MS, NMR) und die Sequenzierung des Mikroorganismus bzw. Identifikation der kodierenden Gene. Diese kdnnen im
Anschluss zur Optimierung der homologen Biotensid-Produktion, insofern die Regulationsmechanismen bekannt sind, oder der
rekombinanten Produktion genutzt werden. Verwendete und modifizierte Objekte in der Abbildung von Servier Medical Art stehen
unter einer Creative-Common-Lizenz (CC BY 3.0).

B: Zur Identifikation der Tensidart lassen sich nach einem geeigneten Isolierungsverfahren (z.B. Chloroform- oder
Ethylacetatextraktion) initial erste Tests vornehmen, um bestimmte Tensidklassen anhand ihres hydrophilen Molekilteils zu
identifizieren. Hierbei gibt es eine Reihe von Farbstoffen, die als Detektionsreagenzien in der Dinnschichtchromatographie oder in
etablierten Quantifizierungstests zu Ermittlung einiger spezieller Tenside verwendet werden. Zur Farbung des Zuckeranteils von
Glycolipiden lassen sich Detektionsreagenzien wie Orcinol 9, Naphthol 10, p-Anisaldehyd 11 oder Anthron 12 verwenden, deren
Reaktion eine kolorimetrische Antwort erzeugt. AS-basierte Lipide und Lipopeptide lassen sich u. U. Gber Ninhydrin 13 -farbung
kolorimetrisch nachweisen.

|
®

o

Biotenside sind eine strukturelle sehr Vvielfaltige Gruppe von Biomolekilen mit vielen
unterschiedlichen funktionellen Gruppen und Einheiten. Daher sind die meisten der Methoden zur
Identifikation von Biotensid produzierenden Stammen basierend auf den am weitesten verbreiteten
bzw. gemeinsamen physikalischen Eigenschaften (vgl. Abb. I-2 (A)). Neben der Identifikation von
neuen Biotensid-Produzenten, lassen sich diese Methoden auch zur Untersuchung bereits
vorhandener Stdmme und bei entsprechender Kalibrierung auch zur Quantifizierung nutzen (Walter

et al., 2010; Varjani und Upasani, 2017). Hierbei stlitzen sich die meisten der publizierten Methoden
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auf die Detektion von Biotensiden in Kulturliberstanden, da diese zumeist sekretiert werden
(Soberén-Chavez und Maier, 2011). Formal lassen sich die Methoden in drei Grundprinzipien
einteilen: zum einen in die hamolytischen und die kolorimetrischen/ bzw. komplexierenden
Verfahren, zum anderen in Prinzipien die die Oberflachenaktivitat nachweisen (Walter et al., 2010).
Der hamolytische Assay (Mulligan et al., 1984), oder auch Blutagar-Assay, weist die Anwesenheit
von Biotensiden durch Hamolyse von Erythrozyten nach. Hierbei wird die betreffende Bakterienkultur
punktférmig auf eine Blutagarplatte aufgetragen und inkubiert. Produziert der Stamm Biotenside,
werden bei ausreichender Konzentration Klarhofe sichtbar, da die Zellwand der im Blut befindlichen
Erythrozyten aufgel6st wird. Das fiur die charakteristische rote Farbe des Blutes verantwortliche
Hamoglobin wird hierbei abgebaut (Carrillo et al., 1996). Neben diesem qualitativen Ansatz, wurden
auch quantitative Methoden beschrieben, die die durch die Hamolyse verursachte Abnahme der
Absorption des Hamoglobins bei 540 nm detektieren (Johnson und Boese-Marrazzo, 1980).
Kolorimetrische Komplexierungsreaktionen bspw. mit Cetylpyridiniumchlorid (CPC) und
Bromthymolblau (BTB) oder Methylenblau und N-Cetyl-N,N,N-Trimethylammoniumbromid (CTAB)
sind ebenfalls vielversprechende Ansatze (Pinzon und Ju, 2009; Yang et al., 2015). Hierbei
interagieren die funktionellen Gruppen der Biotenside mit den Farbstoffen und erzeugen einen
Farbumschlag. Dieser kann anschlie3end durch Ermittlung der Absorption bestimmt werden und fir
einen definierten Konzentrationsbereich auch zur Quantifizierung eingesetzt werden.

Jedoch hat sich herausgestellt, dass hamolytische und kolorimetrische Methoden lediglich
unterstitzend in der Kombination mit weiteren Methoden zuverldssige Ergebnisse liefern kdnnen.
Diese Tests interferieren oftmals mit verschiedenen Metaboliten oder sind nur fiir einen geringen
Teil von Biotensiden mit speziellen funktionellen Gruppen oder Eigenschaften wirksam (Varjani
et al., 2007; Afshar et al., 2008).

Somit empfehlen einige Studien, auf die Oberflachenaktivitdt als Screening-Methode
zurlickzugreifen (Varjani und Upasani, 2017). Hierzu gehéren bspw. der drop-collapsing Test (Jain
et al., 1991), der grid Test (Vaux und Cottingham, 2007) oder der atomized-oil Test (Burch et al.,
2010). Im drop-collapsing Test wird der Kulturiiberstand des betreffenden Stammes auf eine
Polystyrol-Platte pipettiert. Wenn im Kulturiiberstand keine Biotenside vorhanden sind, entstehen
kleine, runde Tropfen. Bei Anwesenheit von Biotensiden verlauft dieser Tropfen, da die
Oberflachenspannung reduziert ist (Jain et al., 1991).

Der grid Test basiert auf der Anderung der optischen Verzerrung eines Gitters (Vaux und
Cottingham, 2007). Wenn ein Biotensid vorhanden ist, verzerrt die konkave Oberflache des Tropfens
das Bild des Gitters unter einer Mikrotiterplatte (MTP). Der Vorteil gegentiber dem drop-collapsing
Test liegt in dem hohen Durchsatz an Proben, die zur Untersuchung verwendet werden kdénnen
(Chen et al., 2007).

Der atomized-oil Test eignet sich besonders gut zum Screening von Biotensid-Produzenten auf
Agarplatten, wodurch die Anzucht einzelner Kolonien in Flissigmedium nicht erforderlich ist (Burch
et al., 2010). Hierbei wird die Produktion von Tensiden durch die veranderte Oberflacheneigenschaft

der von der Bakterienkolonie umgebenden Region auf Agarplatten nachgewiesen. Dazu werden



Kolonien mit einem dinnen Paraffinfilm bespriht. Durch Lichtreflexion werden an Stellen, die
Biotenside beinhalten, Bereiche gleichférmiger Paraffintropfchen sichtbar, da die Tenside die
Tropfenform Uber die Oberflachenspannung zwischen Wasser (hier: Agar), Paraffin und Luft
beeinflussen (Burch et al., 2010). Die Anwendung eines solchen Hochdurchsatz-Tests, speziell zur
Detektion oberflachenaktiver Substanzen, bietet gute Chancen in grolRen (Metagenom-) Banken
auch neue Biotenside zu identifizieren (Kennedy et al., 2011; Williams et al., 2019). Jedoch sind alle
Tests, die auf die Oberflachenaktivitat der Tenside zurtickgreifen, weitestgehend qualitativer Natur
und kénnen durch Supplementierung hydrophober Substrate, die zur Anregung der Biotensid-
Produktion hinzugegeben werden, verfalscht werden (Varjani und Upasani, 2017).

Sobald jedoch ein Hinweis fiir eine Biotensid-Produktion besteht, lasst sich ({ber initiale
chromatographische Tests und Farbereaktionen die Tensidart bestimmen (vgl. Abb. 1-2 (B)). Hierzu
missen im ersten Schritt die Biotenside extrahiert werden; bspw. Uber eine Chloroform- oder
Ethylacetatextraktion der ganzen Kultur oder des Kulturiiberstandes (Vecino et al., 2014; Shah et
al., 2016). Zum Nachweis von Glycolipiden lassen sich bspw. nach einer Auftrennung mittels
Diinnschichtchromatographie (DC) die Zuckerkomponenten mit Orcinol 9 (Koch et al., 1991),
Naphthol 10 (Ginsburg, 1972), p-Anisaldehyd 11 (Asmer et al., 1988) oder Anthron 12 (Hodge und
Hofreiter, 1962) anfarben. Fir AS-basierte Lipide oder Lipopeptide lassen sich die Aminosauren
klassischerweise mit Ninhydrin 13 anfarben (Briickner und Przybylski, 1984; Dimki¢ et al., 2017).
Viele dieser Farbreaktionen werden, neben der Identifikation der Biotensidklasse, auch fir
quantitative Aussagen benutzt. Zum Beispiel wurde der Orcinol 9 Test dazu entwickelt RL in
Extrakten in einem Konzentrationsbereich von 0-50 g/L zu quantifizieren (Hodge und Hofreiter,
1962; Chandrasekaran und Bemiller, 1980; Ochsner et al., 1994).

Im Gegensatz zu LMW sind HMW riesige, strukturell komplexe Polymere. Daher werden diese LPS
(bspw. Emulsane) direkt durch komplexere kolorimetrische Assays (Lowry-Methode, Bradford-
Assay), Massenspektrometrie (MS) und Sequenzierungstechniken analysiert (Satpute et al., 2010).
Im Allgemeinen qilt, dass zur Strukturaufklarung Lipidbestandteile und Zucker bzw.
Peptidsequenzen mit Hilfe der automatisierten Edman-Degradations-Sequenzierung und MS oder
NMR ermittelt werden (Satpute et al., 2010). Im Laufe der letzten zwei Jahrzehnte haben jedoch
Methoden wie die Fourier-Transformations-Infrarotspektroskopie (FT-IR) und Hochleistungs-
Flassigkeitschromatographie gekoppelt mit Tandem-Massenspektrometrie (HPLC-MS/MS) den
Forschern ermdglicht, dass Vorhandensein von Biotensiden zu deutlich geringeren Kosten
nachzuweisen und zu verifizieren (Vandenbussche et al., 1992; Smyth et al., 2010; Jeck et al., 2020).
Zudem konnten Quantifizierungsmethoden etabliert werden, die es fiir bestimmte Biotenside, bspw.
RL, erlauben, ohne aufwandige Extraktion und in einer hohen Genauigkeit direkt in
Kulturiberstédnden den Titer zu bestimmen (Behrens et al., 2016a). Schlielich ist die Kombination
all dieser verschiedenen Methoden zur vollstandigen Aufschliisselung der Struktur von neuartigen
Biotensiden wichtig (Satpute et al., 2010).

Sobald die Molekdlstruktur aufgeklart ist, erfolgt die Bestimmung der kodierenden Gene durch die

Sequenzierung des Genoms und der Suche nach bekannten Genclustern, die die Produktion der
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identifizierten Tensidart vermitteln kénnten (Jackson et al., 2015; Chavali und Rhee, 2018). Der
Vergleich mit Datenbanken bekannter biosynthetischer Cluster sowie erzeugte Deletionsmutanten
geben Aufschluss Uber die kodierenden Gene, die fir die Erzeugung rekombinanter
Produktionsstdmme eingesetzt werden kdnnten; eine Strategie, die vor allem bei pathogenen
Organismen, schlecht regulierbaren Biosynthesewegen zur Produktion von Biotensiden und
Metgenomdatenbanken zum Einsatz kommt (Weber und Kim, 2016).

Diese Methoden haben dazu beigetragen, eine hohe Varietat von mikrobieller Biotenside in Struktur
und Eigenschaften mit einem gro3en Potenzial fiir industrielle und umwelttechnische Anwendungen
im Zusammenhang mit Emulgierung, Schaumbildung, Dispersion und Solubilisierung von
hydrophoben Verbindungen zu entdecken. So konnten in den letzten Jahren erste Produkte, die

mikrobiell hergestellte Biotenside enthalten, kommerziell zuganglich gemacht werden.

1.1.2 Aktuelle Anwendungsgebiete von Biotensiden

Chemisch synthetisierte Tenside, die entweder aus petrochemischen oder oleochemischen Quellen
stammen, sind wichtige Bestandteile vieler Alltagsprodukte und integraler Bestandteil zahlreicher
industrieller und landwirtschaftlicher Produkte sowie ernahrungsbezogener Prozesse (Desai und
Banat, 1997). Die industrielle Nachfrage nach Tensiden ist hoch, aber im Hinblick auf ihre
Okologische Nachhaltigkeit versuchen viele Unternehmen einige oder alle ihrer petro- oder
oleochemischen Tensidkomponenten mit ahnlichen Verbindungen natirlichen Ursprungs, wie z. B.
mikrobiell produzierten Biotensiden, zu ersetzen (Marchant und Banat, 2012a). Die Entdeckung
einer grofRen Vielfalt von Biotensiden hat dazu geflhrt, dass viele Unternehmen einen Blick auf
Biotenside als Alternative geworfen haben (Sekhon Randhawa und Rahman, 2014; Soares da Silva
et al., 2019). Somit haben diese bereits heute eine wirtschaftliche Bedeutung und sind durch
verschiedenste Unternehmen bereits in kommerziellen Produkten oder als Reinsubstanzen
erhaltlich (Jiménez Islas et al., 2010; Sekhon Randhawa und Rahman, 2014; Bettenhausen, 2020;
vgl. Tab. I-1).

11



Tab. I-1: Ubersicht iiber die aktuelle wirtschaftliche Bedeutung und kommerzialisierte Produkte verschiedener mikrobieller
Biotenside (modifiziert nach Sekhon Randhawa und Rahman, 2014).
Produkte und Unternehmen, die RL beinhalten bzw. sich mit der Produktion von RL beschéaftigen sind hierbei unterstrichen.

Biotenside (diskutierte) wirtschaftliche Bedeutung Produkte Unternehmen
AGAE Technologies LLC
Jeneil Biotech Inc.
Rhamnolipid Inc.
(M-)EOR (Bioemulgatoren) 75;2?::’!&? rAngH
Rhamnolipide Landwirtschaft (Biofungizide) RHEANCE® One Procter & Gamble GmbH

a Trehalolipide Pharmazeutika (Bioaktive Eigenschaften; MayLd Hand-Spilmittel Logos Technologies LLC

o o p Antimikrobiell; Antikrebsmittel; N Y - B . g. 8

= | Ornithinlipide . . . . . Biotensidon-Industriereiniger | TensioGreen Corp.

g Sophorolipide Antiproliferativ; Antimykotisch; Zonix Biofungizid EcoChem Organics Company

O . .

E Polyollipide i'c))irrnrzltzifa' ::[(:t:rsil:\h:;nsg:anrlm 00s: REWOFERM® SL ONE Evonik Industries AG
Cellobioselipide Badezusitze: Seifegn) ! poos; Ecover Hand-Spiilmittel TeeGeneBiotech Ltd.
Mannosylerythritollipide . ! . - Happy Elephant div. Paradigm Biomedical Inc.

Reinigungsprodukte (Geschirrspilmittel; Henkel AG & Co. KGaA
Waschmittel; Glasreinigungsprodukte) Ecover GmbH *
Lebensmittelprodukte e
Biotensidon GmbH
Unilever N.V.
MG Intobio Co., Ltd.
Phospholipide
AS-basierte Tenside
Surfacti TeeG Biotech Ltd.

g | (4 EOR oemuaren Lot s

= Landwirtschaft (Biofungizid

£ Fengycin andwirtsc fa (Bio .un.gm ?) Pharmazeutika Xellia Pharmaceuticals Ltd.

o Viscosin Pharmazeutika (Antimikrobiell; (bspw. CUBICIN®) Pfizer Inc

g Lichenysin Antikrebsmittel) . (weitere‘

= ¥ . Kosmetika
Serrawettin Pharmaunternehmen)
Syringomycin
Daptomycin

2

w

S | emul

=2 Agts.lasnan (M-)EOR (Bioemulgatoren)

9|7 Landwirtschaft (Schwermetall- - -

S | Liposan .

S || Detoxifizierung)

& | Lipomanan

=}

)

Besonders haufig werden Biotenside fur Anwendungen in der erdélverwandten Industrie und des
Bioremediationssektors diskutiert (Shete et al., 2006; Reis et al., 2013). Im Fokus stehen sowohl
der Einsatz von Biotensiden, aber auch Biotensid produzierender Mikroorganismen (De Almeida et
al.,, 2016; Geetha et al., 2018). Hierbei gibt es drei Strategien: die Impfung mit Biotensid-
produzierenden Bakterien, die Anregung des Wachstums von indigenen Mikroorganismen zur
Biotensidsynthese durch geeignete Substrate, oder die Verwendung von gereinigten Biotensiden
zur Emulgation des im Boden befindlichen Ols (Al-Sulaimani et al., 2011). Vor allem HMW
(Bioemulgatoren), wie z. B. Emulsane, haben ein groftes Potenzial, Emulsionen zwischen fllissigen
Kohlenwasserstoffen und Wasser zu stabilisieren und so die flir den bakteriellen biologischen Abbau
verfligbare Oberflache fir die Bioremediation zu vergrofern (Barkay et al., 1999; Franzetti et al.,
2009). Fur eine 30 g/L Emulsanlésung konnte beispielweise ein E24-Wert von 98% bei einem
Wasser zu Rohdl Verhaltnis von 1:2 ermittelt werden (Amani und Kariminezhad, 2016). Aber auch
Glycolipide, wie bspw. Sophorolipide, wurden fiir eine verbesserte biologische Abbaubarkeit von
z. B. Dieselkraftstoff in Betracht gezogen (Sadouk et al., 2008; Chandran und Das, 2012).

Biotenside kdnnen aber auch zur Solubilisierung und Emulgierung von weiteren Schadstoffen
eingesetzt werden, z. B. durch ihre Fahigkeit Schwermetalle zu komplexieren, zu mobilisieren und
somit zu entfernen (Marchant und Banat, 2012a). Dies stellt neben dem Einsatz im Bereich des
Pflanzenschutzes durch lhre antimykotischen Eigenschaften einen wichtigen Zweig im
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landwirtschaftlichen Nutzen dar (Sachdev und Cameotra, 2013). Hierbei haben vor allem
Glycolipide, wie Cellobioselipide, RL und zyklische Lipopeptide, wie z. B. Surfactin, Iturin und
Fengycin, ein hohes Potenzial; bspw. bei der Abwehr von phytopathogenen Pilzen (Banat et al.,
2010).

Diese biologischen Wirkungen von Biotensiden haben dazu geflihrt, dass Sie auch fiir den Einsatz
in einer breiten Palette potenzieller pharmazeutischer und biomedizinischer Anwendungen,
insbesondere durch ihre Fahigkeit bakterielle Zellmembranen zu destabilisieren, indem ihre Integritat
und Permeabilitat gestort wird, diskutiert werden (Sanchez et al., 2010; Jahan et al., 2020). Zudem
gibt es mehrere beschriebene interessante Eigenschaften wie die antimikrobielle, antivirale,
antitumorale, hypocholesterinamische, antiadhdsive und apoptotische Wirkung, die Biotenside
besonders interessant flir medizinische Anwendungen und Formulierungen von Arzneistoffen
machen (Gudifa et al., 2013; Smith et al., 2020). Lipopeptide bilden die am weitesten verbreitete
Klasse von bakteriellen Biotensiden mit antimikrobieller Aktivitat, aufgrund ihrer Fahigkeit besonders
effektiv Lipidmembranen durch Porenbildung zu zerstéren (Hutchinson et al., 2017). Dartber hinaus
besitzen Glycolipide, wie Sophorolipide und Derivate, antimikrobielle, entzindungshemmende und
immunmodulatorische Aktivitaten gegen septischen Schock und chronisch entziindliche Zusténde
(Rodrigues et al., 2006; Haque et al., 2016).

Ein weiterer Bereich, in dem der Einsatz von Biotensiden diskutiert wird, ist die Kosmetikindustrie.
Chemisch synthetisierte Tenside werden in der Kosmetikindustrie aufgrund ihrer Benetzungs-,
Emulgier-, Loslichkeits-, Dispergier- und Schaumungseigenschaften haufig in
Gesichtsreinigungsprodukten verwendet (Fracchia et al., 2014; Vecino et al.,, 2017). Die
Verwendung naturlicher Alternativen ist aktuell von besonderem Interesse wegen der hohen
Nachfrage nach umwelt- und tierfreundlichen Naturkosmetika (Lourith und Kanlayavattanakul,
2009). Wahrend der letzten Jahrzehnte wurden biotensidhaltige marktfahige Produkte und Patente
zur Anwendung in der Gesundheits- und Kosmetikindustrie gemeldet (Banat et al., 2010;
Kanlayavattanakul und Lourith, 2010; Morita et al., 2013). Hier sind besonders Glycolipide wie
Sophorolipide, RL und MEL sehr attraktiv. Anwendung finden diese in Produkten wie Lippenstiften,
Feuchtigkeitscremes fir Haut und Haar, Lidschatten, komprimierten Puderkosmetika, Deodorants,
Gesichtsreinigern, Duschgelen, Zahnpasta, Make-up-Entfernern und in Produkten fir die
Behandlung von Akne-anfalliger Haut (Faivre und Rosilio, 2010; Vecino et al., 2017; Resende et al.,
2019). Vor allem MEL haben in letzter Zeit aufgrund ihrer glinstigen Produktionsbedingungen, ihrer
strukturellen Vielfalt und ihren vielseitigen biochemischen Eigenschaften Aufmerksamkeit
gewonnen, insbesondere in ihrer potenziellen Verwendung in Kosmetika von Produkten zur
Befeuchtung von trockener Haut, Reparatur von geschadigtem Haar und als Antioxidans (Morita et
al., 2013, 2015; Coelho et al., 2020).

SchlieBlich stellt die Wasch- und Reinigungsindustrie einen wichtigen Sektor fiir den Einsatz von
Biotensiden dar (Marchant und Banat, 2012b; Perfumo et al., 2013, 2018). Die wichtigsten
Anwendungen von Biotensiden bestehen dabei in der Reinigung von Stoffen, Geschirr,

Kochutensilien sowie harten Oberflachen wie Glas, verglasten Oberflachen, Kunstoffen und Metallen
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(Hall et al., 1996). Hierbei liegt die Herausforderung flir die Hersteller in der Fahigkeit, den Gehalt
von Biotensiden in Formulierungen ohne Kompromisse gegentiber erhohten Kosten oder Leistung
zu bewaltigen. Weiterhin spielen auch die Vielseitigkeit und die zusatzlichen antimikrobiellen Effekte
der Biotenside sowie die Verringerung des Losungsmittelverbrauchs bei der Herstellung eine
wichtige Rolle. So diskutierte bereits ein flihrender Hersteller wie Henkel AG & Co. KGaA,
Glycolipide in Glasreinigungsprodukte wie Sidolin, Instanet, Sonasol, Tenn und Bref einzusetzen
(Fracchia et al., 2014).

Uber alle Wirtschaftszweige gesehen ist es auffallend, dass RL in jedem dieser Sektoren diskutiert
und in einigen Fallen bereits kommerziell verwendet werden bzw. patentiert sind (Sekhon Randhawa
und Rahman, 2014; Tiso et al., 2017a; Kumar und Das, 2018; Bettenhausen, 2020). Durch Ihre
hervorragenden Emulgierungseigenschaften wird ihr Einsatz im Bereich der Bioremediation und
EOR erwogen z. B. zur Entfernung von Rohdl aus kontaminierten Boden (Rahman et al., 2003;
Camara et al., 2019). Hierbei wird aufgereinigtes RL in den Boden injiziert und das emulgierte Ol
anschliefend durch Zugabe von Wasser gewonnen (Van Hamme und Urban, 2009). In der
Landwirtschaft werden RL zur Verbesserung der Bodenqualitat, zum Pflanzenschutz und zur
Unterstiitzung der Absorption von Diingemitteln und Nahrstoffen diskutiert (Sachdev und Cameotra,
2013; Chen et al., 2017). Im Bereich von Pharmazeutika und Therapeutika zeigen RL potenzielle
antimikrobielle Eigenschaften gegen Mikroben (Magalhdes und Nitschke, 2013), und in der
Kosmetikindustrie werden Sie zur Behandlung von Falten diskutiert (Piljac und Piljac, 2007).
SchlieRlich haben RL das Potenzial als natirliche Emulgatoren in verschiedensten
Reinigungsprodukten zu fungieren (Perfumo et al., 2013). So begann der Hersteller Evonik
Industries AG zuletzt, RL in Form seines Produktes RHEANCE One® fiir den Einsatz verschiedenster
Formulierungen fiir Produkte im Bereich der Korperpflege wie z. B. Shampoos, Zahnpasta,
Sonnenschutzmitteln, zu empfehlen (Evonik Nutrition & Care GmbH, 2018; Bettenhausen, 2020).
Umso erstaunlicher ist es, dass die Herstellung von RL in einem marktfahigen Mafstab von vielen
Unternehmen bislang nicht final ermoglicht wurde. Dies liegt u. a. an ihrem mikrobiellen Ursprung in
opportunistisch pathogenen Krankheitserregern, wie z. B. P. aeruginosa (Toribio et al., 2010), mit
dem die héchsten RL-Konzentrationen erzielt werden kénnen (Mdiller et al., 2010), oder in schlecht
kultivierbaren Mikroorganismen, wodurch sich die Produktionsbedingungen erheblich erschweren.
Auch wenn es Berichte Uber nicht pathogene P. aeruginosa Stamme gibt (Grosso-Becerra et al.,
2016), sowie Alternativen wie Burkholderia glumae (Costa et al., 2011), ist ein weiterer erheblicher
Faktor, dass die Produktion von RL als Sekundarmetaboliten in natirlichen Produzenten einer
komplexen genetischen Regulation unterliegt, was die Etablierung gro3skaliger Prozesse erschwert
(Marchant und Banat, 2012b; Perfumo et al., 2013).
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|.2 Biosynthese von Rhamnolipiden in naturlichen Produzenten

RL besitzen ein grofRes Potenzial fir eine Vielzahl industrieller Anwendungen (Sekhon Randhawa
und Rahman, 2014). Wichtig fiir die Herstellung von Biotensiden im industriellen MaRstab ist das
detaillierte Verstandnis Uber die Biosynthesewege in natlrlichen Produzenten, um die mikrobielle
Produktion gezielt optimieren zu kénnen (Das et al., 2008). Wahrend bspw. Lipopeptide Uber grolle
Enzymkomplexe (Nicht-ribosomale-Peptidsynthetasen; NRPS) synthetisiert werden, sind flr die
Herstellung von Glycolipiden vor allem Glycosyltransferasen die Schlisselenzyme (Williams und
Trindade, 2017). Allerdings besitzen die zugrunde liegenden Biosynthesewege eine mannigfaltige
Regulation, u. a. in der Steuerung der Aktivitdt der Biosyntheseenzyme. VerhaltnismaRig gut
erforscht sind die RL-Biosynthesewege und Ubergeordnete regulatorische Schaltprozesse in
P. aeruginosa (Reis et al., 2011; Papenfort und Bassler, 2016; Abb. I-3).

A Rhamnolipid-Biosynthese B Quorum sensing System in P. aeruginosa )
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Abb. I-3: Mechanismus und Regulierung der Rhamnolipid-Biosynthese in natiirliche Produzenten (modifiziert nach Reis
et al., 2011).

A: In allen naturlichen RL-Produzenten werden sowohl Acyl- als auch Rhamnosyltransferasen benétigt, um RL zu produzieren.
Hierbei katalysiert die HAA-Synthase RhIA die Reaktion von zwei Hydroxyacyl-ACP aus dem Fettsduremetabolismus zu HAA. Im
nachsten Schritt vermittelt die Glycosyltransferase RhIB die Addition einer L-Rhamnoseeinheit, welches aus D-Glucose Uber den
L-Rhamnose-Weg in Form von dTDP-L-Rhamnose synthetisiert und anschlieBend auf das HAA Ubertragen wird, um das
Monorhamnolipid (mRL) zu bilden. Zur Bildung von Dirhamnolipiden (dRL) wird die Glycosyltranserase RhIC benétigt, die die
Addition einer zweiten L-Rhamnose Einheit vermittelt. Molekule mit unterschiedlichen Lipid-Kongeneren werden in ihrer allgemeinen
Molekdlstruktur gezeigt, wobei (n) die variable Anzahl an Kohlenstoffatomen verdeutlicht.

B: Die Expression des rhlAB-Operons in P. aeruginosa wird transkriptionell u. a. durch die ineinandergreifenden Las-, Rhl-, Pgs-
und Amb-Quorom Sensing Systeme reguliert. Hierbei spielen eine Vielzahl von Komponenten eine Rolle, die direkt oder indirekt an
der Genregulation der RL-Produktion beteiligt sind. Griine Linien zeigen die Aktivierung der Transkription/ Translation und rote
Linien die Repression an. Schwarze gebogene Linien zeigen die enzymatische Aktivitdt an (Substrate sind nicht gezeigt).
Verwendete und modifizierte Objekte in der Abbildung von Servier Medical Art stehen unter einer Creative-Common-Lizenz
(CC BY 3.0).

Die Biosynthese von RL erfolgt durch drei aufeinanderfolgende Reaktionen (Abb. I-3 (A)). RhIA
katalysiert die Synthese der Lipidkomponente 3-(3-Hydroxyalkanoyloxy)-alkanoat (HAA) vermutlich
Uber einen Hydroxyacyl-Veresterungsmechanismus (Lortie, 1997; Dulcey et al., 2019). Im nachsten
Schritt vermitteln die Rhamnosyltransferasen RhIB und RhIC den katalytischen Transfer von
2'-Deoxythymidin-B-L-rhamnose (dTDP-L-Rhamnose) entweder zu HAA bzw. zu einem zuvor
erzeugten Monorhamnolipid (mRL) zur Bildung von mRL bzw. Dirhamnolipiden (dRL;
Abdel-Mawgoud et al., 2014; Chong und Li, 2017).
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Neben vielen aufieren Einflissen wird das rhIAB-Operon transkriptionell und post-transkriptionell
durch mehrere Faktoren reguliert (Soberén-Chavez et al., 2005; Reis et al., 2011; Jin et al., 2020).
Hierbei spielt das hochkomplexe Quorum sensing- (QS) System, welches flir P. aeruginosa gut
beschrieben ist, eine zentrale Rolle bei der transkriptionellen Regulation (Reis et al., 2011; Papenfort
und Bassler, 2016; Chen et al., 2019; Abb. I-3 (B)). QS ist ein umfassendes Regulationssystem, das
in den meisten Bakterienarten zu finden ist und mehrere biologische Funktionen wie Virulenz,
Biofilmbildung, Biolumineszenz und bakterielle Konjugation kontrolliert (\Venturi, 2006). In nattrlichen
Produzenten werden RL aufgrund der zelldichte-abhangigen QS-Regulation erst beim Ubergang
vom logarithmischen in das stationdare Wachstum gebildet (Medina et al., 2003b). In anderen
RL-Produzenten ist die Regulation der RL-Gene u. a. im Zusammenhang mit der Fortbewegung der
Zelle durch QS-Systeme bekannt (Nickzad et al., 2015; Victor et al., 2019; Martinez et al., 2020). Die
Regulationsmechanismen funktionieren meist nach demselben Grundprinzip. Hierbei synthetisiert
eine Synthase ein Signalmolekil, welches frei Gber Zellmembranen diffundieren kann und an ein
Reporterprotein, dass dann als Transkriptionsfaktor wirkt, bindet (Seed et al., 1995; Pearson et al.,
1999). Dies bewirkt eine positive Rickkopplung, wodurch immer mehr Signalmolekile synthetisiert
werden. Es sind drei QS-Systeme in P. aeruginosa bekannt, die direkt die Transkription des Operons
rhIABRI beeinflussen: das Rhl-, das Las- und das Pgs-QS-System (Dusane et al., 2010).

Die Gene rhIR und rhil bilden das RhI-QS-System aus (Abb. I-3 (B); rechts), welche mit den Genen
rhiAB in einem Gencluster (rhIABRI) organisiert sind (Ochsner und Reiser, 1995). Die Synthetase
Rhll produziert das Signalmolekil N-Butanoyl-L-homoserinlacton (C4-HSL; Pearson et al., 1997).
Dieses bindet an das Regulatorprotein RhIR (Ochsner und Reiser, 1995; Reis et al., 2011). Hierbei
wurde gezeigt, dass die Expression von rhIAB malgeblich das aktivierte RhIR induziert und ein
inaktives RhIR die Expression des Operons reprimiert (Reis et al., 2011).

Beim Las-QS-System (Abb. I-3 (B); links oben) reichert sich mit zunehmender Zelldichte das
Signalmolekiil N-(3-oxo-Dodecanoyl)-L-homoserinlacton (30C12-HSL) an und bindet an das
Regulatorprotein LasR (Seed et al., 1995; Dusane et al., 2010). Zudem wird die Expression von rhiR
und rhll induziert (Latifi et al., 1996; Pearson et al., 1997). In lasR-Mutanten wurde gezeigt, dass die
RL-Bildung nur geringflgig beeintrachtigt und lediglich eine geringe Expression durch
LasR/30C+2-HSL Induktion erreicht wird (Pearson et al., 1997; Medina et al., 2003a). /asR/rhIR-
Doppelmutanten zeigten eine vollstandige Aufhebung der Produktion von RL (Medina et al., 2003a).
Ein drittes ausgepragtes QS-System ist das Pgs-QS-System (Abb. I-3 (B); mitte links), welches
durch den Transkriptionsfaktor PqsR und das Pseudomonas Chinolon Signal (PQS; hier
2-Heptyl-3-hydroxy-4-chinolon) bestimmt ist (Cao et al.,, 2001; Groleau et al., 2020), die
bekanntermalien die bakterielle Produktion von QS-abhangigen Faktoren wie Elastase, Pyocyanin
und RL beeinflussen (Dekimpe und Déziel, 2009). PQS, dessen Synthese durch den
Transkriptionsfaktor PgsR reguliert wird, kann das RhIR-QS-System unabhangig von LasR und
30C+2-HSL aktivieren (Diggle et al., 2003; Déziel et al., 2005; Papenfort und Bassler, 2016). PgsR
wird wiederum durch das LasR zu RhIR Verhaltnis moduliert und fungiert somit als Vermittler
zwischen beiden Systemen (Déziel et al., 2005; Wade et al., 2005).
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Neben diesen drei bekanntesten QS-Systemen gibt es auch noch weitere nicht komplett
aufgeschlisselte Systeme, bspw. das Amb- (Abb. I-3 (B); links unten) und Rpf-QS-System, die
2-(2-Hydroxyphenyl)-thiazol-4-carbaldehyd (IQS) und cis, cis-11-Methyldodecan-2,5-dienonsaure
(DSF: engl. diffusible signal factor) als Signalmolekiile besitzen (Ryan et al., 2015; Papenfort und
Bassler, 2016). Fir das Amb-QS-System ist jedoch bekannt, dass es durch einen niedrigen
Phosphatspiegel aktiviert wird und das Las-QS-System stimuliert.

Zudem haben neben dieser transkriptionellen Ebene vor allem Las/Rhl-QS-System vermittelte post-
transkriptionelle Regulationsmechanismen sowie der Abfluss von RL-Vorstufen in verschiedene
konkurrierende Biosynthesewege bspw. zur Alginat-, LPS- und PHA-Synthese eine Relevanz bei
der Produktion von RL (Reis et al., 2011). Diese Biosynthesewege dienen P. aeruginosa zur
Biofilmbildung, der Modulation der Oberflachenhydrophobizitdt sowie als Energie- und
Kohlenstoffspeicher im Cytoplasma (Reis et al., 2011; Wittgens, 2013). Kleine Veranderungen
innerhalb dieser Biosynthesewege kénnen somit zu einer Veranderung der RL-Biosynthese flihren
(Al-Tahhan et al., 2000; Gutiérrez-Gomez et al., 2019; Price et al., 2019).

Zusammengefasst zeigt diese hochkomplexe Regulation, dass eine Produktion in natirlichen
Produzenten nur unter definierten Bedingungen stattfinden kann, die bei der Etablierung
groRskaliger Prozesse ein groRes Hindernis darstellen konnen (Nickzad und Déziel, 2016). Weitere
Faktoren, die die Skalierung der RL-Produktion in natlrlichen Produzenten erschweren, sind der
generelle Aufbau und die Zusammensetzung von RL, die sich zwischen verschiedenen natirlichen
Produzenten unterscheiden, wodurch ein neuer alternativer RL-Produzent haufig nicht unbedingt

eine Alternative, sondern eher eine Quelle fir neue RL darstellt.

1.2.1 Varietat von Rhamnolipiden

Die Kurzform »Rhamnolipide« wird meistens zur Bezeichnung des Gemisches aus HAA, mRL und
dRL benutzt, welche in biologischen Systemen in reiner Form nicht produziert werden. Die einzelnen
Komponenten aber auch komplexe Gemische, kénnen dabei besondere physiologische Rollen
besitzen (Murray und Kazmierczak, 2008; Chrzanowski et al., 2012; Caiazza et al., 2016). Eine
Aufgabe von gemischten mRL-/dRL-Mizellen, die zusatzlich aus verschiedenen Kongeneren
bestehen, ist bspw. die Emulsion von hydrophoben Substanzen, um diese fiir die Zelle verfligbar zu
machen (Noordman und Janssen, 2002). Eine andere ist die Abwehr verschiedener
Mikroorganismen, hauptsachlich Gram-positiver, aber auch Gram-negativer Bakterien sowie Pilze,
durch ihre antimikrobielle Wirkung (Cosson et al., 2002; Vatsa et al., 2010). Weiterhin wurde gezeigt,
dass HAA und RL einen gegensatzlichen Effekt auf die bakterielle Fortbewegung, das swarming,
haben. Hierbei stimulieren dRL das swarming und die oberflachenassoziierte Migration von
Bakterien im Biofilm und damit die anfangliche Mikrokoloniebildung und Differenzierung der
Biofilmstruktur, wohingegen HAA diese inhibieren (Pamp und Tolker-Nielsen, 2007; Tremblay et al.,
2007; Robitaille et al., 2020).

Trotz der komplexen Zusammensetzung lassen sich die einzelnen Bestandteile von RL durch

neueste Erkenntnisse und Methoden sehr gut differenzieren (Behrens et al., 2016a, b, ¢). So konnten

17



in der Vergangenheit in unterschiedlichen Produzenten sowohl mRL als auch dRL mit ein oder zwei
Hydroxyfettsauren (nachfolgend: verschiedene Spezies; Wittgens et al., 2017), aber auch Varietaten
innerhalb der Lipidkomponente (nachfolgend: verschiedene Kongenere; Germer et al., 2020)
gefunden, die u. a. aufgrund einer unterschiedlichen Akzeptanz des Proteins RhIA gegeniber der

verwendeten Fettsauren, gebildet werden (Dulcey et al., 2019; Abb. 1-4).

A Rhamnolipid-Spezies B Vorgeschlagenes Homologiemodel fiir RhIA (nach Dulcey et al., 2019)
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Abb. 1-4: Strukturelle Vielfalt von Rhamnolipiden in unterschiedlichen Produzenten (modifiziert nach Dulcey et al., 2019;
Germer et al., 2020)

A: RL werden unterteilt in mRL und dRL auf der Grundlage der Anzahl ihrer L-Rhamnose-Einheiten. Neben den typischen RL-
Spezies, die zwei (R)-3-Hydroxyfettsduren (Mono-rhamno-di-lipid und Di-rhamno-di-lipid) besitzen, existieren auch Spezies mit nur
einer (R)-3-Hydroxyfettsdure (Mono-rhamno-mono-lipid und Di-rhamno-mono-lipid). Moleklle mit unterschiedlichen Lipid-
Kongeneren werden in ihrer allgemeinen Molekulstruktur gezeigt, wobei (n) die variable Anzahl an Kohlenstoffatomen verdeutlicht.
B: Die modellierte RhlA-Struktur nach Dulcey et al., 2019 unterstitzt den postulierten Reaktionsmechanismus und bestatigt, dass
die Topologie einer konservierten a/B-Hydrolase ahnelt, mit dem Hauptunterschied, dass diese einen Satz von finf a-Helizes (aD1-
aD5), die eine putative Cap-Domane bilden, besitzt. Die verwendete Abbildung ist unter der Creative-Commons-Lizenz (CC-BY-
NC-ND 4.0) geschiitzt.

C: Phylogenetischer Baum basierend auf den Aminosauresequenzen reprasentativer und putativer RhlIA-Enzyme in Anlehnung an
Germer et al., 2020. Die gezeigten Sequenzen wurden mit Hilfe lhrer Protein-Akzessionsnummer auf NCBI gefunden; das Alignment
erfolgte mit Hilfe von MUSCLE (Edgar, 2004). Der Baum wurde konstruiert mit Hilfe der neighbour-joining Methode (Saitou und Nei,
1987) in MEGA-X (Kumar et al.,, 2018) mit Standardeinstellungen. Die evolutiondren Abstande wurden mit der Poisson-
Korrekturmethode (Zuckerkandl und Pauling, 1965) berechnet und geben die Anzahl der Aminosaure-Substitutionen pro Stelle an.
Ursprungsorganismen, die zum Genus der Betaproteobacteria (schwarz) und Gammaproteobacteria (grau) gehoéren sind farblich
gekennzeichnet. Die mit der RL-Bildung assoziierten Operons sind neben den Organismennamen dargestellt und Gene sind mit
ihrem Genlocus oder ihrer Protein-Akzessionsnummer gekennzeichnet. Doppelte Schragstriche stellen unabhangige genomische
Loci dar. Das Gen rhiB (rot) befindet sich stromabwarts von rh/A (rosa). Die Gene rhlA und rhIB sind zum Teil mit den Regulator-
und Induktionsgenen (rhIRI, weil}), insofern bekannt, kolokalisiert. Das Gen rhIC (grau), dass fur die Rhamnosyltransferase I
kodiert, befindet sich meistens in einem Cluster mit einem putativen Gen fur ein Membranprotein (hellblau), das an der Resistenz
oder dem Transport von RL beteiligt sein kdnnte. Gene, die fir eine potenzielle Methyltransferase kodieren, sind in griin dargestellt.
Neben den dazugehérigen Operons wurden die identifizierten Hauptkongenere dargestellt. Kongenere, die mit einem (%)
gekennzeichnet sind, wurden durch heterologe Produktion in E. coli C43 (DE3) in Germer et al., 2020 bestimmt. Die dargestellten
BSG aus Pseudomonas ananatis LMG20103 sind als lediglich als Glycolipidoperon zu verstehen, da Studien in verwandten
Organismen zeigen, dass es sich bei dem Produkt nicht um RL, sondern um Ananatosid A handeln kénnte (Gauthier et al., 2019).
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So koénnen RL nicht nur in mRL und dRL anhand der Anzahl ihrer L-Rhamnoseeinheiten
unterschieden werden, sondern auch anhand der Anzahl ihrer (R)-3-Hydroxyfettsauren
(Abb. I-4 (A); Syldatk et al., 1985). Typisch sind RL die zwei (R)-3-Hydroxyfettsauren (Mono-
rhamno-di-lipid (mRL) und Di-rhamno-di-lipid (dRL)) besitzen (Déziel et al., 2000; Abdel-Mawgoud
et al., 2010), jedoch gibt es eine Reihe von Studien, die auch die Existenz von Spezies mit einer
(R)-3-Hydroxyfettsaure (Mono-rhamno-mono-lipid (mmRL) und Di-rhamno-mono-lipid (dmRL))
beschreiben (Soberén-Chavez et al., 2005; Wittgens et al., 2017), wobei deren Biosynthese bislang
nicht vollstdndig aufgeschlisselt ist. Die lange vermutete anabolische Synthese durch einen RhIB-
katalysierten Transfer einer einzelnen ACP-aktivierten (R)-3-Hydroxyfettsaure auf ein
dTDP-L-Rhamnose-Molekil konnte nicht bestatigt werden (Wittgens et al., 2017), was eher fiir eine
katabolische Genese dieser Spezies spricht. Das heil’t, dass eine (R)-3-Hydroxyfettsdure des
veresterten Fettsaure-Dimers der mRL bzw. dRL durch ein noch unbekanntes hydrolytisches Enzym
nachtraglich abgespalten wird (Soberon-Chavez et al., 2005). P. aeruginosa, fir das diese
RL-Spezies erstmals beschrieben wurden (Syldatk et al., 1985; Déziel et al., 2000), produziert
mehrere lipolytische Enzyme, die in Frage kommen wirden (Jaeger und Rosenau, 2004; Kovaci¢
etal.,, 2016; Wittgens et al., 2017). Die vier RL-Spezies zeigen unterschiedliche physikalisch-
chemische Eigenschaften und haben folglich ein unterschiedliches Anwendungspotenzial (Wittgens
etal., 2017).

Zusatzlich ist das erste Enzym der Biosynthese, RhIA, nicht spezifiziert auf eine bestimmte
Fettsdure, sondern akzeptiert eine gewisse Bandbreite von (R)-3-Hydroxyfettsauren
unterschiedlicher Kohlenstoffkettenlangen, wodurch in nattirlichen RL-Produzenten unterschiedliche
Kongenere vorzufinden sind. Auch RhIB scheint folglich keine spezifische Konditionierung auf ein
bestimmtes HAA zu besitzen (Déziel et al., 2000; Wittgens et al., 2017). So wurden 25 RL-Kongenere
in P. aeruginosa beschrieben, die sich in Kettenlange und/oder Sattigungsgrad der
(R)-3-Hydroxyfettsduren unterscheiden (Abdel-Mawgoud et al., 2010). AuRerdem zeigen bspw.
Stamme von P. aeruginosa und B. glumae in ihren RL-Kongeneren unterschiedliche Bereiche von
Kettenldngen (Déziel et al., 2000; Costa et al., 2011). Die am haufigsten von B. glumae produzierten
RL sind dRL mit Cq4-Fettsaureketten (Costa et al., 2011), wodurch sie deutlich langer als die von
P. aeruginosa produzierten RL sind (vorwiegend C1o-Fettsaureketten; Costa et al., 2010). Dies istim
Wesentlichen auf eine unterschiedliche Substratspezifitdt von RhIA zurtickzufiihren (Dulcey et al.,
2019). Jedoch scheint diese Selektivitat nicht allein vom Enzym RhIA abzuhangen, sondern auch
von der Verfligbarkeit der (R)-3-Hydroxyfettsauren in einem Stammhintergrund oder auch der
Zusammensetzung des Mediums (Bukavaz, 2015; Dulcey et al., 2019). Beispielsweise scheint das
Enzym RhIA aus P. aeruginosa eine hohe Selektivitat gegeniiber Cs- bis C12-Hydroxyfettsduren zu
besitzen (Dulcey et al., 2019). Im Gegensatz dazu zeigte das RhIA aus B. glumae eine breitere
Selektivitat bei heterologer Produktion in P. aeruginosa, wo es ebenfalls zur Produktion von RL mit
Cs- bis Ci2-Kohlenstoffketten kommt (Dulcey et al.,, 2019). Studien, auf Basis von RhIA-
Homologiemodellen (Kiss et al., 2017; Dulcey et al., 2019) unterstitzen (vgl. Abb. I-4 (B)) den

postulierten Reaktionsmechanismus von RhIA und bestatigen, dass die Topologie einer
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konservierten a/B-Hydrolase ahneln kénnte, mit dem Hauptunterschied, dass die des modellierten
RhIA-Enzyms einen Satz von flinf a-Helizes (aD1-aD5), die eine putative Cap-Domaine ausbilden,
besitzt. aD1-aD3 und die erste Halfte von aD4 spielen vermutlich eine Rolle in der Selektivitat von
(R)-3-Hydroxyfettsauren, welches in Kreuzkomplementierungstests mit chimaren RhlA Enzymen
aus P. aeruginosa und B. glumae gezeigt wurde (Dulcey et al., 2019).

Aufgrund der hohen Varietat der RL-Kongenere und der damit einhergehenden physikalisch-
chemischen Eigenschaften, wurden weitere RL-Produzenten mit neuen rh/-Genen identifiziert
(Germer et al., 2020; Abb. I-4 (C)). Obwohl es in der Literatur auch Berichte von RL-Produzenten in
den Klassen der Firmicutes, Acinetobacter, Deinococcus und Ascomyceten gibt (Christova et al.,
2004; Lee et al., 2005; Pantazaki et al., 2010; Seghal Kiran et al., 2010; Rezanka et al., 2011; Wang
et al., 2014b; Aleksic et al., 2017), wurde die Mehrzahl der Genloci in Produzenten innerhalb der
Klassen der Betaproteobacteria und Gammaproteobacteria beschrieben und die Produktion von RL
nachgewiesen (Irorere et al., 2017; Germer et al., 2020).

Auffallig ist, dass die rhl-Gene bei den Betaproteobacteria, zu denen vor allem die Produzenten der
Gattung Burkholderia angehdren, sich in einem Operon befinden. Zudem liegt der rhl-Locus
meistens in zwei identischen Kopien im Genom vor, wohingegen die Gene bei den
Gammaproteobacteria oftmals nur einmal und die einzelnen Gene getrennt voneinander an zwei
verschiedenen genomischen Standorten lokalisiert sind. Zudem ist bekannt, dass Burkholderia
Spezies vor allem dRL produzieren, wohingegen innerhalb der Gammaproteobacteria vor allem mRL
oder Gemische aus mRL und dRL produziert werden (Toribio et al., 2010; Costa et al., 2011). Sowohl
bei den Gammaproteobacteria als auch den Betaproteobacteria variiert die Kettenlange der RL
innerhalb eines Stammes wie beschrieben, jedoch lasst sich bzgl. des Hauptkongeners ein Trend
erkennen. Vertreter der Betaproteobacteria scheinen vorwiegend HAA mit Kettenlangen von
14 Kohlenstoffatomen zu produzieren, wohingegen Gammaproteobacteria eher RL mit
C1o-Kettenlangen bevorzugen (Abdel-Mawgoud et al., 2010). Ausnahmen scheinen hier der Stamm
Halomonas sp. R57-5, der bevorzugt HAA mit der Kongener-Komposition C14-C14 und C10-C14:1
bildet, ahnlich zu denen der Gattung Burkholderia (Abb. I-4 (C)), oder der Stamm Pseudomonas
gessardii aus der Antarktis, der bevorzugt Kongenere der Kettenlangen C12:1-C12:1 verwendet, zu
sein (Buonocore et al., 2020; Germer et al., 2020).

Auffallig ist zudem die Kolokalisation von rhIC mit Genen kodierend flir putative Membranproteine
fur die vermutet wurde, dass sie am Transport von RL beteiligt sind (Rahim et al., 2001). Fir das
Gen PA_ 1131 aus P. aeruginosa wurde jedoch gezeigt, dass bei heterologer Expression in P. putida
KT2440 kein Einfluss auf die RL-Sekretion oder -aufnahme zu sehen ist (Wittgens et al., 2017).
Zudem scheinen vor allem Bakterien aus dem Burkholderia cepacia-Komplex ein Gen in der Mitte
des rhl-Operons zu besitzen, das potenziell fiir Methyltransferasen kodieren kdnnte. Dies wirde
einen biosynthetischen Hintergrund fiir einzelne Berichte zu O-methylierten, nichtionischen RL
erschlieen (Hirayama und Kato, 1982; Abdel-Mawgoud et al., 2010).

Viele der vorgestellten Organismen sind kaum erforscht und komplexe Regulationsmechanismen

haben gezeigt, dass eine homologe Produktion sehr viele Herausforderungen mit sich bringen kann.
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Neben der komplexen und Zelldichte-abhangigen QS-Regulation (1.2; Papenfort und Bassler, 2016),
erschweren Pathogenitat (z. B. im Fall P. aeruginosa oder Burkholderia cenocepacia) oder
aufwendige Aufarbeitung der Endprodukte, durch Einsatz hydrophober Kohlenstoffquellen zur
Initiierung der RL-Produktion, die homologe Produktion (Neto et al., 2009; Tan und Li, 2018). Die
biologische Sicherheit des Produktes, insbesondere bei Anwendungen mit menschlichem Kontakt
bei biomedizinischen, kosmetischen und pharmazeutischen Inhaltstoffen, scheint zudem ein
Kernpunkt in der Kommerzialisierung zu sein (Uzoigwe et al., 2015). Infolgedessen hat die
gegenwartige Forschung ihre Schwerpunkte weitgehend auf die Ermittlung mdglicher Wege zur
Reduzierung der Kosten fir die RL-Produktion einschliellich der Verwendung glinstiger Substrate
und Identifizierung von Stammen mit hoher Produktionskapazitat gelenkt. Damit liegt die
Aufmerksamkeit auf der Suche nach geeigneten Alternativen zu pathogenen und
schwer-regulierbaren Mikroorganismen, die in der Lage sind, RL zu produzieren. Ein mdglicher

Lésungsansatz ist die heterologe Produktion in einem alternativen Expressionswirt.
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.3 Pseudomonas putida KT2440 als ein vielseitiger und robuster

Expressionswirt

FUr die biotechnologische Herstellung von Naturprodukten bieten rekombinante Produktionsstamme
Vorteile gegenlber der Produktion in naturlichen Produzenten. Die heterologe Produktion zeichnet
sich hierbei besonders durch ihre einfache Handhabung bezlglich der Laborkultivierung aus, die
eine wichtige Voraussetzung fiir eine biotechnologische Anwendung ist. Darliber hinaus kann die
Unabhangigkeit von nattrlichen und komplexen Regulationssystemen ein entscheidender Vorteil fir
rekombinante Produktionsstamme sein (Akondi und Lakshmi, 2013; Huo et al., 2019).

Das Gram-negative und nicht-pathogene Bodenbakterium Pseudomonas putida KT2440 konnte in
vielen Studien fir die Produktion von hochwertigen Naturstoffen und aromatischen Bausteinen
eingesetzt werden (Nikel und de Lorenzo, 2018; Loeschcke und Thies, 2020). Das Genom von
P. putida KT2440 ist hierbei seit Uber 15 Jahren vollstandig sequenziert (Nelson et al., 2002) und
kontinuierlich analysiert und aktualisiert worden (Pseudomonas Genome DB; Winsor et al., 2011;
Belda et al., 2016). Zudem besitzt dieser Stamm, im Gegensatz zu vielen anderen Pseudomonaden,
den Status der HV1-Zertifizierung, wodurch er in geeigneten Einrichtungen zur Produktion von
industriell relevanten Inhaltsstoffen eingesetzt werden kann (Kampers et al., 2019). Weiterhin
zeichnet sich P. putida KT2440 durch einen gut aufgeschlisselten und sehr vielseitigen
Metabolismus aus (Blank et al., 2010; Nikel et al., 2014a; Sudarsan et al., 2014). Zusatzlich weisen
Pseudomonaden eine natlrliche Resistenz gegeniber organischen Ldsungsmitteln, wie z. B.
verschiedenen Antibiotika, Xenobiotika und Ethanol auf (Fernandez et al., 2012; Akkaya et al., 2018).
Zusammengenommen machen all diese Eigenschaften P. putida KT2440 zu einer erfolgreichen
Plattform fiir die Darstellung verschiedenster Naturstoffe wie Polyketide, Terpene, Alkaloide und RL
sowie zu einer bakteriellen Fabrik zur potenziellen Skalierung eines Produktionsprozesses (Nikel
und de Lorenzo, 2018; Ankenbauer et al., 2020; Loeschcke und Thies, 2020). Deshalb wurde ein
pool an ausgefeilten molekularbiologischen Werkzeugen erzeugt, die zur genetischen Manipulation
von P. putida KT2440 bereitstehen, sodass heterologe Gencluster einfach und effizient etabliert
werden kdnnen (Martinez-Garcia und de Lorenzo, 2017) und eine Programmierung von Edukt- bzw.
Produktflissen durch metabolic engineering mehrfach demonstriert werden konnte (Kuepper et al.,
2015; Yu et al., 2016; Franden et al., 2018; Martinez-Garcia und de Lorenzo, 2019; Bator et al.,
2020).

1.3.1 Genetische Werkzeuge zur Integration von genetischen Elementen

Die heterologen Expression von Genclustern erfordert Gblicherweise die Neuarrangierung von
genetischen Elementen, die zur Adaption an einen neuen Expressionswirt bendtigt wird. Hierbei
spielt das Promotorsystem eine gesonderte Rolle, da dieses stark reguliert, die Starke der
Expression definiert und im Gegenteil zu in ihrem Sequenzmustern recht universellen

Ribosomenbindestellen (RBS) nur eingeschrankt aus dem Ausgangsstamm Ubertragen werden
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kénnen (Salgado et al., 2000; Amit, 2012). Somit wird ein synthetisches Expressionssystem, also
die Kombination aus einem Expressionswirt und dem dazugehdérigen Promotorsystem, geschaffen,
das es erlaubt, die Genexpression des gewtinschten Clusters zu initiieren (Amit, 2012).
Promotorsysteme sind hierbei haufig aus nattirlichen, bakteriellen Funktionseinheiten, den Operons,
abgeleitet (Jacob et al., 1960; Salgado et al., 2000). Diese kdnnen entweder nativ im Expressionswirt
vorhanden sein und fiir die Verwendung zur heterologen Expression adaptiert, oder neu fiir den
Expressionswirt etabliert werden. Zu diesem Zweck wurde eine grole Anzahl an Promotorsystemen
fur P. putida KT2440 evaluiert, die zumeist aus konstitutiv aktiven oder chemisch induzierbaren
Promotorsystemen bestehen (Nikel und de Lorenzo, 2018).

Bei konstitutiv aktiven Systemen wird kein aulReres Signal zur Aktivierung benétigt, wodurch zumeist
die Expression des Genclusters permanent erfolgt (Liang et al., 1999). Neben starken nativen
konstitutiv aktiven Promotoren, bspw. denen der rRNA-Operons (Domrdse et al., 2019), gibt es auch
synthetische, die bzgl. der Expressionsstarke optimiert und kalibriert wurden (Nikel und de Lorenzo,
2018). Hierbei ist die stark konservierte Konsensussequenz der —35-Region und —10-Region von
o’%-regulierten Promotoren in Prokaryoten bereits bekannt. Die Affinitdt des Promotors wird durch
die flankierenden Nukleotide und die spacer-Region bestimmt, welche gezielt mutagenisiert und
charakterisiert werden kénnen (Jensen und Hammer, 1998; Singh et al., 2011; Kébbing et al., 2020).
Beispielsweise wurden synthetische Promotoren in P. putida KT2440 bereits erfolgreich zur
heterologen Produktion von cis, cis-Muconsaure (Derivate von Py, P, Prurs; Kohlstedt et al., 2018)
oder auch RL (Psyn-86; Zobel et al., 2015; Bator et al., 2020) verwendet. Der Nachteil von konstitutiv
aktiven Systemen besteht jedoch darin, dass potenziell toxische Proteine oder Metabolite das
Wachstum der Bakterien inhibieren kénnen, wodurch eine Entkopplung des Wachstums und der
Produktion heterologer Proteine von Vorteil sein kann (Ehrt, 2005; Biedendieck et al., 2007; Santala
et al., 2018; Vandermies und Fickers, 2019).

Induzierbare Promotorsysteme (vgl. Tab. I-2) basieren hingegen auf dem Prinzip, dass ein
Organismus naturlicherweise auf die Exposition mit einer metabolisch agierenden Verbindung
reagiert. Die Supplementierung mit Induktor flhrt im Ursprungsorganismus so oftmals zu dem Abbau
des Metaboliten, um diesen als Kohlenstoffquelle zuganglich zu machen oder potenzielle toxische
Reaktionen dieser Verbindung zu minimieren (Becker et al., 2010). Induzierbare Systeme besitzen
typischerweise einen signalempfindlichen Transkriptionsfaktor, der entweder als Aktivator oder
Repressor fungiert. Weiterhin umfasst das System einen entsprechenden Promotor, der bei
molekularbiologischen Nutzung den offenen Leserastern (ORF) des gewilinschten heterologen
Genclusters, die fir die Bildung des betreffenden Produkts kodieren, vorangestellt wird (Becker
etal., 2010). Ein Vorteil der chemisch induzierbaren Systeme ist, dass sie gezielt durch
Supplementation eines Induktors aktiviert werden kénnen, wodurch sich die Produktion eines
gewlnschten Proteins gezielt steuern lasst (Corrado und Karali, 2009). Dies kann durch die
Regulation der Expressionsstarke zur Vermeidung von inclusion bodies (Proteinaggregaten) oder
der Reduktion des Einflusses produzierter toxischer Proteine beitragen (Terpe, 2006). Ebenso

lassen sich z. B. verschiedene Induktionszeitpunkte testen. Darliber hinaus besteht die Mdglichkeit
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der Modifikation bestehender Induktoren, durch Schutzgruppen wie bspw. 2-Nitrobenzol- und
7-Nitroindol-Derivate (photolabile Induktoren; Specht et al., 2009), die eine nicht-invasive Steuerung
physiologischer Prozesse durch optische Methoden wie Lichtbestrahlung mit hoher raumlicher und

zeitlicher Auflésung erméglichen (Diensthuber et al., 2013; Binder et al., 2016).

Tab. I-2: Bekannte induzierbare Promotorsysteme fiir die heterologe Genexpression in Pseudomonas putida KT2440
(modifiziert nach Nikel und de Lorenzo, 2018).

Promotorsysteme setzen sich aus dem genetischen Fragment kodierend fur den Promotor (Ps) und den dazugehdrigen
Regulatorproteinen zusammen. Positiv-regulierte Promotorsysteme sind mit (+), negativ-reguliert mit einem (-) gekennzeichnet.
Hier sind lediglich die gebrauchlichsten Induktoren dargestellt, einige Promotorsysteme akzeptieren daneben weitere dhnliche
Molekiule als Induktoren. Die angegebene Arbeitskonzentration ist eine initiale Einschatzung der angegebenen Literatur und variiert

e nach verwendetem Expressionssystem.

Promotorsystem | Regulation | Ursprungsorganismus Induktoren Arbeitskonzentration Referenzen

Pteta/TetR - E. coli Anhydrotetracyclin 0,5 mM Fu et al., 2008; Chai et al., 2012
Piac, Ptac/LaclQ - E. coli IPTG 0,1 mM Graf und Altenbuchner, 2014
Pmeie/MtIR + P. fluorescens D-Mannitol 1mM Hoffmann und Altenbuchner, 2015
Psap/AraC + E. coli L-Arabinose 0,1 mM Calero et al., 2016
rhaPsap/RhaRS + E. coli L-Rhamnose 10 mM Calero et al., 2016
Pnagas/NagR + C. testosteroni Salicylat 1mM Husken et al., 2001
Pum/XylS + P. putida mt-2 m-Toluylsdure 1mM Calero et al., 2016

Die zugrundeliegenden Regulons folgen hierbei entweder einem Aktivator- oder Repressor-
basierten Modus (Becker et al., 2010).

Die negative (Repressor-basierte) Kontrolle eines Promotorsystems besitzt einen aktiven Repressor,
der den Promotor inaktiviert, indem er im nicht gebundenen Zustand mit dem Operator interagiert.
Dadurch kann die RNA-Polymerase nicht an die DNA binden und die Expression der nachfolgenden
Gene initiieren. Durch Zugabe des passenden Induktors kann die Expression der Gene aktiviert
werden, indem der Induktor als Ligand mit dem Repressor interagiert. Die dadurch induzierte
Konformationsanderung des Repressors fiihrt dazu, dass dieser nicht mehr an die DNA binden kann
(Mooney et al., 1998; Becker et al, 2010). Als erstes beschriebenes induzierbares
Expressionssystem wird das /ac-System seit mehreren Jahrzenten zur Expression von Genen
verwendet und ist heutzutage standardmaRig in vielen Plasmiden enthalten (Jacob et al., 1960; de
Lorenzo et al., 1993). Fir P.putida KT2440 wurde das Jac-Promotorsystem aus E. coli
implementiert, da ihm die katabolische Abbauwege fiir Verwertung von D-Lactose und somit das
regulierende System fehlen (Dvorak et al., 2015). Induziert wird das System mit
Isopropyl-B-D-Thiogalactosid (IPTG), um eine homogene Expression zu ermdglichen. Zudem gibt es
auch Abwandlungen des Systems wie z. B. das analog funktionierende tac-System, welches eine
Fusion aus der —35-Region des trp-Promotors und der —10-Region des /lac-Promotors darstellt (de
Boer et al., 1983; de Lorenzo et al., 1993). Eine weitere Abwandlung des Systems besteht in der
Verwendung von orthogonalen RNA-Polymerasen (z. B. aus dem Bakteriophagen T7) flr die
Transkription der Zielgene, die durch ihre hohe Prozessivitat oftmals eine starke Uberexpression von
Genen unabhangig vom spezifischen Wirt erzeugen. Hier werden /ac-basierte Systeme genutzt, um
die Expression des Polymerasegens zu kontrollieren (Studier und Moffatt, 1986). Ein Problem bei
der Repressor-basierten Regulierung stellt jedoch haufig die hohe Basalexpression, d. h. die
Expression ohne Induktor, dar. Da stets genug aktiver Repressor gebildet werden muss um eine

Inaktivierung des Promotors zu gewahrleisten, ist die Expression auf Basis des T7-Promotorsystems
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oftmals ungeeignet um die Gene, bspw. von in hoher Konzentration toxischer Proteine, zu
exprimieren (Terpe, 2006).

Neben der negativen Regulation eines Promotorsystems gibt es auch die positive (Aktivator-
basierte) Kontrolle der Expression. Dabei wird der Transkriptionsfaktor erst durch Zugabe des
Induktors aktiviert. Erfolgt keine Zugabe, so ist der Promotor inaktiv und es findet keine Expression
der nachfolgenden Gene statt. Bei Zugabe des passenden Liganden kann der Aktivator an die
Operatorbindestelle binden und die Expression induzieren (Becker et al., 2010). Ein Beispiel ist das
D-Mannitol-induzierbare System (Hoffmann und Altenbuchner, 2015), welches aufgrund des
kostengtinstigen Induktors zur Expression vieler verschiedener Peptide, so z. B. flir Untereinheiten
von multimeren Proteinen, verwendet wurde (Retallack et al., 2012). In Pseudomonaden kommen
haufig auch Systeme zur Anwendung, die durch bestimmte Aromaten induzierbar sind; bspw. das
Pragaa/NagR-System mit dem Induktor Salicylat (HlUsken et al., 2001). Das Funktionsprinzip des aus
Comamonas testosteroni isolierten nagAa-Promotorsystem besteht darin, dass Salicylat als Induktor
an das NagR-Aktivatorprotein bindet, wodurch die dahinter liegenden Gene transkribiert werden
(Jones et al., 2003; Mitchell und Gu, 2005). Dieses System kontrolliert natlrlicherweise die
regulatorische Kontrollregion der Naphthalin- und Phenanthrenabbauwege und wurde z. B. zur
biokatalytischen Herstellung von 3-Methylcatechol in P. putida F1 (Hisken et al., 2001),
Plasmid-basiert auf dem pBNT-Plasmid (Verhoef et al., 2010), zur Produktion von 4-Hydroxybenzoat
(36,6 g/L; Lenzen et al., 2019) oder fiir die Produktion von Phenol (1,1 g/L; Wynands et al., 2018)
verwendet. Weitere bekannte Aktivator-basierte Systeme sind das Pu/XylS-, rhaPsap/RhaRS- und
Psap/AraC-System, die bspw. zur Produktion von p-Cumarsaure in P. putida KT2440 eingesetzt
wurden (Calero et al.,, 2016). Hierbei ist fir den Einsatz des L-Arabinose- und
L-Rhamnose-induzierbaren Promotorsystems bekannt, dass aus einer zusatzlichen Expression der
Gene der membranstandigen Zucker-Transporter, im Fall von Pgap/AraC-System, AraE, und
rhaPgap/RhaRS-System, RhaT, eine Verringerung der bendtigten Induktorkonzentration resultiert,
da P. putida KT2440 diese spezifischen Zuckertransporter nicht nativ besitzt (Calero et al., 2016).
Neben dieser breiten Palette an Promotorsystemen auf DNA-Ebene konnten auch weitere
genetische Elemente auf mRNA Ebene, wie Terminatoren und RBS auf den Wirt und das
gewtlnschte Gencluster adaptiert werden (Kosuri et al., 2013). Jahrzehntelange Forschungen
innerhalb  der synthetischen Biologie, haben somit die Sammlung um weitere
Expressionskomponenten bereichert zu denen bspw. auch optimierte intergenische Regionen fir
das Design polycistronischer Operons und Sequenzmarkern zur Kontrolle der Stabilitat sowohl von
Proteinen (z. B. Degrons) als auch von mRNA gehdren (Pfleger et al., 2006; Cameron und Collins,
2014; Venturelli et al., 2017; Neves et al., 2020). Der Zusammenbau komplexer genetischer
Schaltkreise  kann  aber auch von  sogenannten  riboswitches, bicistronischen
Translationsinitiationsstrukturen und kleinen regulatorischen RNA (Mutalik et al., 2013; Chappell
et al., 2015; Kushwaha et al., 2016), sowie dem gezielten Einsatz von Reportergenen zur Verfolgung
der Transkription einzelner genetischer Elemente profitieren (Gawin et al.,, 2019). Eine erste

Ubersicht geben Sammlungen wie bspw. die BioBricks™ (iGEM), die eine Zusammenstellung von
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genetischen Bausteinen flir biologische Systeme darstellt, aus der sich fiir ein spezifisches
Expressionsvorhaben eine Kombination aus genetischen Elementen erstellen lasst (Smolke, 2009;
Damalas et al., 2020).

Um solche Funktionseinheiten inklusive der Zielgene flr Biosynthesewege von
Sekundarmetaboliten in einen Mikroorganismus einzubringen wird ein passendes Vehikel und eine
Klonierungsstrategie bendtigt (Loeschcke und Thies, 2020). Hierzu werden zumeist initial Plasmide

verwendet.

[.3.1.1 Expression mit Hilfe von standardisierten Plasmidbibliotheken

Der Einsatz von Plasmiden ermoglicht eine schnelle Erzeugung von Expressionswirten und die
flexible Verwendung eines Konstrukts in mehreren Stammen (Calero et al., 2016; Loeschcke und
Thies, 2020). Plasmidvektoren bestehen mindestens aus einem Replikationsursprung (ori), einer
multiple cloning site (MCS), einem Selektionsmarker und der gewtlinschten Expressionskassette
(Gopal und Kumar, 2013). Obwohl die Transformation von Pseudomonas durch Einfiihrung eines
Protokolls zur Elektroporation handlicher geworden ist (Choi et al., 2006), werden fiir P. putida
KT2440 Vektoren oft auch mit einer Sequenz des konjugativen Transfers (oriT; beinhaltet
mob-Gen/ Konjugations-Erkennungssequenz) ausgestattet. Dieser ermdglicht die Konjugation des
gewunschten Vektors in einen beliebigen Wirt unabhangig von der Grof3e des Plasmides (Willetts
und Skurray, 1980).

Der ori spielt hierbei zur Nutzung in P. putida eine zentrale Rolle. Da die Replikationsurspriinge der
bekanntesten Vektoren fir E. coli bei Pseudomonas nicht anwendbar sind, wurden fiur
Pseudomonas-Vektoren spezielle ori mit einem breitem Wirtsspektrum auf Basis von RSF1010,
RK2, pSa, R388 und pBBR1 eingesetzt (Martinez-Garcia und de Lorenzo, 2017). Die Kombination
dieser Replikons mit den oben beschriebenen Promotorsystemen resultierte in bekannten P. putida
Expressionsvektoren wie der Serie pBBR1, pSyn, pBNT und pVLT, die bereits erfolgreich zur
Darstellung von heterologen Biosyntheseoperons, u. a. zur Produktion von 3-Methylcatechol und RL
in P. putida KT2440, genutzt wurden (de Lorenzo et al., 1993; Kovach et al., 1995; Verhoef et al.,
2010; Tiso et al., 2016, 2017b).

Jedoch stellt diese Fille an Vektoren und Auswahlmdglichkeiten fur die Herstellung von
rekombinanten Pseudomonaden durch die nicht einheitliche Verwendung eine Herausforderung
hinsichtlich der Reproduzierbarkeit des biologischen Systems und der Kooperation verschiedener
Arbeitsgruppen dar (Endy, 2005; Kelly et al., 2009). Der Adressierung dieses Problems in der
synthetischen Biologie und somit der Tendenz hin zu einer Standardisierung der Vektorstrukturen
sowie der genetischen Werkzeuge und Verfahren, wurde durch die Schaffung der SEVA (Standard
European Vector Architecture)-Datenbank nachgekommen (Silva-Rocha et al., 2013; Durante-
Rodriguez et al., 2014; Martinez-Garcia et al., 2015, 2020). Die SEVA-Datenbank bietet eine
koharente Vektor-toolbox, in der Replikationsurspriinge, Antibiotikaresistenzmarker und funktionelle
Einheiten standardisiert kombiniert und durch eine genaue Anordnung bestimmt sind.

Beispielsweise wurde das pSEVA-System schon erfolgreich zur Herstellung von Isoprenoiden oder
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zur Entwicklung eines anaeroben Stoffwechselregimes in P. putida KT2440 verwendet (Nikel und de
Lorenzo, 2013a; Hernandez-Arranz et al., 2019).

Trotz dieser Bemihungen um eine Standardisierung der Plasmid-basierten Expression von
Zielgenen, ist die generelle Verwendung von Plasmiden oftmals mit Problemen behaftet
(Del Vecchio, 2015). So ist bekannt, dass die Erhaltung von Plasmiden in Mikroorganismen aufgrund
des metabolic burden zu einer Verringerung der Wachstumsrate und zu ungewlnschten
Rickkopplungen fiihren kann (Bailey et al., 1986; Gyorgy et al., 2015). Ein Mechanismus, der in
diesem Zusammenhang diskutiert wird: Ein durch das Plasmid stark Gberexprimiertes Protein kann
die zellularen Prozesse, z. B. durch eine Enzymaktivitdt oder seine strukturellen Eigenschaften,
stéren (Mi et al.,, 2016). Ein bekanntes Beispiel ist das Tetracyclinresistenzprotein, welches
Membranintegritatsanderungen verursacht (Hong et al., 2014). Weitere Nachteile der Plasmid-
basierten Expression interessanter Gene liegen in der Plasmidinstabilitat, der Heterogenitat
innerhalb von Zellpopulationen in Bezug auf die Kopienzahlen und in dem daraufhin folgenden
Unterschied in der Gendosis (Smith und Bidochka, 1998). So kommt es insbesondere bei Plasmiden
mit niedriger Kopienzahl vor, dass wahrend der Zellteilung die Vererbung des Plasmides einer
stochastischen Verteilung unterliegt und im Zuge der Kultivierung verrauscht (Nora et al., 2019).
Dies liegt vor allem bei fehlender Antibiotika-Selektion vor, die bei der Etablierung groR3skaliger
Prozesse nicht wirtschaftlich sind, was schlussendlich zu einem Plasmidverlust und einem
Expressionsstop fihrt. Eine Mdoglichkeit, dies zu verhindern besteht in der chromosomalen
Integration der BSG (Loeschcke und Thies, 2020).

[.3.1.2 Chromosomale Integration zur Konstruktion stabiler Produktionsstdmme

Der Aufbau einer grolen Sammlung von Plasmiden zur Expression von Genen und die
Vereinheitlichung mit Hilfe der SEVA-Sammlung haben dazu gefiihrt, dass die Etablierung
biosynthetischer Prozesse in P. putida KT2440 in kurzer Zeit bewerkstelligt werden kann (Martinez-
Garcia et al., 2020). Jedoch ist eine Grundvoraussetzung flir die Etablierung von
Produktionsstdmmen fiir groRskalige Prozesse die genetische Stabilitat (Yang, 2007; Khalidi et al.,
2016; Ademakinwa et al., 2017). Wie beschrieben, sind bislang bestehende Systeme oftmals
Plasmid-basiert und missen somit unter standigem Selektionsdruck, z. B. durch ein Antibiotikum,
gehalten werden, was einen zusatzlichen Kostenfaktor im Produktionsprozess darstellt. Zusatzlich
kann die Plasmid-basierte Expression zur Heterogenitat der Produktion beitragen sowie zu nicht
reproduzierbaren Produktionstitern fiilhren (Mairhofer et al., 2013; Binder et al., 2017; Vogl et al.,
2018). Hier stellt die Genomintegration von BSG eine geeignete Alternative dar (Loeschcke und
Thies, 2020). Diese sorgt dafiir, dass aufgrund von ausgeglichener Verteilung von Genen die
Kopienzahl in allen Zellen nahezu identisch ist und sich somit auch zwischen verschiedenen
Kultivierungsansatzen nur geringflgig unterscheidet. Zudem sorgt die Integration des
biosynthetischen Clusters in das Genom des Wirtes flir eine stabile Weitervererbung der

genetischen Information (de Lorenzo et al., 1998; Mi et al., 2016). Um ein Fragment stabil in das
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Genom eines Wirtes einzubauen gibt es zwei zentrale Methoden, die unterschieden werden — die
randomisierte und die zielgerichtete (Loeschcke und Thies, 2020).

Bei der randomisierten Integration werden genetische Elemente an einen zufalligen Locus im Genom
des Wirtsorganismus integriert. Diese Zufallsintegration, bspw. durch Einsatz von Transposons
(z. B. mariner Transposons oder Tn5-Transposon; Choi und Kim, 2009), erzeugt eine Bibliothek von
Klonen, aus der die am besten geeigneten Stamme entweder durch Nachweis des spezifischen
Produktes ggf. Gber eine Kopplungsreaktion oder durch Auslesen eines Transkriptionsreporters
(z. B. Fluoreszenz-basiert liber Proteine wie GFP) identifiziert werden kénnen (Nikel und de Lorenzo,
2013b; Gemperlein et al., 2017). Solche Strategien konnten genutzt werden um eine geeignete Stelle
im Genom zu finden, die zur stabilen Produktion der gewiinschten Proteine fiihrt (Domrdse et al.,
2019). Ein entsprechendes Werkzeug, welches sich besonders fiir gréRere biosynthetische
Gencluster eignet, ist das transfer und expression-System, das yeast recombinational cloning
ermoglicht (yYTREX-System; Domrése et al., 2017; Abb. I-5) und eine Weiterentwicklung des zuvor
publizierten TREX-Systems darstellt (Loeschcke et al., 2013).
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Abb. 1-5: Das Funktionsprinzip des yTREX-Systems zur randomisierten Integration biosynthetischer Gencluster (aus
Domrdése et al., 2017)

A: Aufbau des yTREX-Vektors und Zusammensetzung der yTREX-Kassetten. Das yTREX-System besteht aus zwei Genkassetten,
der L-yTREX- (orange) und der R-yTREX- (griin) Kassette. Innerhalb der L-yTREX Kassette befindet sich ein oriT (beinhaltet mob-
Gen/ Konjugations-Erkennungssequenz), dem Konjugationsursprung zum Transfer in einen beliebigen Wirt, und dem linken Tn5-
Insertionselement (IE). Die R-yTREX-Kassette beinhaltet ein Antibiotikaresistenzgen, das rechte Tn5-Insertionselement sowie das
Gen kodierend fiir die Tn5-Transposase (fnp5). L- und R-yTREX flankieren die cluster integration site (CIS), in der sich eine
Erkennungssequenz fur die Homing-Endonuklease (I-Scel) befindet, die zur Linearisierung des Vektors genutzt wird. Mittels
homologer Rekombination in Hefe (H), kann an dieser Stelle ein gewiinschtes biosynthetisches Cluster in den Vektor integriert
werden. Zur Replikation und Selektion in uracildefizienten Hefen, befinden sich auf den Vektorriickgrat neben dem
Replikationsursprung (pMB1 ori) und dem Selektionsmarkergen (aphll-KmR) firr E. coli (E) die Replikationseinheit (CENARS) aus
S. cerevisiae bestehend aus dem Centromer des Chromosoms IV (CEN4) sowie der autonom replizierenden Sequenz (ARS7)
sowie das zur Selektion bendtigte URA3-Gen.

B: Fir die chromosomale Integration wird zunachst der konstruierte yTREX- Vektor in einen Donorstamm transformiert und durch
Konjugation in einen Rezipienten Uberfiihrt (I). AnschlieBend erfolgt die Integration des biosynthetischen Clusters durch die
Tn5-Transposase (ll), wobei das Plasmid, aufgrund des nicht kompatiblen Replikationsursprungs, im Expressionswirt nicht repliziert
wird. Die Expression der Gene erfolgt nun iber zwei Méglichkeiten: Die eine Moglichkeit besteht in der Expression des Genclusters
mit Hilfe der integrierten T7-Promotoren in einem Wirt, der das Gen kodierend fur die T7-RNA-Polymerase beinhaltet (l1.1), die
zweite in der Expression des Genclusters durch einen nativen Promotor, der am Ort der Integration vorliegt (111.2).

C: Die Hefe-basierte Rekombinations-Klonierung bietet verschiedene Mdglichkeiten - Die Klonierung eines Gen-Clusters in seiner
nativen Form (links), als manipulierte Variante, z. B. mit Gen-Deletionen (Mitte), oder mit zusatzlich eingeschlossenen Elementen
wie Transkriptionsreportergenen (rechts). Die verwendete Abbildung ist unter der Creative-Commons-Lizenz (CC-BY-NC-ND 4.0)
geschtzt.

Die Grundlage des yTREX-Systems ist ein Plasmid mit zwei Genkassetten, der L- und R-yTREX
Kassette (Abb. I-5 (A)). Zur Umsetzung der TREX-Anwendung muss zunachst das betreffende

Gencluster von beiden Seiten mit den yTREX-Kassetten markiert werden. Dabei steht das ,y* fur
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yeast (Hefe), wodurch zur Klonierung des Genclusters keine strikte Endonuklease-basierte
Klonierung, sondern die homologe Rekombination in Saccharomyces cerevisiae genutzt werden
kann (Ma et al., 1987). S. cerevisiae ist in der Lage, DNA-Doppelstrangbriiche zu reparieren und
somit bspw. zwei DNA-Fragmente mit Uberhdngenden homologen Bereichen von mind. 30 bp zu
verkniipfen (Oldenburg et al., 1997). Durch diese Eigenschaft wird es moglich, die gewlinschten, mit
Uberhangenden Bereichen fir die R- oder L-yTREX Kassette amplifizierten BSG mittels homologer
Rekombination im yTREX-Vektor zu verknipfen (Domrése et al., 2017). Der Selektionsmarker fir
S. cerevisiae ist das URA3-Gen, welches fiir das Enzym ODC kodiert und ein wichtiges Element zur
Bildung von Uracil, u. a. ein Baustein der RNA, darstellt (Harris et al., 2000). Das Fehlen der ODC
bewirkt, dass der Uracil-auxotrophe S. cerevisiae-Stamm VL6-48 (Kouprina et al., 1998) nur mit
erfolgreich transformiertem Vektor auf Uracil-freien Medien wachsen kann. Zudem besitzt der Vektor
auch einen ori, oriT sowie Selektionsmarker flr E. coli, um eine Amplifikation und Konjugation zu
ermdglichen. Nach Ubertragung in ein Gram-negatives Wirtsbakterium (Abb. I-5 (B)) wie P. putida
KT2440 wird das betreffende durch Insertionselemente (IE) flankierte Gencluster durch die
Tn5-Transposase randomisiert in dessen Genom integriert. Final kann die gezielte Expression aller
integrierten Gene entweder durch zwei T7-Promotoren oder im Fall eines Genclusters, das aus
unidirektional orientierten Genen besteht, durch Expression Uber einen chromosomalen Promotor
realisiert werden. Besonders flir groRe biosynthetische Cluster ist diese Klonierungs- und
Expressionsstrategie von Vorteil (vgl. Abb. I-5 (C)), da Sie zum einen die Klonierung grofer BSG
vereinfacht aber auch die Neuarrangierung und das Hinzufligen alternativer Gene bzw. Reporter
ermoglicht (Domrése et al., 2017).

Zufalls-basierte Integration ist jedoch nicht fiir alle Anwendungen von Vorteil und stellt je nach
Nachweisbarkeit des produzierten biologischen Produktes einen groRen Aufwand im Screening der
erzeugten Stammbibliothek dar (Loeschcke und Thies, 2020). Eine Mdglichkeit, die Variabilitat der
Transposon-Insertion zu vermeiden und zusatzlich die Lage des interessierenden DNA-Segments
zu fixieren, ist die zielgerichtete Integration an einen bestimmten Locus im Genom. Diese besitzt den
Vorteil, dass keine grof3e Bibliothek getestet werden muss. Zudem kann durch den Einsatz eines
bekannten Promotors, welcher bereits flr die Eignung der Expression des gewiinschten Gencluster
getestet wurde, ein stabiler Produktionsstamm in kurzer Zeit erzeugt werden (Zobel et al., 2015). Fir
eine zielgerichtete Integration kénnen verschiedene Strategien eingesetzt werden:

Neben der Integration biosynthetischer Cluster in spezifische Loci innerhalb des Chromosoms,
bspw. durch Adressierung von attB-Sequenzmotiven mit Hilfe der IntB13-ortspezifischen
Rekombinase (Zhang et al., 2020) oder der Verwendung sogenannter landing patches, bspw.
CRAGE (Wang et al., 2019a), die es ermoglichen, wirtunabhangig eine spezifische Stelle, die vorher
mit diesem patch bestlckt wurde, zu adressieren, gibt es die Mdéglichkeit der Tn7-Transposition
(Choi et al., 2005; Loeschcke und Thies, 2020).

Die bakterielle Tn7-Transposase (Barth et al., 1976) zeichnet sich durch die Fahigkeit aus mit hoher
Transfereffizienz in eine bestimmte Stelle, die als attachmentTn7- oder kurz attTn7-Stelle bezeichnet

wird, zu integrieren. Diese Sequenz kommt im Genom der meisten Bakterien nur einmal, héchstens
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zweimal vor (Choi et al., 2005). Sie grenzt im Falle von P. putida KT2440 (und vielen anderen
Prokaryoten) an das g¢g/ImS-Gen (Glutamin-Fructose-6-phosphat-Aminotransferase) an, das
essenziell ist, wodurch ein Verlust dieser Stelle etwa durch Rekombinationsereignisse
unwahrscheinlich ist (Choi et al., 2005). Zudem befindet sich die atfTn7-Stelle oftmals in der Nahe
des chromosomalen Replikationsursprungs, auf welche Weise die genetische Information zur
meisten Zeit des bakteriellen Wachstums, aufgrund der fortlaufenden Zellteilung und
DNA-Replikation, mindestens in zweifacher Kopie vorhanden ist (Slager und Veening, 2016; Chaves
et al., 2020) und aus diesem Grund besonders stark transkribiert werden kann (Craig, 1996). Die
Transposition erfolgt durch Ausbildung eines Multiprotein-Nukleo-Komplexes, welcher aus den
Proteinen TnsABCD, den Transposon-Enden und der Ziel-DNA besteht. AnschlieRend erfolgt die
Integration in die attTn7-Stelle mittels einem nicht-replikativen cut-and-paste-Mechanismus, bei dem
das Transposon zuerst ausgeschnitten und anschlieRend integriert wird (Craig, 1996). Dieses
Prinzip wurde in vielen Studien zur Stammerzeugung genutzt, um bspw. einen Vergleich von
Promotorstarken oder Biosensormodulen zu erméglichen (Lambertsen et al., 2004; Choi und
Schweizer, 2006; Damron et al.,, 2013; Bruckbauer et al., 2015). Das bekannteste
Tn7-Integrationssystem ist das mini-Tn7 Transposon, welches zusammen mit einem
Transposaseplasmid Uber ein spezielles Verfahren, der four-parental-mating Konjugation mit E. coli
Helferstdmmen und -plasmiden, zur chromosomalen Integration in die attTn7-Stelle genutzt werden
kann (Choi und Schweizer, 2006).

Leider sind, im Gegensatz zu dem SEVA-System der Plasmidvektoren, Bemihungen, die die
Standardisierung der chromosomalen Integration von genetischen Elementen in Pseudomonas
ermoglichen, noch nicht weit fortgeschritten, sodass eine vollstdndige Kompatibilitdt und
Interoperativitdt zwischen verschiedenen Forschungsgruppen noch nicht gewahrleistet ist
(Martinez-Garcia und de Lorenzo, 2017).

Jedoch bietet diese breite Palette an genetischen Werkzeugen viele Mdglichkeiten, ein gewlinschtes
Gencluster zu integrieren, wodurch sich das volle Potenzial von P. putida KT2440 zur Produktion

von Naturstoffen wie RL nutzen lasst.

1.3.2 Etablierung von Pseudomonas putida KT2440 als Rhamnolipid-Produzent

P. putida KT2440 wurde in den letzten Jahren zu einer Plattform fiir die heterologe Produktion von
RL entwickelt (Nikel und de Lorenzo, 2018; Loeschcke und Thies, 2020). Neben den zahlreichen
beschriebenen Werkzeugen zur Integration heterologer Gencluster (1.3.1) und zur Manipulation
seiner Erbinformation im Rahmen des metabolic engineering (z. B. pPEMG-System; Martinez-Garcia
und de Lorenzo, 2011), spielt vor allem die hohe Toleranz von P. putida KT2440 gegeniber den
antimikrobiell wirkenden RL eine groRe Rolle. Wahrend das Wachstum von P. aeruginosa oder
E. coli schon bei einer RL-Konzentration von 50 g/L stagniert, zeigt P. putida auch bei einer
extrazellularen Konzentration von 90 g/L unverandertes Wachstum (Wittgens et al., 2011). Ein
robustes Wachstum auch unter hohen RL-Konzentrationen scheint eine wichtige Voraussetzung fur

groRskalige Prozesse zu sein, bei denen hohe Zelldichten und Produkt-Titer erreicht werden sollen
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(Yang, 2007). Ein weiterer entscheidender Vorteil gegeniiber anderen potenziellen Produzenten fiir
RL liegt in seinem gut studierten Metabolismus (Sudarsan et al., 2014), der es erlaubt, diesen gezielt
zu steuern. Beispielsweise kann hierdurch die Verwendung geeigneter Kohlenstoffquellen, die
Eliminierung konkurrierender Pfade, die Ankurbelung des Primarstoffwechsels zur Bereitstellung
ausreichender Mengen an Edukten oder die Verbesserung der Expression des Operons
implementiert werden (Wittgens et al., 2011; Martinez-Garcia et al., 2014; Tiso et al., 2016; Abb. 1-6).

) B Energieintensive und konkurrierende

Biosynthesewege

A metabolic flux zur Bereitstellung von Rhamnolipid-Vorstufen
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Abb. 1-6: Pseudomonas putida KT2440 als Chassis fiir die heterologe Produktion von Rhamnollplden
Kohlenstoffmetabolismus und konkurrierende Stoffwechselwege (modifiziert nach Tiso, 2016; Tiso et al., 2016).

A: P. putida besitzt einen gut studierten und einzigartigen Kohlenstoffmetabolismus, der es erlaubt, gezielte Optimierungen
vorzunehmen (Nikel et al., 2015; Kohlstedt und Wittmann, 2019). Statt des linearen Embden-Meyerhof-Parnas (EMP)-Weges fur
die Degradation von Hexosen wie D-Glucose, besitzt das Bakterium einen zyklischen zentralen Kohlenstoffmetabolismus aus
Elementen des Entner-Doudoroff (ED)-Weges, des Pentose-Phosphat (PP)-Weges und der Gluconeogenese, erganzt durch eine
Vielzahl zytoplasmatischer und periplasmatischer Oxidations- und Phosphorylierungsreaktionen. Die Edukte dTDP-L-Rhamnose
und (R)-3-Hydrocyacyl-ACP, die zur RL-Synthese bendtigt werden, kdnnen aus D-Glucose in P. putida KT2440 dargestellt werden.
B: Ziele zur Optimierung des metabolischen Flusses der RL-Biosynthese sind zum einen konkurrierende Produktionslinien wie
bspw. die Bildung der Polyhydroxyalkanoate (PHA) oder der Alginate, die aus Edukten der RL-Biosynthese gebildet werden. Zudem
sind energieintensive Biosynthesewege, wie die Ausbildung der Exopolysaccharidschicht (EPS), des Flagellums, der
Adhasionsproteine LapA und LapF sowie der Pyoverdine (PVD), potenzielle Ziele zur Optimierung der allgemeinen fitness und
Leistungsfahigkeit der mikrobiellen Fabrik. Die verwendete Abbildung ist unter der Creative-Commons-Lizenz (CC BY-NC-ND 4.0)
geschtzt.

Hierbei besitzen Bodenbakterien wie P. putida KT2440 eine enorme Flexibilitat bei der Speisung des
zentralen Kohlenstoffmetabolismus. Neben den klassischen Stoffwechselwegen wie dem Embden-
Meyerhof-Parnas (EMP)-Weg, der Glycolyse, dem Pentose-Phosphat (PP)-Weg und dem
Krebszyklus, besitzt  Pseudomonas  einen zusatzlichen zentralen Pfad, den
Entner-Doudoroff-(ED)-Weg, der den EMP-Weg ersetzen kann. Diese Kombination aus Enzymen
des ED-, EMP- und PP-Weges bildet eine einzigartige kreisférmige Architektur und wird auch als
EDEMP-Zyklus bezeichnet (Nikel et al., 2015; Kohlstedt und Wittmann, 2019). Zusatzlich besitzt
P. putida KT2440 eine mannigfaltige Ausstattung zytoplasmatischer und periplasmatischer
Oxidations- und Phosphorylierungsreaktionen, die es erlauben, D-Glucose sowohl im Zytoplasma

durch eine Glucokinase als auch im Periplasma durch eine Glucosedehydrogenase zu D-Gluconat
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zu oxidieren und somit als Substrat zuganglich zu machen (Sudarsan et al., 2014). Im zweiten Fall
wird D-Gluconat entweder durch eine Gluconokinase zu 6-Phospho-D-gluconat phosphoryliert und
Uber den ED-Weg in 6-Phospho-D-gluconat, Pyruvat und D-Glyceraldehyd-3-P umgewandelt, oder
durch eine Dehydratase weiter zu 2-Keto-D-gluconat oxidiert (Sudarsan et al., 2014; Nikel et al.,
2015). 2-Keto-D-gluconat wird anschlielend durch eine 2-Ketogluconatkinase zu 2-Keto-D-gluconat-
6-P phosphoryliert und durch eine 2-Ketogluconat-6-P-Reduktase zu 6-Phospho-D-gluconat
reduziert. Somit fuhren alle Stoffwechselwege zu 6-Phospho-D-gluconat, die durch den ED- und
PP-Weg weiter metabolisiert werden kénnen (Sudarsan et al., 2014; Nikel et al., 2015). Hierbei sind
die Stoffwechselwege der Edukte fir die RL-Synthese, dTDP-L-Rhamnose und
(R)-3-Hydroxyfettsauren, eng mit diesem zentralen Metabolismus verknipft (Soberén-Chavez et al.,
2005; Muller und Hausmann, 2011; vgl. Abb. 1-6 (A)).

Die Bildung des Eduktes dTDP-L-Rhamnose wird in flinf aufeinanderfolgenden Schritten aus D-
Glucose-6-Phosphat (G6P), welches entweder aus extrazellularer D-Glucose Uber die Glucokinase
GIk, aus dem ED-Weg oder der Gluconeogenese bereitgestellt wird, durch die Enzyme Pgm und
RmIABCD (in P. putida KT2440 als RfbABCD annotiert) katalysiert (Soberon-Chavez et al., 2005;
vgl. Abb. I-6 (A); ). Zunachst erfolgt die Umsetzung zu D-Glucose-1-Phosphat (G1P)
durch die Phosphoglucomutase (Pgm; Zielinski et al., 1991; Ye et al., 1994; Wittgens, 2013), wobei
P. putida KT2440 insgesamt drei Phosphomanno- bzw. glucomutasen besitzt (XanA, PP_3578 und
PP_5288), die fiir diesen ersten Syntheseschritt verantwortlich sein kénnten (Wittgens, 2013).
Anschlielend folgt dessen Veresterung mit Desoxythymidintriphosphat unter Abspaltung eines
Diphosphats zu dTDP-D-Glucose durch RmIA (Blankenfeldt et al., 2000). Es folgen die Bildung von
TDP-4-ox0-6-desoxy-D-Glucose durch RmIB, eine Epimerisierung zu dTDP-4-oxo-L-Rhamnose und
schliel3lich eine Reduktion zu dTDP-L-Rhamnose durch RmIC und RmID (Graninger et al., 1999;
Rahim et al., 2000; Allard et al., 2001; s. a. Wittgens, 2013). Konkurrierend zur Bereitstellung von
dTDP-L-Rhamnose fiir die Bildung von RL und somit ein direktes Ziel flir metabolic engineering (vgl.
Abb. I-6 (B)) sind Biosynthesewege, die zur Ausbildung von Bestandteilen der Exopolysaccharide
(EPS) bendtigt werden (Wang et al., 2014a). Die Alginat-Synthese erfolgt durch Pgm sowie den
Genprodukten des alg-Genclusters und verwendet ebenfalls Edukte aus der Glycolyse (Olvera et
al., 1999). Die dTDP-L-Rhamnose und das Zwischenprodukt dTDP-D-Glucose werden auch zur
Ausbildung der LPS verwendet (Rahim et al., 2000; Poon et al., 2008; s. a. Wittgens, 2013).

Zur Bildung des Edukts (R)-3-Hydroxyacyl-ACP innerhalb des Typ-II-Fettsauresynthase (FASII)-
Zyklus (vgl. Abb. 1-6 (A); ), wird zunachst die Bildung von Acetoacetyl-ACP und
Malonyl-ACP aus Acetyl-CoA durch FabH und ACCC/FabD katalysiert (Tsay et al., 1992; Lépez-
Lara und Geiger, 2010). Anschlief3end beginnt die zyklische Verlangerung der Fettsaurekette, indem
ein Manoyl-ACP durch FabB oder FabF ausgehend von einem initialen Acyl-ACP zu einem
3-Ketoacyl-ACP kondensiert wird. Dieses wird durch FabG zu (R)-3-Hydroxyacyl-ACP (Edukt der
RL-Biosynthese) reduziert. Im Anschluss erfolgt eine Dehydratation zu trans-2-Enoyl-ACP durch
FabA oder FabZ und eine Reduktion zu Acyl-ACP durch FabV (Wittgens, 2013). Dies wird nun erneut
mit Manoyl-ACP durch FabB oder FabF kondensiert und der Zyklus beginnt von vorne (Lopez-Lara
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und Geiger, 2010; s. a. Wittgens, 2013; Tiso, 2016). Wahrend lange Zeit der Weg liber Acetyl-CoA
zum FASII-Zyklus als Quelle der Fettsauren zur RL-Synthese diskutiert wurde, zeigten jedoch
kirzlich invivo durchgefiihrte Untersuchungen zur lIsotopenverfolgung auf, dass auch die
-Oxidation (vgl. Abb. 1-6 (A); ) der Hauptlieferant von Lipidvorlaufern fiir RL
sein konnte (Zhang et al., 2012; Dulcey et al., 2019). In direkter Konkurrenz (vgl. Abb. -6 (B)) um
die (R)-3-Hydroxyacyl-ACP steht die Synthese der Polyhydroxyalkanoate (PHA), welche als Granula
im Cytoplasma akkumulieren und die Bildung Uber die Transacylase PhaG und die
Poly(3-hydroxyalkanoat)-Synthasen PhaC1/2 katalysiert wird (Choi et al., 2011; Wittgens et al.,
2011; Tiso et al., 2016). Fir die Synthese von PHA werden, ahnlich wie fiir die Produktion von RL,
Ce- bis C1o-Fettsauren verwendet (Choi et al., 2011; Wittgens, 2013). Tiso et al., 2016 zeigte, dass
der knockout der PHA-Synthese zu einer verbesserten RL-Produktion fiihrte. Weiterhin dienen die
(R)-3-Hydroxyfettsaure-Intermediate der Biosynthese von Lipid A der LPS (Raetz und Whitfield,
2002; Wittgens, 2013).

Neben dem metabolic engineering als Schliisselstrategie zur Verbesserung der Produktbildung
durch spezifische Flussanderungen, gibt es auch den Ansatz, energieintensive zellulare Funktionen
durch grofl¥flachige genomische Deletionen zu modifizieren und ein optimiertes Chassis zu kreieren
(Liang et al., 2020). Hierbei werden in dem anthropogenen biotechnologischen Produktionsprozess
einige Eigenschaften, die in der natlirlichen 6kologischen Nische zur Vitalitat beitragen, nicht
bendtigt (Nikel et al., 2014b; Nikel und de Lorenzo, 2018). In der Vergangenheit haben gezielte
Genomreduktionen u. a. zu einer erhdhten genetischen Stabilitat, einer verbesserten fitness unter
stressauslosenden Bedingungen, erhdohten Wachstumsraten und Biomasseertragen sowie zu einer
gesteigerten heterologen Genexpression in P. putida KT2440 gefuhrt (Chang et al., 2007;
Umenhoffer et al., 2010; Martinez-Garcia et al., 2014a, 2015; Lieder et al., 2015).

Ein Ziel ist bspw. die Ausbildung der Biofilmmatrix, die gréRtenteils mit zwei Adhasinen (LapA und
LapF) und vier EPS-Bestandteilen (PeA, PeB, Alginat und Cellulose) assoziiert ist (Gulez et al.,
2014; Liu et al., 2019). LapA ist fur die anfangliche Biofilmbildung essenziell (Espinosa-Urgel et al.,
2000; Hinsa et al., 2003), wahrend LapF an Zell-Zell-Wechselwirkungen und der Reifung des
Biofilms beteiligt ist (Martinez-Gil et al., 2010). Alginat und Cellulose haben hingegen bei der
Etablierung von Biofilmen unter vollstandig hydratisierten Bedingungen eine Relevanz und PeA und
PeB bei der Stabilitat des Biofilms (Nilsson et al., 2011). Insbesondere die Eliminierung der in der
lap-Region kodierten groRen Adhasionsproteine LapA und LapF fihrt nachweislich zu einer
verminderten Belastung des Energieflusses, da sie mit 8682 bzw. 6310 Aminosduren die beiden
groBten Proteine in P. putida KT2440 sind (Martinez-Gil et al., 2010).

Weitere Ziele sind energieintensive bakterielle Fortbewegungsmaschinerien, wie bspw. die Flagelle,
die unter biotechnologischer Prozessflihrung nicht benétigt werden (Westers et al., 2003; Martinez-
Garcia et al., 2014c). Bei P. putida KT2440 erhdht bspw. die Eliminierung des Flagellar-Clusters die
Wachstumsrate in Schuttelkolbenkulturen um 24% (Lieder et al., 2015). Durch Kombination
mehrerer Eliminierungen lasst sich so ein Stamm erzeugen, der optimal auf die heterologe

Genexpression angepasst ist. Zum Beispiel ergab die simultane Eliminierung von Flagellen,
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Prophagen, Transposons und DNA-Restriktionsmodifikationssystemen in P. putida KT2440 den
Stamm EM383, ein Chassis mit einem um 4,3% reduzierten Genom (Martinez-Garcia et al., 2014b).
Dieser Stamm zeigte im Vergleich zum Wildtyp héhere Biomasse-Ausbeutekoeffizienten, einen
verbesserten Energiefluss sowie eine erhéhte heterologe Genexpression. Darlber hinaus hatte
P. putida KT2440 EM383 eine erhohte fitness und Toleranz gegeniber oxidativem Stress
(Martinez-Garcia et al., 2014b). Aber auch Optimierungen, die die Bildung stérender Beiprodukte
verhindern, bspw. der Pyoverdine (PVD) in P. putida KT2440, die aufgrund ihrer Fluoreszenz in
kolorimetrischen Screenings interferieren konnten, sind potenzielle Ziele im Rahmen der
heterologen RL-Produktion (Choi et al., 2018). Dennoch sollte beachtet werden, welche
Eigenschaften entsprechend den Prozessbedingungen und -zielen erwiinscht und entbehrlich sind.
Denn die Natur bietet auch oft Losungen fir 6ékologische Herausforderungen, die auch wahrend
biotechnologischer Prozesse auftreten kdnnen, wie z. B. Toleranzmechanismen zur Bewaltigung
von Substrat- oder Produkttoxizitat (Gulez et al., 2014).

Die meisten der bislang durchgefiihrten Studien zur RL-Produktion in P. putida KT2440
beschrankten sich auf die Expression der mRL-BSG (Tiso et al., 2017a; Tab. 1-3). Behrens et al.,
2016a haben dabei gezeigt, dass die Einfihrung der rhi-Gene aus P. aeruginosa die gleiche
RL-Kongenerenverteilung bei P. putida KT2440 zeigte (Behrens et al., 2016b, c).

Tab. 1-3: Zusammenfassung ausgewahiter Anséatze zur Integration des Rhamnolipid-Operons und Herstellung
rekombinanter Monorhamnolipide in Pseudomonas putida KT2440 (modifiziert nach Tiso et al., 2017a; Loeschcke und
Thies, 2020).

Zur Beschreibung der Produktionsstrategie wurde zwischen Voll- und Minimalmedium unterschieden, sowie die fur die RL-
Produktion verwendete Kohlenstoffquelle, die Kultivierungsdauer zur Erreichung des maximalen Titers und die Kultivierungsart
aufgelistet.

Expressionswirt Expressionsstrategie Produktionsstrategie :::::T:/If]r Referenz

P. putida KT2442 Plasmid Prac, rhiAB o hvzgm\ii'r‘:“;glg/z ﬁj':tce‘iiziben 0,6 OChS;;;_ft al,
LT | g | Pt | o 2%
[T | | e | gt
P. putida KT2440 Plasmid P"";Z’;\R;;T”' o hV Eﬂlr;s:je'r”ur:gsz‘; ﬂ‘t’f;:('glben 1,68 Cao etal,, 2012
sz | v | Pl | Mo om et gy | e
P. putida KT2440 Plasmid Py, rhiAB ngﬁnil?ki?;:grjnz %Bi')‘r‘;;‘:’teor 2,15° Be”;gise; al,
P. putida KT2440 Plasmid Psyn, rhIAB - X"K'L'E?le'e“r:'nglg?ﬁ:{;ﬁ:ben 3.2 Tisgoeltsa"'

P. putida KT2440 Plasmid Psyn, rhIAB MinimaImsgirl:T;Ei'fi?rgrléc;o;zng;?% (w/v); 14,9 Be”;g;g; al,
P. putida KT2440 Plasmid Py, rhiAB 5'\(;' ir': 'E:jt'lmwzfl'::; ;’C;‘:ttGe 'I‘I‘(Z‘I’ggn 0,83 N°;' Oeltga"'

@ maximale Konzentration der Schaumfraktion
b evolvierter, genetisch manipulierter Stamm mit der Fahigkeit Xylose zu metabolisieren

Hierbei unterscheiden sich die resultierenden Titer stark im Hinblick auf das jeweilige
Expressionssystem und die Produktionsstrategie. Beispielsweise wurde gezeigt, dass die
Optimierung des metabolischen Flusses durch knockout des phaC-Gens, welches zur Bildung der
PHA bendétigt werden, zu einer Steigerung der RL-Produktion flhrt (Wittgens et al., 2011). Zudem

fihren unterschiedliche Expressionsstrategien des ca. 2 kbp-grofden Operons zu unterschiedlichen
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Ergebnissen. Den hochsten Titer erreichte bislang Beuker et al., 2016a mit einem rekombinanten
System und einem Titer von 14,9 g/L (Ausbeute: 10 mg/g Glucose) unter Anwendung synthetischer
Promotor-kontrollierter Expression von rhiAB in P. putida KT2440. Der bemerkenswert hohe Titer
hier lasst sich vermutlich durch die Hochzelldichtekultivierung und den Einsatz von 15 g/L
Antischaum-Materialen erklaren. Weiterhin wurde gezeigt, dass alternative Kohlenstoffquellen zur
Etablierung neuer Stoffwechselkapazitaten sowie die chromosomale Integration zur Expression als
alternative Strategien zur RL-Produktion eingesetzt werden kénnen (Bator et al., 2020).

Auffallig ist, dass bislang vor allem Plasmide zur heterologen RL-Produktion verwendet wurden. Auf
dieser Basis wurden bspw. der synthetische Hybrid-Promotor P::c (Ochsner et al., 1995; Wittgens et
al., 2011; Wittgens et al., 2017), vollig unterschiedliche synthetische Promotoren (Beuker et al.,
20164, b; Tiso et al., 2016; Wigneswaran et al., 2016; Noll et al., 2019), oder das native Operon aus
P. aeruginosa inklusive rhiRI (Cha et al., 2008; Cao et al., 2012) eingesetzt. Ein systematischer
Vergleich verschiedener Expressionskonstrukte in stabilen und Plasmid-freien

Expressionssystemen wurde dabei bislang nicht betrachtet.
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|.4 Zielsetzung

Rhamnolipide sind mikrobiell produzierte Tenside, die als leicht abbaubare und auf Basis
nachwachsender Rohstoffe herstellbare Alternative zu Erddl-basierten Tensiden verwendet werden
kénnen. Allerdings ist die industrielle Nutzung von Rhamnolipiden und anderen mikrobiellen
Tensiden durch hohe Rohstoffkosten, aufwandige Herstellungsprozesse und eine geringe
Produktivitat der Organismen bislang stark eingeschrankt. Aus diesem Grund sind Bestrebungen die
Rohstoff- und Produktionskosten zu senken, Ausbeuten zu erhéhen und Produkteigenschaften zu
optimieren vielversprechende Ansatze, um die Konkurrenzfahigkeit von Biotensiden auf dem Markt
zu verbessern. Im Sinne einer nachhaltigen Biodkonomie sollten in dieser Arbeit verschiedene
Rhamnolipid-Produzenten des vielversprechenden Produktionswirts P. putida KT2440 konstruiert
und hinsichtlich ihrer Rhamnolipid-Produktion evaluiert werden.

Hierzu sollten im ersten Schritt als notwendige Grundvoraussetzungen fir solche Studien
Werkzeuge (i) zur Stammerzeugung, Online-Verfolgung der Zielgenexpression und schnellen
Quantifizierung der Rhamnolipid-Produktion etabliert werden. Dies umfasst eine toolbox zur
effektiven Konstruktion und zum Screening von Rhamnolipid-Produzenten. Die Erzeugung
verschiedener Expressionskassetten von Rhamnolipid-Biosynthesegenen sollte hierbei
standardisiert werden, indem auf Basis des TREX-Systems eine generalisierte Strategie zur
Integration von Expressionskassetten in die atfTn7-Stelle in bakteriellen Genomen verfolgt wird.
Dieses ermoglicht es, verschiedene Promotoren und Gene modular und schnell auszutauschen und
sie aufgrund der Standardisierung direkt miteinander zu vergleichen. Hierzu sollen verschiedene
Transkriptionsreporter hinsichtlich der Verfolgbarkeit der Expression und der Nutzbarkeit als Online-
Sensor wahrend der Kultivierung untersucht werden.

Mithilfe dieser Werkzeuge sollten P. putida KT2440-Produktionsstdmme mit verschiedenen
Expressionsmodulen zur Rhamnolipid-Produktion (ii) konstruiert und anschlieRend vergleichend
evaluiert werden. Hierbei sollen verschiedene bekannte konstitutiv aktive, putativ in der stationaren
Wuchsphase aktive sowie induzierbare Promotorsysteme fiir P. putida KT2440 in Kombination mit
den P. aeruginosa PAO1 Genen rhIAB verglichen werden. Betrachtete Zielparameter sind das
Wachstum, das Induktionsverhalten, die Transkript- und Monorhamnolipid-Akkumulation sowie die
Stabilitat der Produktion. Ziel ist es, einen sehr stabilen Produktionsstamm zu generieren, der im
Labormalistab hohe Produktionstiter (> 1 g/L oder hdher) liefert.

Abschlieend sollten fiir den vielversprechendsten Kandidaten die Rhamnolipid-Produktion bzgl. der
zuvor genannten Parameter optimiert werden (iii), indem u. a. die Auswirkungen zusatzlich
exprimierter Gene z. B. zur Vorlaufermolekilsynthese untersucht werden.

Zudem sollten weitere mogliche Anwendungen dieses Systems initial getestet werden (iv), z. B.
durch Austausch von rhIAB durch Glycosyltransferasegene aus anderen Organismen zur Erzeugung
alternativer Glykolipide. Abschlie3end sollen Zukunftsstrategien zur Verbesserung der Rhamnolipid-

Produktion ermittelt werden
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[l Material und Methoden

Alle Experimente mit biologischen und chemischen Arbeitsstoffen wurden entsprechend der
Definition in der Biostoff- und Gefahrstoffverordnung (BioStoffV; GefStoffV) durchgefihrt. Bei der
Arbeit mit gentechnisch veranderten Organismen (GVO) wurden die im Gentechnikgesetz (GenTG)
und in der Gentechnik-Sicherheitsverordnung (GenTSV) angegebenen Sicherheitsmallnahmen

berucksichtigt.

Il.1 Biologische, chemische und technische Materialien

Die Lagerung und Entsorgung der biologischen und chemischen Materialien erfolgte anhand der in
den jeweiligen Sicherheitsdatenblattern angegeben Richtlinien im IMET, HHU. Alle experimentellen
Daten wurden auf den jeweiligen Geraten und zusatzlich in dem Forschungszentrum Jilich internen

Serversystem gespeichert.

I1.1.1 Vektoren, Stamme und Oligonukleotide

Die verwendeten Vektoren wurden aus der Sammlung des IMET, Heinrich-Heine Universitat

Dusseldorf oder Giber Kooperation mit dem iAMB, RWTH Aachen bezogen.

Tab. II-1: Uberblick iiber die verwendeten und erzeugten Vektoren.

Bezeichnung | Relevante Eigenschaften | Referenz
Vektor-Riickgrat
YCp50-poly-Km*R CENARS, pMB1 ori, Km®, SC_URA3, Piac Domrose et al. 2017

Weihmann, IMET,
nicht veroéffentlicht
yTREX YCp50-poly-KmR, L- & R-TREX (oriT, Tn5-L, P17, CIS, P17, Tck, Tn5-R, tnp5) Domrose et al. 2017
Weihmann, IMET,

YCp50-poly-Amp* CENARS, pMB1 ori, Km®, SC_URA3, Piac

yTREX-Amp* YCp50-poly-Amp®, L- & R-TREX (oriT, Tn5-L, Prs, CIS, P17, Tc?, Tn5-R, tnp5) nicht veraffentlicht
pVLT33 PRSF1010 ori, oriT, Km*, EC_lacl, Prac de Lm;gé; etal,
pUC18-mini-GM pMB1 ori, AmpF, FRT-L, Tn7-L, Gm®, Tn7-R, FRT-L Choi et al., 2005
diese Arbeit;
pMK-RQ-YT_core ColE1 ori, KmF, Tn7-L, YT_core, Tn7-R (Gensynthese) Weihmann, IMET, w0
nicht veréffentlicht | §
pPTNS1 pR6K A pir ori, Amp®, tns7ABCD Choi et al., 2005 %‘
c Promotoren und Gene K]
g pPBNTmcs(t)Km pBBR1 ori, Km®, Pnagaa, CT_nagR Verhoef et al., 2010 >
% pAra-final pBR322 ori, oriT, KmF, Psap_GFPmut3, EC_araC, Pwc_EC_araE Binder, 2016
> pSK02 pR6K A pir ori, oriT, Km®, Gm®, Tn7-L, Pg;_BCD2_PA_rhIAB, Tn7-R Bator et al., 2020
pBBR1_BG_rhIABC pBBR1ori, oriT, Tc?, EC_lacZ, Prs, Pac_BG_rhIABC Wittgens, 2013
pASKINt110 f1 ori, ColE1 ori, Cm®, EC_tetR, Prta_EC_eaeA Adams et al., 2005
pVLT33-PA_rhlABC pRSF1010 ori, oriT, KmF, EC_lacl, Ptac_PA_rhIABC Wittgens, 2013
pRhon5Hi-2-eYFP pBBR1 ori, oriT, Cm®, Km®, pelB, Pniss_eYFP Troost et al., 2019
pRhotHi-2-mTag- Endres, IMET,

pBBR1 ori, oriT, Cm®, Km®, pelB, Pr;_mTagBFP2

BFP2 nicht verdéffentlicht
L Hilgers, IMET,
- R 7 ’
pAra-mCherry pBR322 ori, oriT, Km®, Peao_mCherry, EC_araC, Pwc_EC_araE nicht versffentlicht
L Op de Hipt, iAMB,
R R " 2
pLO03 pBR322 ori, oriT, SmR, Spck, PA_algC_full nicht verafrentlicht
pVLT33-PA_algC pRSF1010 ori, oriT, Km*®, EC_lacl, Ptac_PA_algC Wittgens, 2013
pVLT33-PA_rmIBADC pRSF1010 ori, oriT, KmF, EC_lacl, Ptac_PA_rmIBADC Wittgens, 2013
pSBO1 ColE1 ori, oriT, Km®, Ps,ns_PA_rhlA Tiso et al,, 2017b
pWJ02 pBBR1 ori, oriT, Tcf, Psyn1s_PA_rhIABC Tiso et al., 2017b
pPS05 pBBR1 ori, oriT, Tcf, KmF, Ps,n1s_PA_rhIAB Tiso et al., 2016
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Fortsetzung von Tab. lI-1. Die atfTn7-Integration vermitteinden yTREX-foolbox Basisvektoren sind kursiv dargestellt.

YTREX-toolbox

YTREX-toolbox

pYTSKOOK_0x7

pYTSKO1K_0G7

YCp50-poly-KmR, L- & R-TREX (oriT, Tn7-L, CIS | & II, tns7A-D, Tn7-R)

YCp50-poly-KmR, L- & R-TREX (oriT, Tn7-L, CIS | & Il, Gm®, tns7A-D, Tn7-R)

diese Arbeit
diese Arbeit;

(Genbank Accession

Nr. MT522186)

pYTSKO2A_0G7 YCp50-poly-AmpR, L- & R-TREX (oriT, Tn7-L, CIS | & Il, Gm®, tns7A-D, Tn7-R) diese Arbeit
-poly-KmR L- & R- i N R
PYTSKO3K_0G7 YCp50-poly-Km®, L- & R-TREX (oriT, Tn7-L, CIS |, Piac+BCD2+PA_rhIAB, CIS Il, GmF, diese Arbeit
tns7A-D, Tn7-R)
YCp50-poly-KmR, L- & R-TREX (oriT, Tn7-L, CIS |, Prp_4593+BCD2+PA_rhIAB, CIS II, . )
pYTSKO4K_0G7 Gm*, tns7A-D, Tn7-R) diese Arbeit
-poly-Km® L- & R- i - R
PYTSKOSK_0G7 YCp50-poly-KmF, L- & R-TREX (oriT, Tn7-L, CIS |, Pros+BCD2+PA_rhIAB, CIS Il, GmF, diese Arbeit
tns7A-D, Tn7-R)
-poly-KmR L- & R- i - R
PYTSKOGK_0G7 YCp50-poly-Km®, L- & R-TREX (oriT, Tn7-L, CIS |, Prupa+BCD2+PA_rhlAB, CIS Il, GmR, diese Arbeit
tns7A-D, Tn7-R)
-poly-Km® L- & R- i - R
PYTSKO7K_0G7 YCp50-poly-KmF, L- & R-TREX (oriT, Tn7-L, CIS |, Proa+BCD2+PA_rhIAB, CIS Il, Gm*R, diese Arbeit
tns7A-D, Tn7-R)
YCp50-poly-Km?, L- & R-TREX (oriT, Tn7-L, CIS |, Psan/araC+BCD2+PA_rhIAB, CIS II, ) .
pYTSKO8K_0G7 Gm?, tns7A-D, Tn7-R) diese Arbeit
PYTSKOSK_0G7 YCp50-poly-KmF, L- & R-TREX (oriT, Tn7-L, CIS |, rhaPsao/rhaRS/Piac diese Arbeit

pYTSK10K_0G7

rhaT+BCD2+PA_rhlAB, CIS Il, Gm®, tns7A-D, Tn7-R)
YCp50-poly-KmF, L- & R-TREX (oriT, Tn7-L, CIS |, Pragas/nagR+BCD2+PA_rhIAB, CIS
Il, GmR, tns7A-D, Tn7-R)
YCp50-poly-KmF, L- & R-TREX (oriT, Tn7-L, CIS |, Pmus/mtIR+BCD2+PA_rhIAB, CIS I,

Tiso et al., 2020

pYTSK12K_0G7 Gm*, tns7A-D, Tn7-R) diese Arbeit
PYTSK13K_0G7 YCp50-poly-KmR, L- & R-TREX (G()rr;;:: :";‘1577—:,_5?r:;7fi:;A/tetR+BCDZ+PA_rhIAB, cisli, diese Arbeit
PYTSK20K_0G7 YCp50-poly-KmF, L- & R—le’:fs)(lff)g;gr;'zgl;lq(fg’ I_,r:;g-gé;/nagR+BCD2+PA_rh/ABC, diese Arbeit
PYTSK22K_0G7 YCp50-poly-KmR, L- & R-TREX (2:111;,’ I:Z;:_EIISTI;]7P_n;g)Aa/nagR+BCD2+PA_rhIA, CIsll, diese Arbeit
pYTSK31K_1G7 YCp50-poly-Km?®, L- & R-TREX (oriT, Tn7-L, CIS | & Il, eYFP, GmF, tns7A-D, Tn7-R) diese Arbeit
PYTSK33K_1G7 YCp50-poly-KmF, L- & R-TREX (Gor:l", ;2771_,-5i—rl.:7F_‘/F.,{)+BCD2+PA_rhIAB, CIS I, eYFP, diese Arbeit
PYTSK34K_1G7 YCp50-poly-KmR, L- & R—T.‘ZI):'/);;IOrGi'rI;,’RTr;Z;I;A(Eg I-,l_:;?;;93+BCD2+PA_rh/AB, cisl, diese Arbeit
PYTSK35K_1G7 YCp50-poly-KmF, L- & R-TREX (g:;l;,’ I:Z;Z_E[S#é;f§;+BcD2+PA_rhIAB’ CISII, eYFP, diese Arbeit
PYTSK36K_1G7 YCp50-poly-KmF, L- & R-TREX (Z;;F};"I;:Z;II.A,_(;’STI;;;_7,;;7;+BCD2+PA_rhIAB, CIS1l, eYFP, diese Arbeit
PYTSK37K_1G7 YCp50-poly-KmF, L- & R-TREX (g:in'l;{ I:Z;:_EIISTI;];’?;TBCD2+PA_rh/AB, CIS I, eYFP, diese Arbeit
PYTSK38K_1G7 YCp50-poly-KmR, L- & R—TRi);égri;J;i;l.s,7(fql_Sl)I: _I:—iA;_/g)raC+BCD2+PA_rhIAB, cisl, diese Arbeit
PYTSK39K_1G7 YCp50-poly-KmR, L- & R-TREX (oriT, Tn7-L, CIS |, rhaPsao/rhaRS/Pac- diese Arbeit

PYTSK40K_1G7
PYTSK42K_1G7
PYTSK43K_1G7

PYTSK51K_0G7
pYTSK54K_7G7
pYTSK55K_2G7

pYTSK56K_3G7
PYTSK57K_3G7
pYTSK58K_6G7
PYTSK61K_2G7
pYTSK62K_0G7

PYTSK63K_0G7
pYTSK65K_8G7

rhaT+BCD2+PA_rhiIAB, CIS Il, eYFP, GmR, tns7A-D, Tn7-R)
YCp50-poly-KmF, L- & R-TREX (oriT, Tn7-L, CIS |, Pnagas/nagR+BCD2+PA_rhIAB,
CIS Il, eYFP, GmR, tns7A-D, Tn7-R)
YCp50-poly-Km?, L- & R-TREX (oriT, Tn7-L, CIS |, Pmue/mtIR+BCD2+PA_rhlAB, CIS 11,
eYFP, GmR, tns7A-D, Tn7-R)
YCp50-poly-KmR, L- & R-TREX (oriT, Tn7-L, CIS |, Preta/tetR+BCD2+PA_rhIAB, CIS I,
eYFP, GmR®, tns7A-D, Tn7-R)

YCp50-poly-Km®, L- & R-TREX (oriT, Tn7-L, CIS |,
Pragas/nagR+BCD2+PA_rhIAB+PA_rmIBDAC, CIS Il, GmF, tns7A-D, Tn7-R)
YCp50-poly-Km®, L- & R-TREX (oriT, Tn7-L, CIS | & Il, lacZ, Gm®, tns7A-D, Tn7-R)
YCp50-poly-Km®, L- & R-TREX (oriT, Tn7-L, CIS | & Il, mTagBFP2, GmF, tns7A-D,
Tn7-R)

YCp50-poly-KmR, L- & R-TREX (oriT, Tn7-L, CIS | & Il, mCherry, Gm®, tns7A-D,
Tn7-R)

YCp50-poly-KmR, L- & R-TREX (oriT, Tn7-L, CIS |, Pragaa/nagR+BCD2+ PA_rhlAB,
CIS Il, mCherry, Gm®, tns7A-D, Tn7-R)

YCp50-poly-Km?®, L- & R-TREX (oriT, Tn7-L, CIS | & Il, B7088_RS11490, Gm*,
tns7A-D, Tn7-R)

YCp50-poly-Km®, L- & R-TREX (oriT, Tn7-L, CIS |, PnagaasnagR+BCD2+ PA_rhIAB,
CIS Il, mTagBFP2, GmR, tns7A-D, Tn7-R)

YCp50-poly-KmR, L- & R-TREX (oriT, Tn7-L, CIS |, Pragaa/nagR+BCD2+
PA_rhIAB+PA_rmIBDAC+PA_algC full, CIS Il, GmR, tns7A-D, Tn7-R)
YCp50-poly-Km®, L- & R-TREX (oriT, Tn7-L, CIS |,
Pnagacs/nagR+BCD2+PA_rhIAB+PA_rmIBDAC+PA_algC, CIS Il, GmR, tns7A-D, Tn7-R)
YCp50-poly-Km®, L- & R-TREX (oriT, Tn7-L, CIS | & Il, gus, Gm®, tns7A-D, Tn7-R)

Tiso et al., 2020

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit
diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

Expressionsstudien
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Die in dieser Arbeit verwendeten Mikroorganismen lagen in der Stammsammlung des IMET,

HHU-Dusseldorf vor oder wurden durch Kooperation mit dem iAMB, RWTH Aachen bezogen.

Tab. II-2: Uberblick iiber die verwendeten und erzeugten Stimme.

Organismus Stamm Relevante genotypische Merkmale Referenz
£ | 5. cerevisige | VL6-48 MATa, HIS3-A200, TRP1-A1, URA3-52, IYS2, ADE2-101, MET14 K°”p1r;’;89t N
2 S
E E. coli S17-1 recA, thi, pro, hsdR-M* [RP4 2-TcR Mu KmRTn7] TpR SmR Simon et al., 1983 .°E"
>
s i F-®80lacZAM15 A(lacZYA-argF) U169 deoR recAl endA1 hsdR17 (rk, mk.) S
T E. coli DH5a PhoA supE44Amex thil gyrA96 relA1 Hanahan, 1583 >
: P. protegens | Pf-5 Wildtyp Loper et al., 2007
= -
§ P. putida KT2440 Wildtyp (Plasmid-kuriertes Derivat von P. putida mt-2) Bagdaslagguln etal,
°
E P. putida GR18 P. putida KT2440 ApvdAflagAalgAbcsApealApebAlapAAlapF Bator, 2020
P. putida Evosal P. putida KT2440 A.pvdAflagAaIgIAbcsApeaApebAlapAAlapF Dias, 2019
evolviert gegen Salicylattoleranz
P. putida KTssmRL P. putida KT2440 Pg+BCD2+rhIAB, Gm®? Tiso et al., 2020
P. putida KTk P. putida KT2440 GmF, tns7A-D diese Arbeit
P. putida KTsamRL P. putida KT2440 Pnagas/nagR+BCD2+PA_rhlIAB, GmR, tns7A-D diese Arbeit
P. putida KTxE P. putida KT244 eYFP, GmF, tns7A-D diese Arbeit
P. putida KTiacmRLE P. putida KT2440 Pi,c+BCD2+PA_rhIAB, eYFP, GmR, tns7A-D diese Arbeit
P. putida KTa4s93mRLE P. putida KT2440 Ppp_4503+BCD2+PA_rhlAB, eYFP, GmF, tns7A-D diese Arbeit
P. putida KT rposmRLE P. putida KT2440 Pp0s+BCD2+PA_rhlAB, eYFP, GmF, tns7A-D diese Arbeit
P. putida KThupamRLE P. putida KT2440 Prupa+BCD2+PA_rhlIAB, eYFP, GmF, tns7A-D diese Arbeit
P. putida KTboamRLE P. putida KT2440 Pyoa+BCD2+PA_rhIAB, eYFP, GmF, tns7A-D diese Arbeit
P. putida KTaramRLE P. putida KT2440 Pgap/araC+BCD2+PA_rhIAB, eYFP, GmF, tns7A-D diese Arbeit c
P. putida KTrmRLE P. putida KT2440 rhaPsap/rhaRS/P:ac-rhaT+BCD2+PA_rhIAB, eYFP, GmF, %
P rha tns7A-D diese Arbeit 3
< P. putida KTsamRLE P. putida KT2440 Pnagac/nagR+BCD2+PA_rhlAB, eYFP, Gm®, tns7A-D Tiso et al., 2020 ﬁ
B | P. putida KTmamRLE P. putida KT2440 Ppnue/mtIR+BCD2+PA_rhlAB, eYFP, GmR, tns7A-D diese Arbeit 2
S . . . . u
| P putida KTeetmRLE P. putida KT2440 Prea/tetR+BCD2+PA_rhIAB, eYFP, GmR, tns7A-D diese Arbeit o
€ | P. putida KTk¢ P. putida KT2440 mCherry, GmF, tns7A-D diese Arbeit u%
'é P. putida KTsamRLE P. putida KT2440 Pnagas/nagR+BCD2+ PA_rhIAB, mCherry, Gm®, tns7A-D diese Arbeit
'E P. putida KT8 P. putida KT2440 mTagBFP2, GmR, tns7A-D diese Arbeit
S | p. putida KTsamRLE P. putida KT2440 Pnagas/nagR+BCD2+ PA_rhIAB, mTagBFP2, GmR, tns7A-D diese Arbeit
P. putida KTsadRL P. putida KT2440 Pnagac/nagR+BCD2+PA_rhIABC, GmF, tns7A-D diese Arbeit
P. putida KTsamRLES P. putida KT2440 Pnogas/nagR+BCD2+BG-rhIAB, Gm®, tns7A-D Kirschen, 2018
Linden, IMET,
; BG i - R - ; !
P. putida KTsardRL P. putida KT2440 Pragas/nagR+BCD2+BG-rhIABC, GmR, tns7A-D nicht veréffentlicht
P. putida GRsamRL P. putida KT2440 GR18 Pnagas/nagR+BCD2+PA_rhIAB, GmR, tns7A-D diese Arbeit
P. putida GRss/mRLE P. putida KT2440 GR18 Pnagas/nagR+BCD2+PA_rhIAB, eYFP, GmF, tns7A-D diese Arbeit
P. putida EvosamRLE P. putida KT2440 EvoSal Pragas/nagR+BCD2+PA_rhlAB, eYFP, GmF, tns7A-D diese Arbeit
P. putida KTsamRL+Rha P. putida KT2440 Progac/nagR+BCD2+PA_rhIAB+PA_rmIBDAC, GmF, tns7A-D diese Arbeit
P putida KTsamRL+Rha+ | P. putida KT2440 Pragas/nagR+BCD2+PA_rhIAB+PA_rmIBDAC+PA_algC full,
P G1P* Gm?, tns7A-D diese Arbeit
p. putida KTsamRL+Rha+ | P. putida KT2440 Pnagas/nagR+BCD2+PA_rhIAB+PA_rmIBDAC+PA_algC, GmR,
P G1pPs tns7A-D diese Arbeit

Verwendete Oligonukleotide wurden mit Hilfe der Software Clone-Manager 9.2 (Sci-Ed; Tab. 1I-8)

geplant und in Auftragsarbeit durch die Eurofins Genomics GmbH (Ebersberg, Deutschland)

bereitgestellt. Oligonukleotide die zur in vivo Rekombination eingesetzt wurden, enthielten 30 bp

lange homologe Rekombinationsbereiche fir die Ermdglichung der homologen Rekombination in

S. cerevisiae (11.2.5).
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Tab. II-3: Uberblick der verwendeten Oligonukleotide.

rv_PBADrha_BCD2
fw_CIS I_NagR
rv_PnagAa_BCD2

fw_CIS I_TetR
rv_TetR
fw_TetR_PtetA

rv_PtetA_BCD2

fw_CIS I_mtIR
rv_mtIR
fw_mtIR_PmtIE

rv_PmtIE_BCD2

fw_CIS II_eYFP
rv_eYFP_HB-R-rv
fw_CIS ll_mtagBFP2
rv_mtagBFP2_HB-R-rv
fw_CIS ll_mCherry
rv_mCherry_HB-R-rv
fw_BCD2_PA-rhlAB
rv_PA-rhlAB_I-Scel _CIS Il
rv_PA-rhIC_I-Scel_CIS Il
rv_PA-rhlA_I-Scel_CIS II
fw_rhIB_rmIB

rv_rmIC_IScel_CIS |
fw_rmIC_algC

rv_algC_IScel_CIS |

TAGAAAACCTCCTTAGCATGATTAAGATGTTTCAGTACGAAAATTGCTTTCATTGTTGATCTCCTTTTT
AAGTGAACTTGGGCGCTGAATTTCATTACGACCAGTCT
CGGCGAACAGTATAAGCAGATTCGACTCACCAGTCAATATGGGTTTGCTGGAAGCTTATG
TAGAAAACCTCCTTAGCATGATTAAGATGTTTCAGTACGAAAATTGCTTTCATTGTTGATCTCCTTTTT
AAGTGAACTTGGGCCGGTACCTCCTGTTTCC
CGGCGAACAGTATAAGCAGATTCGACTCACTTAAGACCCACTTTCACAT
CAATAACCCTGATAAATGCTTCAA
ATATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTATTGCCATCGAATGGCCAGATG
TAGAAAACCTCCTTAGCATGATTAAGATGTTTCAGTACGAAAATTGCTTTCATTGTTGATCTCCTTTTT
AAGTGAACTTGGGCTTTTTGCCCTCGTTATCTAG
CGGCGAACAGTATAAGCAGATTCGACTCACTCAGCCGAGGTTCTGTTC
GGGCGCCAACCCTGAGAAC
CCAGAGAAGGCGTTCTCAGGGTTGGCGCCCGACCGGGAAAAAGCCAGTG
TAGAAAACCTCCTTAGCATGATTAAGATGTTTCAGTACGAAAATTGCTTTCATTGTTGATCTCCTTTTT
AAGTGAACTTGGGCCGTTCACTCCTGTCCTGCGCCGGTGAG
CAATTACTCGCGACTTCCTCAATACGTGCTGCAAAACTTTAGAAGGAGATATACCATGGTGAGCAAG
GGCGAGGAG
TCTGGGTTAAGCGTGTCCTTACACAACAGCACAAGTAAGCTTACTTGTACAGCTCGTCCATG
CAATTACTCGCGACTTCCTCAATACGTGCTGCAAAACTTTAGAAGGAGATATACCATGAGCGAGCTGA
TTAAG
CTCGCTACCTTAGGACCGTTATAGTTACGCGCGCGTCACTCGAGATTAAGCTTGTGCCCCAGTTTG
TACTCGCGACTTCCTCAATACGTGCTGCAAAACTTTAGAAGGAGATATACCTATGGTGAGCAAGGGC
GAGG

CTCGCTACCTTAGGACCGTTATAGTTACGCGCGCGTTACTTGTACAGCTCGTCCA
ACATCTTAATCATGCTAAGGAGGTTTTCTAATGCGGCGCGAAAGTCTG
AATAGCGCGAGATTGAGTCGATACCCAGAGATTACCCTGTTATCCCTATCAGGACGCAGCCTTC
AATAGCGCGAGATTGAGTCGATACCCAGAGATTACCCTGTTATCCCTACTAGGCCTTGGCCTTG
AATAGCGCGAGATTGAGTCGATACCCAGAGATTACCCTGTTATCCCTATCAGGCGTAGCCGATG
AGGGGGATGCTCGATGGCTGAAGGCTGCGTCCTGAACGGACAACCACTGCTTGAAC
AATAGCGCGAGATTGAGTCGATACCCAGAGATTACCCTGTTATCCCTATCAGGGGAAGCAGTC
GCAAGGCATTCGCCGACGCCGACTGCTTCCCCTGAGATTGGAGCAAACCCCCATCATGAG
AATAGCGCGAGATTGAGTCGATACCCAGAGATTACCCTGTTATCCCTATCAGAAGGGCACGGGCAGC
GAG

Bezeichnung | Nukleotidsequenz (5‘>3‘) DNA-Matrize
yTREX-toolbox (Tn7-Variante)-Grundgerlst

fw_HMF_Gm CAAGATTTGGCGGAGAGTCCCATTGACATAAGCCTGTTCGGTTC pUC18-mini-
v Gm HMR AGATCCGTCGTTCTGGATACACACCCATAATACCCATAATAGCTGTTTGCCAGTCGACTTAGGTGGCG aM

- - GTACTTGGGTCG
fw_HMR_tnsD CTCTGACCGATCAGTTTAGTCACTCTTCCCCATAAACCATTTCCAAGAA
rv_Tn7R_HBy ATTGATCACCGATATATGGACTTCCACACCAACTAGTCCCGGGTCGAGATGCCGCATGTG PTNSI
Fw_SynSK CAGGAACGCGGGCGCGCACATTTCCCCGAATGTGGGCGGACAAAATAG
Rv_SynSK AACCGAACAGGCTTATGTCAATGGGACTCTCCGCCAAATC pMK-RQ-
Fw_KleSK GACCCAAGTACCGCCACCTAAGTCGACTGGCAAACAGCTATTATG YT_core
Rv_KleSK TTCTTGGAAATGGTTTATGGGGAAGAGTGACTAAACTGATCGGTCAGAG

Promotoren

fw CIS| lac BCD2 CGGCGAACAGTATAAGCAGATTCGACTCACTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCGTATAATGCCCAAGT

- - - TCACTTAAAAAGG
fw CIS| PA593 BCD2 CGGCGAACAGTATAAGCAGATTCGACTCACCGCCGTCACAAGCCTGCGCAAAGACAGCTATCCTCAA

- - - TGGGCCCAAGTTCACTTAAAAAG
fw_CIS |_PrpoS_BCD2 CGGCGAACAGTATAAGCAGATTCGACTCACAGGGAGAAAGGTGCCGCTCGAGTCTGAGTTCGAACT

- - - CAGCAAAGGGCCCAAGTTCACTTAAAAAG pSK02
fw_CIS |_PhupA_BCD2 CGGCGAACAGTATAAGCAGATTCGACTCACCTGCGGTGCCTTGAGCGCTGCTCCCAGAGGCAGCACG

- - - GCATAACAACAAGGCCCAAGTTCACTTAAAAA
fw CIS| PEbolA BCD2 CGGCGAACAGTATAAGCAGATTCGACTCACATTTGTTGTTAAGCTGCAATGGAAACGGTAAAAGCGG

- - - CTAGTATTTAAGCCCAAGTTCACTTAAAAAG
rv_BCD2 TAGAAAACCTCCTTAGCATGATTAAGAT
fw_CIS I_AraEC CGGCGAACAGTATAAGCAGATTCGACTCACTCAGACGCCGATATTTCTC
rv PBADara BCD2 TAGAAAACCTCCTTAGCATGATTAAGATGTTTCAGTACGAAAATTGCTTTCATTGTTGATCTCCTTTTT pAra-final

- - AAGTGAACTTGGGCAGCCCAAAAAACGGGTAT

CGGCGAACAGTATAAGCAGATTCGACTCACTGACAATTAATCATCGGCTCGTATAATGTCATCTCGTC

fw_CIS I_PtacRhaT

- - GGAGATGTG .

E. coli DH5a

PBNTmcs(t)Km

pASKINt110

P. protegens
Pf-5

pRhon5-eYFP

pRhotHi-2
mTag-BFP2

pAra-mCherry

pVLT33-
PA_rhiABC

pVLT33-
PA_rmIBADC
pVLT33-algC

fw_rmlC_algC_full GCAAGGCATTCGCCGACGCCGACTGCTTCCCCTGAAGACGCCGAGGAGACGCGGCATGAAGCTTTTC pLOO3
- - - CAGCGCACCGCCAA
Integrationsbestimmung
PTn7L_rv ATTAGCTTACGACGCTACACCC Tn7-
PTn7R_fw CACAGCATAACTGGACTGATTTC rekombinante
Pput-glmS_fw AGTCAGAGTTACGGAATTGTAGG P. putida
Pput-glmS_rv TTACGTGGCCGTGCTAAAGGG KT2440
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Fortsetzung von Tab. lI-3.

Sequenzierungen

Seq_yTREX_Reporter_fw | CTCAATCTCGCGCTATTGTG Reporter

Seq_yTREX_Reporter_rv CCATGGACGCGTAGTCGTAG (R-TREX)

Seq_yTREX_Marker_fw TACGACTACGCGTCCATGGC Marker

Seq_yTREX_Marker_rv GCCAAATTGCGTCAAGATCC (L-TREX)

Seq_yTREX_Cluster_fw AGTGGCTCGTTACCTCGTTC Cluster (CIS)

Seq_yTREX_Cluster_rv GAGGAAGTCGCGAGTAATTG

AD42 GGCGAATCATGGACATAC seqTREXrev
RT-qPCR

PA-rhlA_fw-RT GAGCGCTTCGAGGTCAATCA

PA-rhlA_rv-RT CATCGCCTGGTTCAGTCCAG

PA-rhIB_fw-RT CGCTGTTCGACGGCAGTATC

PA-rhIB_rv-RT AGGGCCATGGCGTAGAAGTC

PP-rpoB_fw-RT ATGCTCACAGTGAAGTCGGA cDNA

PP-rpoB_rv-RT CGAGCGAACGGATCTCTTTG

AV-eYFP_fw-RT AAGGGCATCGACTTCAAGGA

AV-eYFP_rv-RT TGTTGTGGCGGATCTTGAAG

11.1.2 Molekularbiologische Kits, Medien, Puffer, L6sungen, Chemikalien und Enzyme

Zur Nukleinsaureisolation, -elution und -amplifikation (11.2.7; 11.2.8; 11.2.10; 11.2.11; 11.2.12) wurden die

in Tab. 1I-4 dargestellten molekularbiologischen Kits verwendet.

Tab. II-4: Ubersicht der verwendeten molekularbiologischen Kits.

Bezeichnung

Inhalt

Hersteller

DNeasy Blood &
Tissue Kit

NucleoBond® Xtra
Midi Kit

innuPREP
DOUBLEpure Kit

innuPREP Plasmid
Mini Kit

Phusion GC Buffer
Pack

dNTP Mix

Molekularbiologische Kits

NucleoSpin® RNA
Kit

DNA-free™ DNA
Removal Kit
RNase-free DNase
Set

Power SYBR®
Green RNA-to-CT™
1-Step Kit

DNeasy Spin-Saulen; Proteinase K; Puffer AE/ AL/ ATL/ AW1 & AW2; Sammelbehilter
(2 mL); Mikroreaktionsgefafe (1,5 mL)

Resuspensionspuffer; Lysepuffer; Neutralisationspuffer; Waschpuffer;
Equilibrierungspuffer; Elutionspuffer; RNase A; Tris-Puffer; NucleoBond® Xtra Midi-
Sédulen und Filter; NucleoBond® Finalisierer; 1 mL und 30 mL Einwegspritzen

Gelléser; Bindepuffer; Bindungsoptimierer; Waschlosung LS; Elutionspuffer;
Sammelbehalter (2 mL); MikroreaktionsgefaRe (1,5 mL); DOUBLEpure Spin-Saulen
Resuspensionspuffer; Lysepuffer; Neutralisationspuffer; Waschlésung A & B;
Elutionspuffer; Sammelbehélter (2 mL); Mikroreaktionsgefafe (1,5 mL); Plasmid Spin-
Sdulen

5X Phusion GC Puffer; 50 mM MgCl,; DMSO

10 mM von dATP, dCTP, dGTP und dTTP

Puffer MDB/ RA1/ RA3/ RAW2; rDNase; Puffer rDNase; RNase-freies H,0; NucleoSpin®
Filter; NucleoSpin® RNA Saulen; Sammelbehélter (2 mL); MikroreaktionsgefaRe
(1,5 mL)

Puffer rDNase I; rDNase |; Dnase Inaktivierungsreagent; Nuklease-freies H.0

Puffer RDD; DNase |; RNase-freies H,0

2X MasterMix (SYBR® Green 1; AmpliTag Gold® DNA Polymerase UP; dNTPs; Passive
Referenz 1; Puffer); 125X RT Enzymmix (ArrayScript™ UP Reverse Transkriptase; RNase
Inhibitor)

Qiagen GmbH, Hilden,
Deutschland
Macherey-Nagel GmbH
& Co. KG, Diiren,
Deutschland
Analytik Jena AG, Jena,
Deutschland

Analytik Jena AG, Jena,
Deutschland

ThermoFisher Scientific
GmbH, Waltham, USA
ThermoFisher Scientific
GmbH, Waltham, USA
Macherey-Nagel GmbH
& Co. KG, Diiren,
Deutschland
ThermoFisher Scientific
GmbH, Waltham, USA
Qiagen GmbH, Hilden,
Deutschland

ThermoFisher Scientific
GmbH, Waltham, USA
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Die Puffer, L6sungen und Medien wurden, insofern nicht anders angegeben, in destilliertem Wasser

angesetzt und autoklaviert oder steril filtriert (Spitzenvorsatzfilter; 0,2 ym; PES; Tab. lI-7).

Tab. II-5: Ubersicht der verwendeten Puffer, Lésungen und Medien.

Bezeichnung Zusammensetzung
8,5 g/L Na;HPOs - 2 H,0; 3 g/L KH2PO4; 0,5 g/L NaCl; 1 g/L NH4Cl; 2 mM MgS04; 0,001% (w/v) Thiamin und 1 mL/L US
MO Spurenelemente (82,81 mL/L 37% rauchende HCl; 4,87 g/L FeSOs - 7 H20; 4,12 g/L CaCl; - 2 H,0; 1,5 g/L MnCl; - 4 H;0;
1,87 g/L ZnS0a - 7 H20; 0,3 g/L H3BO3; 0,25 g/L Na;MoOa - 2 H,0; 0,15 g/L CuCl; - 2 H,0; 0,84 g/L Na:EDTA - 2 H,0)
c (zur Produktion von Biotensiden + 30 g/L Glucose)
% B 10 g/L Trypton; 10 g/L NaCl; 5 g/L Hefeextrakt (+ ggf. 15 g/L Agar-Agar fir LB-Agarplatten)
g (zur Produktion von Biotensiden: +50 mL/L 20% Glucoselésung
TB 12 g/L Trypton; 24 g/L Hefeextrakt; 4 mL/L Glycerin; 2,13 g/L KH,POa; 12,54 g/L K2HPO4
Blutagar Herz-Infus 10 g/L; NaCl 5 g/L; Pepton aus Fleisch 10 g/L; Agar 15 g/L; pH 7,3; + 5% Schafsblut
YPD 20 g/L Pepton; 10 g/L Hefeextrakt; 20 g/L Glucose (+ 20 g/L Agar-Agar fiir LB-Agarplatten)
SD.ure 100 mL/L 10X YNB-Mix (67 g/L YNB; 19,26 g/L SC-Ura); 100 mL/L 20% Glucoselésung (+ 20 g/L Agar-Agar fur LB-
Agarplatten)
DNA (5x) 100 mM EDTA; 43% (v/v) Glycerin; 0,01% (w/v) BPB
5 Tris-HCI 100 mM Tris; HCl auf pH 8,0
"""5 PBS 100 mM NaH2PO4; 100 mM NaxHPOs; pH8
2 | TBE (0,5x) 89 mM Tris; 89 mM H3BOs; 2,5 mM EDTA
TE 10 mM Tris-HCl; 1 mM EDTA; pH 8,0
CaCl, 100 mM CaCl, 15% (v/v) Glycerin
MgCl, 100 mM MgCl
. 100 mM LiAc
LA 1M LiAc
Tween 80 100 mM
HCI 1M HC
g | NaOH 0,5 M NaOH
S | BTB 0,2 mM BTB in PBS-Puffer
8 | cpC 0,3 mM CPC in PBS-Puffer
Orcinol 1,6% (w/v) Orcinol
Lyticase 5 U/ul Lyticase aus Arthrobacter luteus in TE-Puffer
RNase 100 g/L RNAse A aus Rinderpankreas
PEG 3350 500 g/L Polyethylenglycol 3350
20% Glucose | 200 g/L Glucose
50% Glucose | 500 g/L Glucose

Die in dieser Arbeit verwendeten Restriktionsendonukleasen wurden, vorausgesetzt in Tab. lI-6 nicht
ausdriicklich erwahnt, Uber die ThermoFisher Scientific GmbH (Waltham, USA) bezogen. Die

verwendeten Chemikalien hatten eine flr die bendétigte Anwendung adaquate Reinheit.

Tab. 11-6: Ubersicht iiber Enzyme und Chemikalien.

Bezeichnung Bezugsquelle

Restriktionsendonukleasen ThermoFisher Scientific GmbH, Waltham, USA

o I-Scel (Homing-Endonuklease) New England Biolabs GmbH, Frankfurt, Deutschland

E_ Phusion High-Fidelity DNA-Polymerase ThermoFisher Scientific GmbH, Waltham, USA

HEJ FastAP Alkaline Phosphatase ThermoFisher Scientific GmbH, Waltham, USA
RNAse A aus Rinderpankreas Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Hamburg, Deutschland
Lysozym aus Hihnereiweis Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Hamburg, Deutschland
Lyticase aus Arthrobacter luteus Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Hamburg, Deutschland
Agar-Agar Kobe Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Acetonitril AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland
Agarose Nippon Genetics Europe GmbH, Diiren, Deutschland
Amp GERBU Biotechnik GmbH, Heidelberg, Deutschland
Anhydrotetracyclin Toku-E Biosciences AG, Bellingham, USA

c L-Arabinose Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

@ | Blutagarbasis Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Z" Borsdure Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

.g BPB SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Deutschland

= BTB Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Hamburg, Deutschland
CaClz- 2 H,0 Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
CPC Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Hamburg, Deutschland
Chloroform AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland
CuClz- 2 H.0 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Hamburg, Deutschland
DMSO Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Hamburg, Deutschland
EDTA Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
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Fortsetzung von Tab. lI-6.

Chemikalien

Essigsaure
Ethanol
Ethylacetat
FeSO4 - 7 H20
GeneRuler™ 1 kbp/ 150 bp Plus
Glucose

Glycerin

Gm

HsBOs

HCI

Hefeextrakt

Irg

Isopropanol
IPTG

KH2PO4

Km

Lachssperma SS DNA
LB

LiAc

D-Mannitol
Methanol

MgCl,

MgS04
MIDORI®™e" Advance
MnClz - 4 H,0
Na:EDTA - 2 H.0
Na;HPO4 - 2 H20
Na:Mo0Os - 2 H,0
NaCl

NaOH

NH4CI
Nuklease-freies H.O
Orcinol
Paraffinol

PEG 3350
Pepton

(Mono-) Rhamnolipid > 98%
L-Rhamnose
Salicylat
Schafsblut
H3SOa4

SC—Ura

Sm

Spc

TB

Tc

Thiamin-HCI

Tris

Tris-HCl

Tween 80

VPBO

YNB

ZnS04 - 7 H,0

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Alfa Aesar GmbH & Co. KG, Haverhill, USA
ThermoFisher Scientific GmbH, Waltham, USA
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Hamburg, Deutschland
AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland

GERBU Biotechnik GmbH, Heidelberg, Deutschland
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Hamburg, Deutschland
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Hamburg, Deutschland
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Nippon Genetics Europe GmbH, Diren, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Hamburg, Deutschland
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Geyer Th. GmbH & Co. KG, Lohmar, Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Hamburg, Deutschland
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Hamburg, Deutschland
Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Hamburg, Deutschland
BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Hamburg, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Hamburg, Deutschland
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Fiebig-Nahrstofftechnik GbR, Idstein, Deutschland
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Formedium Ltd., Norfolk, GroBbritannien

GERBU Biotechnik GmbH, Heidelberg, Deutschland
AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Hamburg, Deutschland
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Santa Cruz Biotechnology Inc., California, US

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
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Alle nicht ausdriicklich erwahnten Verbrauchsmaterialien und Gerate entsprechen den allgemeinen

I1.1.3 Verbrauchsmaterialen, Gerate, Software und Online-tools

Laborstandards und wurden beim marktiiblichen Hersteller gekauft.

Tab. 1I-7: Ubersicht iiber Verbrauchsmaterialien und Gerite.

Bezeichnung

Bezugsquelle

Atmungsaktiver Viskosefilm fiir MTP
Celluloseacetat-Membran 0,2 um, ¢ 25 mm, Whatman®

VWR international GmbH, Darmstadt, Deutschland
GE Healthcare, Maidstone, GroRbritannien

Rotina 380R, Rotor 1720, Zentrifuge

Rotator SB2, Inkubationsrotator

Blue/Green LED Transilluminator, Dokumentationssystem
Multitron Pro, Inkubationsschittler

Multitron Standard, Inkubationsschittler

Speed Vac-Konzentrator 5301, Vakuumzentrifuge
Calimatic 766, Labor-pH-Meter

Thriller®, Inkubationsschuttler

Gel iXImager, Dokumentationssystem

Systec VX-55, Autoklav

Infinite® M1000 Pro, MTP-Fluoreszenzphotometer
GENESYS™, UV-Vis Spektrophotometer

NanoDrop 2000c, UV-Vis Spektrophotometer

E DNA LoBind Tubes, Mikroreaktionsgefalle Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
'g ep Dualfilter T.I.P.S.®, Pipettierspitzen Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
‘® | Halbmikrokivetten, PS, transparent VWR international GmbH, Darmstadt, Deutschland
E. RT-qPCR Platte 384-well, PP, F-Boden, transparent ThermoFisher Scientific GmbH, Waltham, USA
S | Mikrotiterplatte 96-well, PS, F-Boden, transparent Greiner Bio-One International GmbH, Kremsmnster, Osterreich
g Deepwell Platte 96-well, PP, R-Boden, weil} Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
E FlowerPlate® MTP 48-well, OFF, B und BOH m2p-labs GmbH, Baesweiler, Deutschland
Kryordhrchen, CryoTubes™ Nalge Nunc International Corp. Rocherster, USA
Phenex RC Spritzenfilter, 0,2 um, @ 4 mm Phenomenex Inc., Torrance, USA
Spitzenvorsatzfilter (steril), 0,2 um VWR international GmbH, Darmstadt, Deutschland
7900HT Fast Real-Time, PCR-System ThermoFisher Scientific GmbH, Waltham, USA
Tprofessional Basis Gradient, Thermocycler Biometra GmbH, Gottingen, Deutschland
Wide Mini-Sub Cell GT, Elektrophorese Kammer Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen, Deutschland
TiMix, MTP-Schittler Edmund Biihler GmbH, Hechingen, Deutschland
VKS 75 control, Vielkolben Schittler Edmund Biihler GmbH, Hechingen, Deutschland
ThermoMixer® C, MTP-Inkubationsschiittler Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
CAMAG TLC® Visualizer 2, Dokumentationssystem Camag AG & Co. GmbH, Muttenz, Schweiz
TLC Sprayer, TLC-Applikator Camag AG & Co. GmbH, Muttenz, Schweiz
Airbrush Beginner ESB 100, Spriihdose Revell GmbH, Biinde, Deutschland
CellStream™, Durchflusszytometer Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
m2p-labs BioLector® I, Mikrobioreaktorsystem m2p-labs GmbH, Baesweiler, Deutschland
Stella Imaging System, Dokumentationssystem Raytest Isotopenmessgerate GmbH, Staubenhardt, Deutschland
o Mikroplatten-Replikator mit 96 Pins, Replikator Boekel Industries Inc., Feasterville, USA
& | ThermosStat Plus, Inkubationsschiittler Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
é‘-’ Mikro 200, Mikroliterzentrifuge Hettich GmbH & Co.KG, Tuttlingen, Deutschland

Hettich GmbH & Co.KG, Tuttlingen, Deutschland
Cole-Parmer GmbH, Vernon Hills, USA

Nippon Genetics Europe GmbH, Diren, Deutschland
Infors AG, Basel, Schweiz

Infors AG, Basel, Schweiz

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Knick GmbH & Co. KG, Berlin, Deutschland

Peqglab Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutschland
Intas Science Imaging Instruments GmbH, Gottingen, Deutschland
Systec GmbH, Linden, Deutschland

TECAN Group Ltd., Mannedorf, Schweiz
ThermoFisher Scientific GmbH, Waltham, USA
ThermoFisher Scientific GmbH, Waltham, USA
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Zur Verwaltung, Planung, Konstruktion und Analyse von Experimenten, Dokumenten und Grafiken

wurden die in Tab. 1I-8 gelisteten Softwares und Online-tools verwendet.

Tab. I1-8: Ubersicht der verwendeten Softwares und Online-tools.

Bezeichnung

Bezugsquelle/ URL

Microsoft Windows 10
ChemBioDraw-Ultra-18.0
Clone-Manager 9.2

Microsoft Corp., Redmond, USA
PerkinElmer, Waltham, USA
Scientific and Educational Software, Denver, USA

SMS2, DNA Molecular Weight

Double Digest Calculator

i-control 1.11 TECAN Group Ltd., Mannedorf, Schweiz
g Mendeley Desktop Mendeley Ltd., London, GroRbritannien
é MEGA-X Pennsylvania State University, State College, USA
2 | Microsoft Office 2019 Microsoft Corp., Redmond, USA
g Vision CATS Camag AG & Co. GmbH, Muttenz, Schweiz
8 |sbs2.3 ThermoFisher Scientific GmbH, Waltham, USA
PyMOL Schrédinger GmbH, Miinchen, Deutschland
IntasApp Intas Science Imaging Instruments GmbH, Gottingen, Deutschland
CellStream Analysis Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Chimera 1.14 RBVI-UCSF, San Francisco, USA
BiolLection 2 m2p-labs GmbH, Baesweiler, Deutschland
Pseudomonas GenomeDB http://www.pseudomonas.com/
c Burkholderia GenomeDB http://www.burkholderia.com/
géa CAS SciFinder http://scifinder.cas.org
s Fpbase https://www.fpbase.org/
S | bSMz https://www.dsmz.de/
g RCSB Proteindatenbank (PDB) https://www.rcsb.org/
KEGG http://www.genome.jp/kegg/
Powerpoint Templates Servier (SERVIER GmbH) https://smart.servier.com/
Laborbuch labfolder https://labfolder.hhu.de/
BLAST http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
RNAstructure Webservers https.://rna.urmc.rochester.edu/RNAstructureWeb/Servers/Predictl/
Predict1.html
RBS calculator v2.0 https://salislab.net/software/
§ Random DNA sequence generator http://www.faculty.ucr.edu/~mmaduro/random.htm
f..'; BPROM http://www.softberry.com/berry.phtml
.S | ARNold http://rna.igmors.u-psud.fr/toolbox/arnold/
6 Primer3Web http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/

http://www.bioinformatics.org/sms2/dna_mw.html
https://www.thermofisher.com/de/de/home/brands/thermo-
scientific/molecular-biology/thermo-scientific-restriction-modifying-
enzymes/restriction-enzymes-thermo-scientific/double-digest-
calculator-thermo-scientific.html
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II.2 Molekular- und mikrobiologische Methoden

Die im Folgenden aufgelisteten Methoden behandeln den Umgang mit nicht kontaminierten
Materialien. Zur Vermeidung von Kontaminationen wurden verwendete Materialien vor Gebrauch
durch Autoklavieren oder Sterilfiltrieren sterilisiert oder bereits kontaminationsfrei erworben. Ein
kontaminationsfreier Umgang mit sterii zu haltenden biologischen und chemischen
Arbeitsmaterialien wurde mit Hilfe eines Bunsenbrenners gewahrleistet. Erlenmeyerkolben (EMK)
wurden mit Aluminiumfolie abgedeckt und durch Hitzebehandlung (120 °C, ~ 12 h) sterilisiert.
Flowerplates® (m2p-labs GmbH; Tab. 1I-7) wurden zur Erhaltung der Sterilitat mit einem
atmungsaktiven Viskosefilm (VWR international GmbH; Tab. 1I-7) abgeklebt.

[1.2.1 Kultivierung und Lagerung von Mikroorganismen

Die Kultivierung von den in dieser Arbeit verwendeten Mikroorganismen wurde in Anlehnung an die
allgemeinen Empfehlungen der DSMZ (German Collection of Microorganisms and Cell Cultures
GmbH) durchgeflihrt. Zur Lagerung von Mikroorganismen wurden entsprechende Kulturen mit
Glycerin versetzt und in Kryordhrchen (Nalge Nunc International Corp.; CryoTubes™) gelagert
(Tab. 11-9).

Tab. II-9: Standardkultivierungs- und Lagerungsbedingungen der verwendeten Mikroorganismen.

Mikroorganismen Medien | Inkubationsschiittler [rpm] | Temperatur [°C] Kultivierungsdauer [h] Lagerung
E. coli DH5a/ Festmedium: 24 -20 °C: 20% Glycerin
LB VKS 75 trol: 130 37

E. coli $17-1 contro Flissigmedium: 18 -80 °C: 50% Glycerin

. . Festmedium: 24 -20 °C: 20% Glycerin

P. putida KT2440 LB Multitron Standard: 130 30 Fliissigmedium: 18 780 °C: 50% Glycerin
Festmedium: 48-72

S. cerevisiae VL6-48 YPD Multitron Standard: 130 30 es me |ur.n -80 °C: 50% Glycerin
Flussigmedium: 24

Insofern nicht anders beschrieben, wurden Mikroorganismen in Flissigkulturen in EMK mit maximal
10%-Fllvolumen oder auf Agarplatten kultiviert. Bei vielen parallelen Flissigkultivierungen wurde
die Anzucht in Flowerplates® durchgefiihrt (m2p-labs GmbH; Flowerplate® MTP-OFF; 1 mL;
1000 rpm; U. N.; Eppendorf AG; ThermoMixer® C oder Edmund Biihler GmbH; TiMix; Tab. lI-7). Alle
flissigen Vorkulturen wurden, falls nicht abweichend beschrieben, stets mit einer Einzelkolonie von
einer Agarplatte oder mit 100 pL einer Kryokultur inokuliert. Zudem befanden sich je nach Bedarf in
einer Kultur zum Stamm adaquate Antibiotikakonzentrationen zur Einstellung eines
Selektionsdruckes (Tab. 11-10).

Zur Plasmidpraparation aus E. coli DH5a wurde TB-Medium verwendet (Tab. II-5). Um das
Wachstum von Uracil-auxotrophen, Plasmid-freien S. cerevisiae VL6-48 auszuschlieRen, wurde
SD.ura-Medium verwendet (11.2.7).
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[1.2.1.1 Kultivierung von rekombinanten P. putida KT2440 fir Expressions- und

Produktionsstudien

Zur Kultivierung von P. putida KT2440 fiir verschiedene Expressions- und Produktionsstudien
wurden LB- bzw. M9-Medien mit 10 bzw. 30 g/L Glucose in sterilen Flowerplates® verwendet und
nach Angaben von m2p-labs GmbH zur optimalen Versorgung mit gelost-Sauerstoff kultiviert
(m2p-labs GmbH; Flowerplate® MTP-OFF; 1,2 mL; 30 °C; 1200 rpm; Eppendorf AG; ThermoMixer®
C oder m2p-labs GmbH; Flowerplate® MTP-B oder BOH; 1,2 mL; 30 °C; 1200 rpm; m2p-labs GmbH;
BioLector®l). Hauptkulturen wurden aus einer entsprechenden Vorkultur auf eine ODsgonm= 0,05
inokuliert und unter entsprechendem Selektionsdruck zur Reprasentation der logarithmischen
Wachstumsphase maximal 6 h oder bis zu 48 h kultiviert. Hierbei wurde stets eine biologische
Dreifachbestimmung durchgefiihrt. Vorausgesetzt, dass eine Induktion der Expression von
Zielgenen notwendig war, wurde dies nach 3,5 h, insofern nicht anders angegeben, durch Zugabe
des Induktors (maximal 3% des Gesamtvolumens; nach Tiso et al., 2020; s. Tab. 11-10) erreicht.
Die Gewahrleistung einer ausreichenden Sattigung des Mediums mit geldst-Sauerstoff ist
essenziell, da dies Einfluss auf das Zellwachstum, die Expression von Zielgenen, die Produktion von
Sekundarmetaboliten aber auch die Reifung des Chromophors von GFP-basierten (Jung, 2012)
Fluoreszenzproteinen (hier zur Verfolgung der Transkription der Zielgene verwendet (vgl. 11.3.2;
[11.1.1.1)) haben kann (Drepper et al., 2010). Um die ausreichende Versorgung des Mediums mit
geléstem Sauerstoff unter diesen Konditionen wahrend der Standardkultivierungsbedingungen
(s. oben) grundsatzlich zu Uberprifen, wurde mit Hilfe des Mikrobioreaktorsystems BiolLector® |
(m2p-labs GmbH; Flowerplate® MTP-BOH; 1,2 mL; 30 °C; 1200 rpm) das Wachstum des nicht
rekombinanten P. putida KT2440 verfolgt und der dazugehoérige Sauerstoffpartialdruck des hier
verwendeten Standardmediums (LB-Medium + 10 g/L Glucose) Uber 72 h in Dreifachbestimmung
bestimmt (Abb. II-1).

A Biomasseproduktion von P. putida KT2440 im BioLector® | B Geldst-Sauerstoff wahrend der Kultivierung

300
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Abb. 1I-1: Bestimmung des geldést-Sauerstoffes im Medium im BioLector® | wiahrend der Kultivierung unter ausgewahlten

Bedingungen.

Zur Bestimmung des gelst-Sauerstoff Gehaltes im Medium wahrend der Kultivierung von P. putida KT2440 im BioLector® |

(m2p-labs GmbH; Flowerplate® MTP-BOH; LB-Medium + 10 g/L Glucose; 1,2 mL; 30 °C; 1200 rpm; Dreifachbestimmung einzeln

dargestellt) wurden die Biomasseproduktion (A) und der Verlauf des Sauerstoff-Partialdruckes (B) liber 72 h aufgenommen.

PO, [%]

Biomassegygny, [a- u.]

Unter den hier betrachteten Kultivierungsbedingungen im Mikrobioreaktorsystem von m2p-labs
(BioLector®l) und bei Verwendung von Flowerplates® (LB-Medium + 10 g/L Glucose; 30 °C;
1200 rpm; 1,2 mL Kultivierungsvolumen) zeigte sich, dass P. putida KT2440 wie erwartet eine hohe
Zellatmungsaktivitat wahrend der logarithmischen Wachstumsphase besitzt (Abb. 1l-1), sodass flr
einen Zeitraum von ca. 1-2 h der Sauerstoff-Partialdruck bei einer maximalen Wachstumsrate von
0,25 h™' (vgl. 11.3.1; Abb. lI-1 (A)) auf 30% abfiel (Abb. lI-1 (B)). Dies, sowie eine generell postulierte
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verzogerte Fluoreszenzantwort der GFP-basierten Fluoreszenzproteine durch eine aufwandige
Proteinfaltung und die Reifung des Chromophors (ca. 1 h; Drepper et al., 2010; Jung, 2012), kdnnte
einen Effekt auf die Verfolgung der Zielgenexpression haben, wie es bereits fir eYFP als
Transkriptionsreporter gezeigt wurde (Drepper et al., 2010). Jedoch kann hier davon ausgegangen
werden, dass die Sattigung des Mediums mit Sauerstoff ausreichend sein kann, um das Wachstum,
sowie die Reifung des Chromophors und somit die Verfolgung der Transkriptionsstarke (vgl. 11.3.2)

zu gewahrleisten.

I1.2.2 Herstellung chemisch kompetenter Zellen

Zur Herstellung chemisch kompetenter E. coli DH5a und E. coli S17-1 Zellen (nach Bergmans et al.,
1981) wurde die CaCl, + MgCl>-Methode verwendet. Hierzu wurde eine LB-Hauptkultur aus einer
LB-Vorkultur (100 mL EMK; 10 mL; G. N.; 37 °C; 130 rpm; Edmund Bihler GmbH; VKS 75 control)
auf eine ODsgonm= 0,05 inokuliert und bis zu einer ODsgonm= 0,4-0,6 (11.3.1) inkubiert (1 L EMK;
50 mL; ca. 2 h; 37 °C; 130 rpm; Edmund Buhler GmbH; VKS 75 control). AnschlieRend wurden die
Zellen pelletiert (50 mL Sarstedt™ Tube; 10 min; 4 °C; 5000 rpm; Hettich GmbH & Co. KG; Rotina
380R; Rotor 1720) und das Pellet vorsichtig in MgClo-Lésung (2,5 mL; 100 mM) resuspendiert. Nach
einer Inkubationszeit (30 min; auf Eis) wurden die Zellen erneut pelletiert (10 min; 4 °C; 5000 rpm;
Hettich GmbH & Co. KG; Rotina 380R; Rotor 1720). Mit vorgekuhlter CaCl,-Lésung (5 mL; 100 mM)
wurde das Pellet resuspendiert und anschliefsend zu jeweils 150 uL aliquotiert (Lagerung bei -80 °C
moglich). Zur Validierung wurde mit einem Aliquot der erstellten kompetenten Zellen ein
Antibiogramm in LB-Medium (I1.2.3) erstellt (4 mL; U. N.; 37 °C; Cole-Parmer GmbH; Rotator SB2).
Die Herstellung chemisch kompetenter S. cerevisiae VL6-48 Zellen (nach Gietz und Schiestl, 2007;
Domrose, 2016) erfolgte tber die LiAc-Methode. Aus einer YPD-Vorkultur (100 mL EMK; 5 mL; G. N;
30 °C; 130 rpm; Infors AG; Multitron Standard) wurde eine YPD-Hauptkultur auf eine ODgoonm= 0,25
(11.3.1) inokuliert und bis zu einer ODgoonm= 0,8-1,2 (11.3.1) inkubiert (1 L EMK; 50 mL; ca. 3,5 -5 h;
30 °C; 130 rpm; Infors AG; Multitron Standard). Anschliefiend wurden die Zellen pelletiert (50 mL
Sarstedt™ Tube; 10 min; 4 °C; 5000 rpm; Hettich GmbH & Co. KG; Rotina 380R; Rotor 1720) und
das Pellet vorsichtig in 25 mL VE-Wasser resuspendiert und erneut pelletiert (10 min; 4 °C;
5000 rpm; Hettich GmbH & Co. KG; Rotina 380R; Rotor 1720). Das Pellet wurde in LiAc-Lésung
(1 mL; 100 mM) resuspendiert, in ein 1,5 mL Mikroreaktionsgefald tberfiihrt, zentrifugiert (1 min;
18.000 xg), in LiAc-Losung (500 uL; 100 mM) resuspendiert und anschlielend zu je 50 pL aliquotiert
(Lagerung 2 Tage bei 4 °C moglich).
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11.2.3 Antibiotika- und Induktorkonzentrationen

Die eingesetzten Antibiotika und Induktoren wurden mit destillietem Wasser, oder im Falle von
(Anhydro-) Tetracyclin, Irgasan und Chloramphenicol, mit 70% Ethanol angesetzt und mit Hilfe eines
Filters (VWR international GmbH; Spitzenvorsatzfilter; 0,2 um; PES) steril filtriert. Die Antibiotika
wurden zur Selektion und Kultivierung der Bakterien sowie fir die Antibiogramme (I1.2.2) der
erstellten kompetenten Zellen verwendet (Konzentrationen modifiziert nach Loeschcke, 2012;
Domrose, 2016). Die Induktoren wurden zur Induktion (nach 3,5 h; vgl. Tiso et al.,, 2020) der
Genexpression verwendet (11.2.1.1; Konzentrationen in Anlehnung an Chai et al., 2012; Wittgens,
2013; Calero et al., 2012; Hisken et al., 2001; Hoffmann und Altenbucher, 2015).

Tab. 1I-10: Ubersicht iiber die Stammlésungen und verwendeten Antibiotika- und Induktorkonzentrationen in den
Kultivierungsmedien der eingesetzten Bakterien.

. . P. putida KT2440 E. coli DH50/-S17-1
Bezeichnung Stamml6sung [mg/mL] Arbeitskonzerltration [ug/ml]
Ampicillin (Amp) 100 - 100
ic Gentamicin (Gm) 25 25 10
:‘3 Tetracyclin (Tc) 10 50 10
= Kanamycin (Km) 100 25 50
5: Spectinomycin (Spc) 400 - 100
Streptomycin (Sm) 50 - 50
Irgasan (Irg) 25 25 -
Chloramphenicol (Cm) 25 25 50
Stammlésung [M] Arbeitskonzentration [mM]
c Isopropyl-B-b-thiogalactoside (IPTG) 1 0,4
g L-Arabinose 1 10
% L-Rhamnose 1 10
B Salicylat 1 2
- D-Mannitol 1 2
Anhydrotetracyclin 0,001 0,0005

Antibiotika- und Induktor-haltige Medien und Agarplatten werden im Folgenden mit einem Index
gekennzeichnet, der das Antibiotikum/ den Induktor und die jeweilige Konzentration (ug/mL; mM)

angibt (bspw. LBsa2 oder M9gmzs).

I1.2.4 Hitzeschock-Transformation von Plasmid-DNA in Escherichia coli DH5a und S17-1

Zellen

Zur Transformation von Plasmid-DNA in E. coli DH5a und E. coli S17-1 Zellen (nach Hanahan, 1983)
wurden 1-5 pL (bei Retransformation; Plasmidkonzentration: 10-400 ng/pL) bzw. 10 uL (bei
Transformation mit S. cerevisiae VL6-48 Plasmidpraparation; 11.2.7) DNA-L6sung zu einem 150 pL
Aliquot der chemisch kompetenten Zellen (11.2.2) gegeben. Nach Inkubation (30 min; auf Eis) wurde
ein Hitzeschock (120 s; 42 °C) durchgefiihrt. AnschlieRend wurden 700 mL LB-Medium hinzugeftigt
und zur Ausbildung des Resistenzphanotyps ohne Selektionsdruck inkubiert (1,5-3 h; 37 °C;
Cole-Parmer GmbH; Rotator SB2). Schlie8lich wurde der pelletierte und in 100 pL resuspendierte
Ansatz auf einer LB-Agarplatte mit dem entsprechend zu selektierenden Antibiotikum ausgestrichen
und inkubiert (U. N.; 37 °C).
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11.2.5 In vivo Rekombination von Plasmid-DNA in Saccharomyces cerevisiae VL6-48 Zellen

Fir die in vivo Rekombination von Plasmid-DNA im Uracil auxotrophen S. cerevisiae VL6-48 Stamm
(nach Gietz und Schiestl, 2007; Domrdse, 2016) wurde ein Aliquot der LiAc-kompetenten
S. cerevisiae VL6-48 Zellen durch Zentrifugation (1 min; 18.000 xg) sedimentiert und in LiAc-Lésung
(36 uL; 1 M) resuspendiert. AnschlieRend wurden Lachssperma SS DNA-L6sung (50 pL; 2 g/L in
TE-Puffer; vor Benutzung: 10 min auf 99 °C und anschlieBend auf Eis), die DNA (34 pL;
linearisiertes, dephosphoryliertes Vektor-Rickgrat (I1.2.9; DNA-Konzentration ~ 200 ng/uL) und
ungereinigte(s) PCR Produkt(e) (DNA-Konzentration ~ 4000 ng/uL) im Verhaltnis 1:2 bis 1:1,5:1,5
oder 1:1:1:1), sowie PEG 3350-L6sung (240 pL; 50% w/v) in dieser Reihenfolge hinzugegeben und
inkubiert (30 min; 30 °C; 1000 rpm; Peglab Biotechnologie GmbH; Thriller®). Nach dem Hitzeschock
(30 min; 42 °C) wurde das Pellet (1 min; 18000 xg) in 100 yL VE-Wasser resuspendiert und zur
Selektion auf SD.urs-Agarplatten ausplattiert und inkubiert (48 h; 30 °C).

11.2.6 Konjugation von Plasmid-DNA zu Pseudomonas putida KT2440

Zur Konjugation von Plasmid-DNA in P. putida KT2440 (nach Simon et al., 1983) wurde zunachst
der E. coli-Donorstamm S17-1 mit dem gewiinschten Konstrukt transformiert (11.2.2). Im Anschluss
wurde je eine LB-Vorkultur mit den transformierten E. coli S17-1 sowie dem P. putida KT2440
Stdmmen inokuliert und inkubiert (100 mL EMK; 10 mL; U. N.; E. coli S17-1: 37 °C; P. putida
KT2440: 30 °C; 130 rpm; Infors AG; Multitron Standard). Folgend wurden die E. coli S17-1 und
P. putida KT2440 Ubernachtkulturen vereinigt (je 0,5 mL; ODssonm~ 4), pelletiert (1 min; 18000 xg)
und resuspendiert (200 pL; LB-Medium), um die resuspendierten Zellen anschlieltend auf einen
Filter (Whatman®; Celluloseacetat-Membran 0,2 um; @ 25 mm), der auf eine LB-Agarplatte platziert
worden ist, zu pipettieren und zu inkubieren (5 h oder 0. N.; 30 °C). Danach wurden die auf dem
Filter befindlichen Zellen wurden durch Vortexen mit 1 mL LB-Medium vom Filter abgelost. Nach
dem Pelletieren (1 min; 18000 xg) und Resuspendieren der Zellen in 100 yL LB-Medium, wurde die
Mischung auf einer LB-Agarplatte mit dem jeweils zum konjugierten Plasmid und dem
entsprechenden Antibiotikum und Irgasan, welches das Wachstum von E. coli S17-1 verhindert,

ausgestrichen und inkubiert (4. N.; 30 °C).

11.2.7 Plasmidpraparation aus Escherichia coli DH5a und Saccharomyces cerevisiae VL6-48

Kolonien von transformierte E. coli DH5a und S. cerevisiae VL6-48 wurden mittels steriler
Zahnstocher in LB-Medium mit Antibiotika oder SD.yra-Medium Uberfiihrt und inkubiert (m2p-labs
GmbH; Flowerplate® MTP-OFF; 1 mL; E. coliDH5a: 37 °C; S. cerevisiae VL6-48: 30 °C; i. N,;
Eppendorf AG; ThermoMixer® C). Die Plasmidisolierung wurde mit Hilfe des Plasmidpraparations-
Kits (Analytik Jena AG; innuPREP Plasmid Mini Kit; Tab. 1I-4) nach Angaben des Herstellers nach
dem Prinzip der alkalischen Lyse (Birnboim und Doly, 1979) und anschlieRender Aufreinigung Gber

eine Plasmid Spin-Saulen durchgefihrt. Fur S. cerevisiae VL6-48 wurde das Pellet nach der
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Aufnahme in 250 uL Resuspensionspuffer aus dem innuPREP Plasmid Mini-Kit (Analytik Jena AG;
Tab. lI-4) zusatzlich mit 10 pyL Lyticase-Losung versetzt und inkubiert (5 U/uL; Tab. II-5; 37 °C;
2,5 -5 h; Cole-Parmer GmbH; Rotator SB2; nach Domrdse, 2016 - modifiziert).

Zur Elution der Plasmid-DNA wurden 15-100 pL steriles, auf 65 °C erwarmtes und RNAase freies
H20 verwendet.

Bei einem hdéheren Kulturvolumen in TB-Medium (500 mL EMK; 50 mL; 37 °C; U. N.; Infors AG;
Multitron Standard) erfolgte die Plasmidisolierung ebenfalls nach dem Prinzip der alkalischen Lyse
(nach Birnboim und Doly, 1979) unter Verwendung des NucleoBond® Xtra Midi-Kits (Macherey-
Nagel GmbH & Co. KG; Tab. lI-4) nach Angaben des Herstellers. Die Lagerung der isolierten DNA
erfolgte bei -20 °C.

11.2.8 Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese (nach Adkins und Burmeister, 1996) wurde sowohl analytisch zur
GroRenbestimmung hydrolysierter DNA (11.2.9), als auch praparativ zur Isolierung von
DNA-Fragmenten (11.2.8.1) eingesetzt. Zunachst wurden die mit dem DNA-Probenpuffer (5x)
versetzten Proben (Tab. II-5) auf ein Agarosegel aufgetragen. Dabei setzte sich das Gel aus
Agarose, TBE-Puffer (0,5x) und 0,00125% MIDORI®™e" Advance zusammen und war, je nach
gewunschter Auftrennung und GrofRe der zu trennenden DNA, verschieden hoch konzentriert. Zur
Bestimmung der GréRen wurden die Standards GeneRuler™ 1 kbp DNA Ladder oder GeneRuler™
100 bp Plus DNA Ladder (ThermoFisher Scientific GmbH) verwendet. Die elektrophoretische
Auftrennung erfolgte in einer Wide Mini-Sub Cell GT horizontalen Elektrophorese-Kammer (Bio-Rad
Laboratories GmbH; Tab. 1I-7), je nach Grof3e der aufzutrennenden DNA-Fragmente, ca. 25-45 min
bei 105 — 130 Volt.

Zur Dokumentation wurden die Agarosegele mit dem Gel iXImager (Intas Science Imaging
Instruments GmbH; Tab. lI-7) erfasst. Dabei wird die DNA durch Bestrahlung mit einem Blue/Green
LED Transilluminators (Nippon Genetics Europe GmbH; Tab. ll-7; Ex: 430 — 530 nm; Agm: ~ 520 nm)
sichtbar, indem MIDORI®ree" Advance, welches an die DNA (iber ionische Wechselwirkungen bindet,

angeregt wird.

[1.2.8.1 Elution von DNA-Fragmenten aus Agarosegel

Im Anschluss an die Auftrennung (11.6.2.) wurden die zu isolierenden Banden aus dem Agarosegel
mit Hilfe eines Skalpells auf einem Blue/Green LED Transilluminators (Nippon Genetics Europe
GmbH; Ex: 430 — 530 nm; Aem: ~ 520 nm) ausgeschnitten.

Die Reinigung der DNA-Fragmente aus dem Agarosegel erfolgte mit dem Elutions-Kit (Analytik Jena
AG; innuPREP DOUBLEpure; Tab. ll-4) nach Angaben des Herstellers. Lediglich zur Elution der
Plasmid-DNA wurden 10-30 pL steriles, 65 °C warmes und RNAase freies H>.O verwendet (Lagerung
des Eluats bei -20 °C).
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[1.2.9 Enzymatische hydrolytische Spaltung von DNA

Die enzymatische hydrolytische Spaltung von DNA (nach Sambrook et al., 1989) erfolgte nach
Empfehlungen der Firma ThermoFisher Scientific GmbH und mit den vom Hersteller bereitgestellten
Enzymen und Puffern. Testrestriktionen zur Analytik wurden mit einem Endvolumen von 20 pL
angesetzt und fiir Restriktionen eines praparativen Zwecks wurde ein 50 uL Ansatz gewahit. Bei der
Kombination von mehreren Restriktionsendonukleasen wurde das Online-fool DoubleDigest
Calculator (ThermoFisher Scientific GmbH; Tab. 11-8) verwendet. Der Anteil der Enzyme und des
Puffers haben dabei nie 10% des Gesamtvolumens uberschritten, aul3er es wurde zur Erhéhung der
Enzymaktivitdt empfohlen. Testrestriktionen wurden 2 h inkubiert, Restriktionen eines praparativen
Zwecks Uber Nacht. Die Inaktivierung der Enzyme erfolgte nach Herstellerangaben in Abhangigkeit
der Enzymeigenschaften. Linearisierte Vektor-Rickgrate, die zur in vivo Rekombination in
S. cerevisiae VL6-48 Zellen (1.2.5) eingesetzt wurden, wurden zudem mit FastAP Alkaline
Phosphatase (5% v/v; Tab. 1l-6) behandelt (10 min; 37 °C).

11.2.10 Isolierung von genomischer DNA aus Gram-negativen Bakterien

Gram-negative Bakterien wurden mittels Zahnstocher Uberfiihrt und inkubiert (m2p-labs GmbH,;
Flowerplate® MTP-OFF; 1 mL; s. Tab. 11-9; U. N.; Eppendorf AG; ThermoMixer® C). Die Isolierung
von genomischer DNA erfolgte mit dem DNeasy Blood & Tissue Kit (Tab.Il-4) nach
Herstellerangaben, jedoch erfolgte nach dem proteolytischem Verdau ein zusatzlicher RNA-Verdau
mit RNase-Loésung (4 uL; 100 g/L; 2 min). Die Elution der genomischen DNA erfolgte mit Nuklease-
freiem H20 (Lagerung bei -20 °C).

[1.2.11 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Zur in vitro Amplifikation von DNA-Fragmenten wurde die PCR (nach Saiki et al., 1988) eingesetzt.
Samtliche PCRs wurden im Tprofessional Basis Gradient Thermocycler (Biometra GmbH) unter
Verwendung der Phusion® High-Fidelity DNA-Polymerase (ThermoFisher Scientific GmbH)
durchgefiihrt. Eine Ubersicht der zur Amplifikation von DNA verwendeten Oligonukleotide ist in
(Tab. lI-3) angegeben. Als Matrize flr eine Standard-PCR fungierte entweder Plasmid-DNA oder
genomische DNA (11.2.7; 11.2.10; 20-100 ng/uL). Fur eine Kolonie-PCR wurde eine Lésung aus einer
mit dem Zahnstocher auf der Agarplatte aufgenommene Kolonie in 30 yL Nuklease-freiem H>O
(10 min = 99 °C) eingesetzt. Hierbei wurden die PCR-Ansatze auf Basis eines Standardprotokolls
verwendet (Tab. 11-11), die bei Bedarf verandert wurden. PCR-Programme wurden ausgehend von
einem Standard-Programm (Tab. 1I-11) entsprechend der jeweils verwendeten DNA-Matrize, der
Oligonukleotid-Primer (Tab. 1I-3), sowie der Amplikon-Lange (Elongationszeit 0,25-0,5 min/kbp)
adaptiert. Die Hybridisierungstemperatur (Tm) wurde nach Angaben des Oligonukleotid-/

Polymerase-Herstellers gewahlt. Bei langen Primersequenzen, die initial nicht mit der vollen Lange
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binden und hohe Primer-Schmelztemperaturen besitzen, wurde ein zusatzlicher

Amplifikationszyklus (+ 2-Step; Tab. lI-11) durchgefihrt, um die initiale Hybridisierung zu optimieren.

Tab. 1I-11: Protokoll zum Erstellen eines PCR-Ansatzes und Programm-Vorlage zur Adaptierung eines individuellen PCR-
Programms.

Komponente Kolonie-PCR [pL] Standard-PCR [pL]
GC-Puffer (5x) 4 10
— | dNTP Mix (10 mM) 0,4 1
2 | Primermix (10 uM; Tab. I1-3) 2 5
© | DMsO 2 5
2 | DNA-Matrize (1-50 ng/uL; Tab. II-1) 2 1
Phusion® High-Fidelity DNA-Polymerase 0,4 1
Nuklease-freies H,O 9,2 27
. . Zeit [min]
Bezeichnung Temperatur [°C] Standard + 2-Step
1. Initiale Denaturierung 98 10 10
€ | Il. Denaturierung o © 98 - 0,5
E | I1I. Hybridisierung -2 T - 0,3
58'» IV Elongation v 72 . 0,25-0,5 pro kbp
a | Il. Denaturierung n c 98 0,5 0,5
I1I. Hybridisierung "2 T/ 72 0,3 0,3
IV. Elongation &R 72 0,25-0,5 pro kbp 0,25-0,5 pro kbp
V. Finale Elongation 72 10 10

11.2.12 Quantitative real-time PCR

Der Transkriptnachweis durch RT- (reverse Transkription) gPCR (quantitative real-time PCR) in
P. putida KT2440 (nach Loeschcke, 2012; Domrdse, 2016) erfolgte mit Hilfe von RNase-freien
Chemikalien und Materialien (Tab. lI-4; Tab. 11-7).

[1.2.12.1 Isolierung von Gesamt-RNA aus P. putida KT2440

Die Isolierung von Gesamt-RNA erfolgte aus ausgewahlten P. putida KT2440 Expressions- und
Produktionskulturen (11.2.1.1) nach 6 und 24 h in biologischer Dreifachbestimmung. Hierzu wurde
eine Zellmenge entsprechend einer ODsgonm= 2 durch Zentrifugation (1 min; 18000 xg; Uberstand
verworfen) geerntet. Zur Aufbewahrung wurden diese in flissigem Stickstoff (—196 °C) gefroren und
anschlielRend bei -80 °C gelagert.

Die Praparation der Gesamt-RNA folgte mit Hilfe des NucleoSpin® RNA Kit (Macherey-Nagel GmbH
& Co. KG; Tab. I1I-4) entsprechend der Herstellerangaben. Zur Vermeidung von
DNA-Kontaminationen wurde zusatzlich eine DNase Behandlung auf der NucleoSpin® RNA Saule
mit dem RNase-free DNase Set (Qiagen GmbH; Tab. 1I-4) durchgefihrt. Hierfir wurde nach der
bereits im Herstellerprotokoll vorgesehenen DNase Behandlung die NucleoSpin® RNA Saule
zentrifugiert (15 's; 11000 xg) und mit 80 yL DNasel-Mix (10 yL DNasel + 70 yL RDD-Puffer) fur
15 min inkubiert. AnschlieRend wurde entsprechend des Herstellers des NucleoSpin® RNA Kits
(Macherey-Nagel GmbH & Co. KG; Tab. lI-4) vorgegangen. Die Elution der Gesamt-RNA erfolgte
mit 47 yL Nuklease-freiem H>O. Folgend wurde das Eluat mit dem DNA-free™ DNA Removal Kit
(ThermoFisher Scientific GmbH; Tab. lI-4) nach Herstellerangaben behandelt. Zum Schluss wurden
50 puL RNA in ein Mikroreaktionsgefal® Uberfuhrt (Lagerung bei -80 °C; Konzentrationsbestimmung
nach 11.2.13).
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[1.2.12.2 Transkript-Quantifizierung durch RT-gPCR

Um einen Vergleich bezlglich der Expressionsstarke der Zielgene in den verschiedenen Proben zu
ermoglichen, wurden bei der RT-gPCR 50 ng Gesamt-RNA als RNA-Matrize eingesetzt und diese
mit Hilfe des Power SYBR® Green RNA-to-CT™ 1-Step Kits (ThermoFisher Scientific GmbH;
Tab. lI-4) nach Herstellerangaben am 7900HT Fast Real-Time PCR System (ThermoFisher
Scientific GmbH; Tab. lI-7) mit Hilfe der Software SDS 2.3 (ThermoFisher Scientific GmbH; Tab. 11-8)
durchgeflhrt. Die Primer fir die RT-gPCR wurden mit dem Online-tool/ Primer3Web (Tab. II-3;
Tab. 1I-8) erstellt und optimiert, wobei die Amplikonlange aller PCR-Produkte 135 + 2 bp betrug. Fur
jede RT-gPCR Reaktion der zu untersuchenden Proben (RT) in biologischer Dreifachbestimmung
wurde eine sogenannte No-RT Kontrolle, ohne Zugabe von reverser Transkriptase als
DNA-Kontaminationskontrolle, mitgefiihrt (vgl. Tab. 11-12). Als Referenz wurde flr jede biologische
Probe zusatzlich zu den Zielgenen die Transkriptionsstarke fiir das P. putida KT2440 Haushaltsgen
rpoB ermittelt (hach Schmittgen und Livak, 2008), dessen Expression unter allen Bedingungen und

Wachstumsstadien vergleichbar sein soll.

Tab. lI-12: Protokoll zum Erstellen eines RT-qPCR-Ansatzes und Programm der RT-qPCR.

Komponente RT [uL] No-RT [pL]
= RNA-Matrize (50 ng) 9 9
< | Primermix (10 pmol) 0,8 0,8
© | RT Enzymmix (125x) 0,16 -
& | PCR-MasterMix (2x) 10 10
Nuklease-freies H.0 0,04 0,2
Bezeichnung Temperatur [°C] Zeit [min]
I. Reverse Transkription 48 30
€ | Il. Enzymaktivierung 95 10
ﬁ 11l. Denaturierung o § 95 0,25
& | IV. Hybridisierung/ Elongation ~ iﬁ, 60 1
a& | V. Initiale Denaturierung s € 95 0,25
VL. Hybridisierung a '% 60 0,25
VII. Dissoziation 8N 95 0,25

Die Bestimmung der Transkriptkopienzahl der in dieser Arbeit untersuchten Gene rpoB, rhlA, rhiB
und eYFP wurde anhand einer Konzentrationsreihe der DNA-Matrize pYTSK40K 1G7 und
genomischer DNA von P. putida KT2440 (Tab. ll-1; Tab. 1I-2; 11.2.10) durchgefiihrt. Uber die
DNA-Konzentration und das Molekulargewicht der jeweiligen eingesetzten Matrizen (SMS2, DNA
Molecular Weight; Tab. 1l-8) konnte die Anzahl der Transkriptkopien berechnet werden, anhand
derer anschlieBend die Anzahl der Transkriptkopien in Messproben anhand des gqPCR-Signals
berechnet werden konnte. Die Qualitat der gPCR wurden in Anlehnung an die MIQE-Richtlinien
(Bustin et al., 2009) anhand der Signalspezifitdt und -prazision fir jede individuelle PCR
sichergestellt (Abb. lI-2 (A)). AnschlieRend wurden die Cq-Werte (quantification cycle; qPCR-Zyklus,
ermittelt anhand definierter Tresholds) im linearen Messbereich der Konzentrationsreihe in Bezug
zur Anzahl der Transkriptkopien gesetzt (Abb. 11-2 (B)).
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Abb. 11-2: Uberblick iiber die Qualititskontrolle und Kalibrierung der RT-qPCR-Messungen.

A: Die Dissoziationskurven (Ableitung der SYBR-Fluoreszenz gegen die Zeit; oben links) fir die Gene rpoB, rhiB und e YFP zeigen,
dass die Primer sowohl an niedrigkonzentrierten DNA-Matrizen (| Kopienzahl ~ 700) als auch héherkonzentrierten DNA-Matrizen
(1 Kopienzahl ~ 70000000) spezifisch binden und nur ein PCR-Produkt bei der gewilnschten GroéfRe entsteht. Bei der
anschliefenden Evaluierung der PCR-Produkte (unten links) der Kalibrierungsreihe (sequentielle 1/10 Verdinnung der DNA-
Matrize) konnte das PCR-Produkt mit Hilfe des GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Ladders (S) der GroRe 135 + 2 bp zugeordnet
werden. Hierbei diente eine PCR uber die jeweilige DNA-Matrize als Positivkontrolle (P) und H,O als Negativkontrolle.

B: Somit wurde fiir die Kalibrierung (unten rechts) in Anlehnung an die MIQE-Richtlinien (Bustin et al., 2009) ein Threshold von
0,2626895 ( ) definiert (oben rechts) und die hieraus ermittelten Cq-Werte gegen die Kopienzahl aufgetragen, um einen linearen
Bezug y = m - In(x) + a, sowie das Bestimmtheitsmal} R anzugeben. Fiur das Gen rhlA konnte sowohl in den Dissoziationskurven
als auch im Agarosegel bei niedrigkonzentrierten DNA-Matrizen (unter 70000 Kopien) die Bildung eines unspezifisches PCR
Produktes (Primer-Dimere) beobachtet werden. Um eine Kalibrierungsgleichung zu erstellen, wurde fir das Gen rhlA ein hdherer
Threshold von 1,9388019 (TS2) definiert, um die Dimerisierung der Primer aus der Kalibrierung auszugrenzen.

Hier zeigte sich, dass die PCR-Produkte fir die Gene rpoB, rhiB und eYFP sowohl bei niedrig-
konzentrierten als auch bei hoher-konzentrierten DNA-Matrizen spezifische PCR Produkte bilden.
Dies wird zum einen durch einen zusatzlichen Dissoziationsschritt am Ende der qPCR und die
Ableitung der SYBR-Fluoreszenz nach der Zeit, und zum anderen durch die anschlieRende
Auftragung auf einem Agarosegel (11.2.8) gezeigt. Fir rhlA ergab sich bei niedrig-konzentrierten
DNA-Matrizen eine Dimerisierung der Primer, welches sowohl an der Ableitung der SYBR-
Fluoreszenz nach der Zeit bei der finalen Dissoziation im Agarosegel (Abb. 1I-2 (A)), als auch in den
Signalen der No-RT Proben sichtbar ist. Aus diesem Grund wurde zur Ermittlung der Cg-Werte, die
zur Erstellung der Kalibrierungsgleichungen benétigt werden, fir rpoB, rhiB und e YFP in Anlehnung
an die MIQE-Richtlinien (Bustin et al., 2009) ein Threshold von 0,2626895 ( ; Abb. 1I-2 (B)) und
fur rhiA ein Threshold von 1,9388019 (TS2; Abb. 1I-2 (B)) gewahlt, um mdéglichst keine Primerdimere
im Messbereich zu berlicksichtigen (s. a. Abb. A-1). Der lineare Messbereich fiir die Zielgene
entsprach in Cq-Werten fiir rpoB bei 14,0-25,6, flr rh/A bei 9,3 — 27,5, fir rhiIB bei 6,0 und 31,3 und
fur eYFP 6,0 und 25,0, sodass auch nur experimentelle Werte in diesen Bereichen akzeptiert
wurden. Die methodische Prazision (technische Replikate in Dreifachbestimmung) der Kalibrierung
lag bei < 0,5 Zyklen. Anhand der hier erstellten Eichgeraden (Abb. 1I-2 (B)) kann der in der gPCR
mit biologischen Proben ermittelte Cqg-Wert in die Anzahl an Transkriptkopien umgerechnet werden

und durch Normierung auf das Haushaltgen rpoB in Bezug zur Wachstumsphase der Zellen gebracht
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werden, wodurch die Transkriptmengenanderungen zwischen verschiedenen Stammen verglichen

werden kann.

[1.2.13 Bestimmung von Nukleinsdure-Konzentrationen

Die Konzentration von DNA/RNA in 1 uL wurde photometrisch lber die Absorption (A) bei 260 nm
im NanoDrop 2000c Spektralphotometer (ThermoFisher Scientific GmbH; Tab. II-7) bestimmt. Als
Kontrolle diente das jeweilige LOsungsmittel. Zur Bestimmung von Verunreinigungen werden neben
Azsonm, auch Azgonm Und Azzonm gemessen. Der Quotient Azsonm/ Az2sonm zeigt Proteinverunreinigungen
(~ 1,8 fur reine DNA; ~ 2,0 fir reine RNA), wahrend der Quotient der Azsonm /A23onm €ine

Verunreinigung mit Salzen/ Losungsmitteln ermittelt (~ 1,8-2,2 fir reine DNA/RNA).

[1.2.14 Sequenzierung und de novo Synthese von Nukleinsdure

Zur Sequenzierung von DNA wurden 15 puL des DNA-Konstrukts in Auftragsarbeit durch die Firma
Eurofins Genomics GmbH (Ebersberg) mit einer maximalen Auflésung von 1,5 kbp sequenziert. Die
dazugehorigen Sequenzierungsprimer wurden entweder durch Eurofins Genomics GmbH
(Ebersberg) bereitgestellt oder es wurden 2 pL des Primers (10 pmol; Tab. 1I-3) im Voraus zur DNA
hinzugegeben.

Transkriptomsequenzierungen wurden aus in Stickstoff eingefrorenen ODsgognm= 1 Pellets von
entsprechenden P. putida KT2440-Kulturen (1 min; 18000 xg; log. Wuchswachse; 11.2.1.1) in
Kooperationsarbeit durch das G2L, Georg-Augustus-Universitat Gottingen durchgefihrt mit
anschlieftender Zuordnung der Gene und bioinformatischer Analyse.

Das DNA-Fragment YT core (999 bp; Abb. A-2) wurde als Auftragsarbeit durch GeneArt
(ThermoFisher Scientific GmbH) in vitro synthetisiert und als Bestandteil des Plasmides pMK-RQ-
YT _core (Tab. 1I-1) geliefert.
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II.3 Detektion und Analytik

Die im Folgenden aufgelisteten analytischen Methoden behandeln den Umgang mit nicht
kontaminierten Materialien und wurden im Sinne der empfohlenen Richtlinien durchgefiihrt. Alle
genannten Methoden wurden mindestens in biologischer Dreifachbestimmung durchgefiihrt. Die in
dieser Arbeit gezeigten experimentellen Daten entsprechen somit den arithmetischen Mittelwerten

der Dreifachbestimmung, angegeben mit der entsprechenden Standardabweichung.

11.3.1 Zelldichtebestimmung und Aufnahme von Wachstumskurven

Fir die Zelldichtebestimmung wurde zur Ermittlung der optischen Dichte (OD; Sutton, 2011) von
E. coliDH5aq, E. coli $S17-1 und P. putida KT2440 die ODsgonm und im Falle von S. cerevisiae VL6-48
die ODsgonm mit einem Spektrophotometer (Genesys10 S UV-VIS; ThermoFisher Scientific GmbH;
Tab. 1I-7) aufgenommen (1 mL Messvolumen; VWR international GmbH; Halbmikrokiivetten; 1 cm
Schichtdicke; 1:10 verdiinnte Kulturen in VE-Wasser).

Bei groReren Probenmengen in vergleichenden P. putida KT2440 Expressions- und
Produktionsstudien wurde zu Normierungswecken zudem die Assonm in MTP (Greiner Bio-One
International GmbH; MTP 96-well; Tab. 1I-7) im MTP-Fluoreszenzphotometer (TECAN Group Ltd;
Infinite® M1000 Pro; Tab. II-7), in dem jeweiligen zum Experiment adaquaten Volumen und der
Verdinnung, gemessen. Die Auswertung erfolgte mit Hilfe der i-control 1.11 Software (TECAN
Group Ltd.; Tab. 1I-8) und Microsoft Excel (Microsoft Corp.; Tab. lI-8).

Die Aufnahme von zeitlich aufgeldsten Wachstumskurven von P. putida KT2440 Kulturen (11.2.1.1)
in Flowerplates® (m2p-labs GmbH; Flowerplate® MTP-B; Tab. lI-7) wurden in einem BioLector® |
(m2p-labs GmbH; Tab. II-7; Kanal: Biomass; Aexem = 620 nm (Streulicht); Gain: 20) in Echtzeit mit
Hilfe des implementierten optischen Sensors in 20 min Intervallen durchgefiihrt und mittels der
BioLection 2 Software (m2p-labs GmbH; Tab. II-8) und Microsoft Excel 2019 (Microsoft Corp.;
Tab. lI-8) verfolgt und ausgewertet.

Die Wachstumsrate wahrend der logarithmischen Wuchsphase wurde durch Verwendung der

folgenden Formel ermittelt (Christian et al., 1982):

In(N3)—In(N1)

rp(t) = AL
rs(t)  Wachstumsrate [h]
N1 Biomasse in der friihen logarithmischen Phase
N> Biomasse in der spaten logarithmischen Phase

t Zeit [h]
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11.3.2 Fluoreszenzintensitatsmessungen und Aufnahme von

Fluoreszenzspektren/-veranderungen

Die Bestimmung der in vivo Fluoreszenzintensitat (Wagnieres et al., 1998) in P. putida KT2440
Expressions- und Produktionskulturen (11.2.1.1) erfolgte in MTP (Greiner Bio-One International
GmbH; MTP 96-well; Tab. 1I-7) im MTP-Fluoreszenzphotometer (TECAN Group Ltd.; Infinite® M1000
Pro; Tab. II-7; fluorescence intensity; gain: 5). Dazu wurden pelletierte P. putida KT2440
Expressions- und Produktionskulturen (1 mL; 1 min; 18000 xg) dreimal in Tris-HCI-Puffer (100 mM;
pH 8; Tab. II-5) gewaschen (1 mL; 1 min; 18000 xg) und 200 L dieser Suspension zur Messung
eingesetzt. Hierbei wurden die zum Fluoreszenzreporter passende Anregungs- (Aex) und
Emissionswellenldange (Aem; vgl. Tab. 11-13) auf Basis der Empfehlungen der FPbase (Tab. II-8;
FPbase.org; Stand: April 2020) ausgewahlt und tber die i-control 1.11 Software (TECAN Group Ltd.;
Tab. 1I-8) und Microsoft Excel (Microsoft Corp.; Tab. 1I-8) ausgewertet.

Tab. lI-13: Eigenschaften der verwendeten Fluoreszenzreporter (nach FPbase.org; Stand April 2020).

Fluoreszenzreporter Ursprungsorganismus Amaxex [nm] Amaxem [nm] Referenz

mTagBFP2 (mBFP) Entacmaea quadricolor 399 454 Subach et al., 2011
eYFP Aequorea victoria 513 527 Spiess et al., 2005
mCherry Discosoma sp. 587 610 Shaner et al., 2004

Zudem wurden, falls eine Normierung auf die Zelldichte bendtigt wurde, die gemessenen
Fluoreszenzintensitaten durch die entsprechenden Assonm Werte geteilt (11.3.1).

Zur Aufnahme von Fluoreszenzspektren wurde ein Fluoreszenzemission Scan (TECAN Group Ltd.;
Infinite® M1000 Pro; Tab. II-7; fluorescence scan; gain: 5) bei der Fluoreszenzreporter-abhangigen
Anregungswellenlange (entsprechend Aex in Tab. 1I-13) aufgenommen und mit Hilfe der i-control 1.11
Software (TECAN Group Ltd.; Tab. 1I-8) und Microsoft Excel (Microsoft Corp.; Tab. ll-8) ausgewertet.
Die Aufnahme von zeitlich aufgeldsten P. putida KT2440 Fluoreszenzintensitatsveranderungen
wurde in Flowerplates® (m2p-labs GmbH; Flowerplate® MTP-B; Tab. lI-7) in einem BioLector® |
(m2p-labs GmbH; Tab. lI-7; Kanal: eYFP- oder mCherry fluorescence; eYFP Gain: 50, Aex= 508 nm
bzw. Aex =523 nm; Messwiederholung: je 20 min) nicht-invasiv mittels LED und Filtermodulen
wahrend der Kultivierung (11.2.1.1) durchgefiihrt und mit Hilfe der BioLection 2 Software (m2p-labs
GmbH; Tab. lI-8) und Microsoft Excel 2019 (Microsoft Corp.; Tab. ll-8) ausgewertet. Zur
Zelldichtenormierung der Fluoreszenz wurden die hierzu parallel gemessene Biomasse (l1.3.1)
benutzt. Die spezifische Fluoreszenzzunahme wurde durch Verwendung der folgenden Formel (In

Anlehnung an 1.3.1) ermittelt:

up(t) — ln(FZ)A_tln(Fl) * 1000
ur(t)  Fluoreszenzzunahme [h]
F1 normierte Fluoreszenz in der friihen Phase
F> normierte Fluoreszenz in der spaten Phase

t Zeit [h]
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Zum qualitativen Nachweis der Fluoreszenz einzelner P. putida KT2440 Kulturen wurden
entsprechende Stdmme unter exprimierenden Bedingungen auf Agarplatten ausgestrichen (24 h;
30 °C). AnschlielRend wurde die Fluoreszenz von eYFP und mCherry auf einem Blue/Green LED
Transilluminator (Nippon Genetics Europe GmbH; Tab. ll-7; Aex: 430 — 530 nm; Aem: ~ 520 nm) und
fur mtagBFP2 (mBFP) auf dem CAMAG TLC® Visualizer 2 (CAMAG AG & Co. GmbH; Tab. II-7;

Aex: 366 nm; Aem: ~ 520 nm) visualisiert und dokumentiert.

11.3.2.1 Zytometrische Bestimmung der Fluoreszenzintensitat/-verteilung

und -heterogenitat

Zur Bestimmung der Fluoreszenzintensitat/-verteilung und der Heterogenitat der Produktion von
Fluoreszenzreportern (in Anlehnung an Arnfinnsdottir et al., 2016) wahrend der Kultivierung von
P. putida KT2440, wurde ein CellStream™ Durchflusszytometer (Merck KGaA; Tab. 1I-7) verwendet,
um eine Analyse auf Einzelzellebene zu ermdglichen. Dazu wurden P. putida KT2440 Zellen
pelletiert (1 mL; 1 min; 18000 xg; 11.2.1.1), dreimal in Tris-HCI-Puffer (100 mM; pH 8; Tab. lI-5)
gewaschen (1 mL; 1 min; 18000 xg) und eine optische Dichte (11.3.1) von ODsgonm= 0,05 mit Tris-HCI-
Lésung eingestellt.

Die vorbereiteten Proben (100 uL) wurden anschlieRend mit dem CellStream™ Durchflusszytometer
analysiert (Merck KGaA; Tab. II-7). Die Vorwartsstreuung (FSC) wurde mit einem FSC-Laser mit
30% der Laserleistung (456/51 nm Bandpassfilter) gemessen. Fur die Seitwartsstreuung (SSC)
wurde ein dedizierter Laser mit 100% der Laserleistung (773/56 nm Bandpassfilter) verwendet. Fur
die Messung der Fluoreszenz der untersuchten Reporter wurden die in Tab. ll-14 dargestellten

Einstellungen getroffen.

Tab. lI-14: Parameter der Durchflusszytometrie.

Fluoreszenzreporter Aex [nm] | Aem [nm] | Bandpassbreite (Filter) [nm] | Laserintensitat [mW]
mTagBFP2 (mBFP) 375 456 51 75
eYFP 488 528 46 200
mCherry 561 611 31 150

Im Anschluss an die Messung erfolgte die Analyse mit Hilfe der von Geratehersteller bereitgestellten
CellStream Analysis Software (Merck KGaA; Tab. 1I-8), indem basierend auf den Streudiagrammen
(FSC/ SSC) die Bakterienzellen aus irrelevanten Zahlungen fir die Fluoreszenzanalyse
ausgeblendet wurden. Dabei wurden zum einen die bakteriellen Events vom Hintergrundrauschen
abgegrenzt und zum anderen Zellanhdufungen (Dubletten und Aggregaten) durch eine
Dublettendiskrimierung ausgeschlossen. Die Zellen wurden hierflr hinsichtlich ihrer GréRe (FSC)
und Granularitat (SSC) analysiert, sodass moglichst einzelne Zellen betrachtet werden konnten. Die
Darstellung der gemessenen Fluoreszenzintensitaten gegen das Verhalten der einzelnen Events im

Streulicht I&sst Schlisse auf die Fluoreszenzintensitat/-verteilung und die Heterogenitat zu.
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11.3.3 Nachweis hamolytischer Aktivitat

Zum Nachweis hamolytischer Aktivitat von bakteriellen Kolonien (nach Mulligan et al., 1984) wurden
(rekombinante) P. putida KT2440 Kulturen aus einer Einzelkolonie von einer LB-Agarplatte (11.2.1)
mit Hilfe eines Zahnstochers auf eine Blutagarplatte (Tab. II-5) mit dem jeweils zum Stamm
adaquaten Antibiotikum und ggf. dem Induktor zur Induktion (Tab. 1I-10) der Produktion von
hamolytischen Substanzen punktférmig bertragen und inkubiert (30 °C; . N). Bei einem hohen
Durchsatz an zu analysierenden Kulturen wurden diese in Deepwell Platten (Eppendorf AG;
Tab. II-7) kultiviert (vgl. 11.2.1; 1 mL; 30 °C; . N.; 1200 rpm; Eppendorf AG; ThermoMixer® C) und
mit Hilfe eines Mikroplatten-Replikators (Boekel Industries Inc.; Tab. II-7) auf Blutagarplatten
aufgetragen. Zur Beobachtung der Entwicklung des Klarhofes wurden die Platten bei 4 °C gelagert
und taglich im CAMAG TLC® Visualizer 2 (CAMAG AG & Co. GmbH; Tab. II-7) fortlaufend mit

romischen Ziffern dokumentiert.

11.3.4 Atomized-oil Test

Als Nachweis der Produktion von oberflachenaktiven Substanzen durch P. putida KT2440 Kolonien
auf Agarplatten (nach Burch et al., 2010), wurden Agarplatten zur Beobachtung des
Lichtbrechungsverhaltens kleinster Oltrépfchen mit mehreren fiir mindestens 18 h angezogenen
Bakterienkolonien mit einem Spray aus dunnflissigem Paraffindl (Merck KGaA; Tab. 1I-6) mittels
einer Airbrush Beginner ESB 100 (Revell GmbH; Tab. 1I-7) bespriht. Die bei indirekter Beleuchtung
identifizierbaren Hofe wurden mit dem Stella Imaging Systems (Raytest Isotopenmessgerate GmbH,;
Tab. II-7) dokumentiert (Lichtquelle: white light; Apertur: 4,0 oder offen; gain: 4; binning 2x2;
Belichtungszeit 10 ms; Stufe 2; Focus 205).

11.3.5 Drop-collapsing und grid Test

Fir den Nachweis von oberflachenaktiven Substanzen in Kulturiiberstanden von P. putida KT2440
Expressions- und Produktionskulturen wurden der drop-collapsing Test (nach Jain et al., 1991) oder
der grid Test (nach Chen et al., 2007) eingesetzt. Bei ersterem wurden 10-20 yL Kultur oder
Kulturiiberstand (1 min; 18000 xg) auf eine Polystyrol-Petrischale gegeben und nach ca. 1 min die
Tropfenform fotografiert. Der grid Test wurde in MTP (Greiner Bio-One International GmbH;
Tab. 1I-7), unter die ein schwarz-wei3es Raster (0,8 mm x 0,8 mm Zellengré3e) gelegt und 100 pL
je Well Kulturiiberstand pipettiert wurde, durchgefiihrt. Im Anschluss wurde die optische Verzerrung
der Linien im Vergleich zu reinem Medium oder zum Uberstand der Kontrollkultur mittels des Stella
Imaging Systems (Raytest Isotopenmessgerate GmbH; Tab. 1I-7) dokumentiert (Lichtquelle: white

light; Apertur: 4,0 oder offen; gain: 4; binning 2x2; Belichtungszeit 10 ms; Stufe 1; Focus 309).
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[1.3.6 CPC-BTB Test

Der CPC-BTB Test wurde zur Ermittlung der Surfactin-Konzentration in Bacillus-Kulturiiberstanden
(nach Yang et al., 2015) entwickelt und in dieser Arbeit auf die Anwendbarkeit zur Quantifizierung
von RL getestet. Hierzu wurden zur Vorbereitung ein Gemisch aus CPC-BTB (20 mL CPC-L6sung;
20 mL BTB-L6sung; Tab. lI-5) erstellt. Im nachsten Schritt wurden in eine MTP (Greiner Bio-One
International GmbH; MTP 96-well; Tab. 1I-7) 160 uL je Well dieser Mischung hinzugegeben.
Anschliefend wurden 20 pL zellfreie Kulturbriilhe (1 min; 18000 xg) aus P. putida KT2440
Produktionskulturen (I1.2.1.1) hinzugegeben und durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren
vermischt und inkubiert (5 min; 25 °C; 500 rpm; Eppendorf AG; ThermoMixer® C; Tab. lI-7). Zur
Kalibrierung diente eine Kalibrierungsreihe aus einem verdiinnten mRL-Standard (Tab. 1I-6) in
LB-Medium. Zur Detektion der chromatographischen Veranderung aufgrund von Tensiden im
Uberstand wurde der Agazsnm- und Asoonm-Wert ermittelt (TECAN Group Ltd.; Infinite® M1000 Pro;
Tab. 1I-7). Unter Anwendung der i-control 1.11 Software (TECAN Group Ltd.; Tab. lI-8) und Microsoft
Excel (Microsoft Corp.; Tab. lI-8) wurde anhand der Berechnung des Quotienten von As1s/500nm (in
dieser Arbeit zur Erhéhung der Auflosung verwendet) und mit Hilfe der zuvor erstellten
Kalibrierungsgleichung der Messwert bestimmt, der einem Biotensid-Titer zugeordnet werden

konnte.

11.3.7 Flissigchromatographie-Messung von 3-(3-Hydroxyalkanoyloxy)Alkanoaten und

Rhamnolipiden

Die quantitative Analyse von HAA- und RL-Kongeneren aus P. putida KT2440 Produktionskulturen
(11.2.1), erfolgte durch HPLC-CAD. Zur Probenvorbereitung wurden die Kulturen zentrifugiert (1 min;
18000 xg), die zellfreie Kulturbriihe 1:1 mit Acetonitrii gemischt und gelagert (4 °C; U. N.).
Anschliellend wurde die Mischung zentrifugiert (2 min; 18000 xg) und mit Phenex RC-Spritzenfiltern
(Ausschlussgrofte = 0,2 ym; Phenomenex Inc.; Tab. 1I-7) in HPLC-Gefale filtriert.

Die Durchfiihrung, sowie die Auswertung und Aufreinigung der zugesendeten Proben in der HPLC
erfolgte in Kooperationsarbeit durch Isabel Bator, iAMB, RWTH Aachen nach Bator et al., 2020.
Hierbei wurde das HPLC-System Ultimate 3000 mit einem Corona™ Veo™ Charged Aerosol
detector (ThermoFisher Scientific GmbH; Waltham; USA) verwendet. Zur Trennung wurde eine
NUCLEODUR C18 Gravity 15 x 4,6 mm Saule (PartikelgroRe: 3 um; Macherey-Nagel GmbH & Co.
KG, Diren, Deutschland) benutzt. Die FlieRgeschwindigkeit wurde auf 1 mL - min' und die
Saulenofentemperatur auf 40 °C eingestellt. Ein Gradient aus Acetonitril (A) und 0,2% (v/v)
Ameisensaure in ultrareinem H2O (B) wurden als mobile Phase verwendet. Startbedingung war ein
Verhaltnis A:B von 70:30%, in einem lineare Gradienten Uber 8 min wurde ein Anteil von 80% A
erreichte. Bis zu Minute 10 wurde linear auf 100% A erhoht, danach wiederum in einem linearen
Gradienten zur Startbedingung zurtickgekehrt. Die Methode endete nach 15 min.

Die Auswertung erfolgte anhand der zuvor im Institut fir Anorganische und Analytische Chemie,

Universitat Minster ermittelten Retentionszeiten der bekannten Kongenere (P. aeruginosa-Typ:
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Cs-C10; C10-C10; C10-C121; C10-C12; Rha-C10-Cg; Rha-Cio-C1o; Rha-C12-Cio:1;  Rha-C12-Coo;
Rha-Rha-C10-Cs; Rha-Rha-C10-C10; Rha-Rha-C12-C10:1; Rha-Rha-C12-C10) oder der Betrachtung von
Chromatogrammen. Zur vereinfachten Darstellung wird jeweils die Summe der HAA und mRL-
Kongenere prasentiert, da die Verteilung der verschiedenen Kongenere sich nicht mafgeblich
andert und Betrug gerundet fir die Fettsdure-Kongenere Cg-C10:C10-C10:C10-C12:1:C10-C12 ein
Verhaltnis von ca. 1,5:22:5:6 (Behrens et al., 2016b, c). Zur Herstellung von Biotensid-Standards
wurden rekombinante P. putida KT2440 Stamme verwendet, die HAA, mRL und dRL produzieren.
Die Herstellung und Reinigung einzelner Kongenere erfolgte wie in (Blesken et al., 2020)
beschrieben. Hier wurden nur die C+o-C10-Kongenere und somit die Hauptkongenere isoliert.

Zur Normierung der resultierenden Titer wurde die Biomassemessung des BioLector (m2p-labs
GmbH; BioLector® I; Tab. II-7) oder die ODsgonm Verwendet (vgl. 1.3.1). Die Produktivitat der Zelle zur

Produktion von HAA und mRL wurde wie folgt berechnet:
Bnorm. * K
PB =T A * 1000

PB PI’OdUktIVItat [Hgnorm, . h-1]
Brorm.  normierter Biotensid-Titer [mg - mL™"]

K Kultivierungsvolumen [mL]
t Zeit [h]

11.3.8 Victoria Pure Blue BO-Assay

Zur quantitativen Bestimmung von HAA- und RL in Kulturiiberstdnden von P. putida KT2440
Expressions- und Produktionskulturen wurde in dieser Arbeit der Victoria Pure Blue BO (VPBO)-
Assay entwickelt. Dieser basiert auf einer Methode zur Bestimmung der verbliebenen Tenside bei
der Impfstoffaufarbeitung (Roosloot und Schoen, 2011). Zur Herstellung von VPBO-Platten wird eine
Stammlésung von 0,1 g/L VPBO (Santa Cruz Biotechnology Inc.; Tab. l1I-6) in Isopropanol erzeugt.
Ab diesem Zeitpunkt wurde die Methode gemal Roosloot und Schoen, 2011 nur leicht modifiziert.
Jedes Well einer Polystyrol-MTP (Greiner Bio-One International GmbH; MTP 96-well; Tab. 1I-7)
wurde mit 50 pL der zuvor hergestellten VPBO-LOsung gefiillt, um anschliefend den Farbstoff in
einer Vakuumzentrifuge (Eppendorf AG; Speed Vac-Konzentrator 5301; Tab.Ill-7;
Exsikkatorfunktion; 60 min; 45 °C) zu trocknen. Danach wurde NaOH-L&sung hinzugegeben. Nach
einer Inkubationszeit wurde diese wieder (300 uL je Well; 10 min; RT; Tab. lI-5) aspiriert und die
MTP erneut in einer Vakuumzentrifuge (Eppendorf AG; Speed Vac-Konzentrator 5301; Tab. lI-7;
Exsikkatorfunktion; 60 min; 45 °C) getrocknet. Eine Lagerung der praparierten VPBO-Platten ist bei
4 °C mit Aluminiumfolie méglich.

Fir die Referenzmessungen wurden Verdiinnungsreihen (18 —21 Konzentrationen zwischen
0,01 —5g/L) von reinen Biotensiden (C1o-C10-Kongenere von HAA, mRL und dRL; 11.3.7) in
LB-Medium (300 yL je Well; Tab. lI-5) hergestellt, die aus einer Stammldsung durch Addition von
Wasser pipettiert wurden.

Fir biologische Proben wurden ebenfalls 250 uL zellfreie Kulturbriihe (1 min; 18000 xg; zusatzlich

methodische Dreifachbestimmung; 11.2.1.1) eingesetzt. Die Platten wurden mit einer Aluminiumfolie
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versiegelt und auf einem Platteninkubator (750 rpm; Eppendorf AG; ThermoMixer® C; Tab. II-7)
inkubiert (60 min; 23 °C). Danach wurden 200 L je Probe auf eine saubere MTP (Greiner Bio-One
International GmbH; MTP 96-well; Tab. 1I-7) Uberfiihrt und die VPBO-abhangige Absorption der
Losung bei einer Wellenlange von 625 nm (TECAN Group Ltd.; Infinite® M1000 Pro; Tab. 1I-7)
bestimmt. Im Anschluss konnte mit Hilfe der i-control 1.11 Software (TECAN Group Ltd.; Tab. 1I-8)
und Microsoft Excel (Microsoft Corp.; Tab. 1I-8) die As2snm-Werte ausgewertet werden und mit der in
dieser Arbeit bestimmten Quantifizierungsgleichungen durch Berechnung aus der jeweiligen
Kalibrierungskurven iber Microsoft Excel (Microsoft Corp.; Tab. 1I-8) die jeweiligen Biotensid-Titer
abgeleitet werden. Als Positiv- und Qualitatskontrolle zu jeder erstellten VPBO- beschichteten MTP
diente 100 mM Tween 80-Lésung (Tab. 1I-5), welches zur vollstandigen Solubilisierung des
gesamten Farbstoffes fiihrte, was einem Absorptionswert von As2snm~ 1,1 entsprach.

Die pH-Kapazitat fiir VPBO wurde anwendungsnah mit LB-Medium (pH 7) durchgefiihrt, das ggf. mit
HCI- bzw. NaOH-Lésung (1 M und 0,5 M; Tab. lI-5) titriert wurde, bis ein Farbumschlag sichtbar
wurde. Die Absorptionsspektren wurden unter Verwendung eines Spektrophotometer
(Genesys10 S UV-VIS; ThermoFisher Scientific GmbH; Tab. ll-7) mit einer Quarzkivette
(SUPRASIL® CG; 10,00 x 2,00 mm) aufgezeichnet und mit Microsoft Excel (Microsoft Corp.;
Tab. 1I-8) ausgewertet.

11.3.9 Orcinol Test

Zur Detektion von RL per Orcinol Test (nach Ochsner, 1993; Wittgens, 2013) wurden 100 pL
Kulturbriihe dreimal mit 500 yL Ethylacetat (Tab. lI-6) versetzt und zur Phasentrennung zentrifugiert
(1 min; 18000 xg). Die organischen Phasen wurden jeweils abgenommen, vereinigt und das
Lésungsmittel durch Vakuumzentrifugation (Eppendorf AG; Speed Vac-Konzentrator 5301;
Tab. 1I-7; Programm 3; 60 min; 45 °C) vollstandig evaporiert. AnschlieRend wurden die Pellets mit
20 uL VE-Wasser, 20 pL Orcinol-Lésung (Tab. lI-5) und 160 yL H2SO4 (60%; v/v; Tab. 11-6) versetzt
und in eine MTP (Greiner Bio-One International GmbH; MTP 96-well; Tab. II-7) Uberflhrt, mit
Aluminiumfolie abgedeckt und inkubiert (60 min; 80 °C; 800 rpm; Eppendorf AG; ThermoMixer® C;
Tab. 1I-7). Nach einer Abkiihlzeit von 10 min bei RT wurde die As21mm-Wert am MTP-
Fluoreszenzphotometer (TECAN Group Ltd.; Infinite® M1000 Pro; Tab. II-7) gemessen und mit Hilfe
der i-control 1.11 Software (TECAN Group Ltd.; Tab. lI-8) und Microsoft Excel (Microsoft Corp.;
Tab. lI-8) die Absorption ausgewertet. Parallel zu den zu untersuchenden Proben wurde eine
Konzentrationsreihe von L-Rhamnose-Standard (Tab. 1I-6; Deziel et al., 2000; 20 pL je Well) mit
Orcinol-Lésung und H2SO4 versetzt, inkubiert und gemessen. Mit Hilfe der Standardreihe und unter
Verwendung der dazugehérigen Standardgeraden wurden die RL-Konzentrationen unter

Verwendung von Microsoft Excel (Microsoft Corp.; Tab. II-8) in den Messproben bestimmt.
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11.3.10 Dinnschichtchromatographie von Rhamnolipiden

Zur Detektion von per DUnnschichtchromatographie (nach Ochsner, 1993; Wittgens, 2013) wurden
500 pL Kulturbriihe dreimal mit 500 uL Ethylacetat (Tab. 1I-6) versetzt und zur besseren
Phasentrennung zentrifugiert (1 min; 18000 xg). Die organischen Phasen wurden jeweils
abgenommen, vereinigt und das LOsungsmittel durch Vakuumzentrifugation (Eppendorf AG;
Speed Vac-Konzentrator 5301; Tab. lI-7; Programm 3; 60 min; 45 °C) vollstandig evaporiert und das
resultierende Pellet in 10 — 20 uL Ethanol gel6st. Im Anschluss wurden 10 uL der Proben in Banden
auf einer Linie mit auf einer ALUGRAM® SIL G/UV254 DC-Platte (Macherey-Nagel GmbH & Co. KG)
aufgetragen. Neben den Proben wurden 10 pL eines RL-Standards (Tab. 1I-6) mit einer
Konzentration von 1 g/L auf die DC-Platte aufgetragen. Die DC wurde in einer DC-Kammer mit einer
mobilen Phase aus Chloroform, Methanol und Essigsaure im Verhaltnis 65:15:2 (%, v/v/v) entwickelt.
Nach 15 min wurde die Chromatographie beendet und die Platte bei RT getrocknet. AnschlieRend
wurde sie mit einem Detektionsreagenz (0,15 g Orcinol; 42 mL VE-Wasser; 8,4 mL H2SO4
(60%, v/v)) mit dem TLC Sprayer (CAMAG AG & Co. GmbH; Tab. lI-7) bespriiht und gleichmaRig
mit einem Heilluftgeblase erhitzt, bis die RL als braune Banden erkennbar waren. Die entwickelten
DC-Platten wurden mit dem CAMAG TLC® Visualizer 2 (CAMAG AG & Co. GmbH; Tab. II-7)

dokumentiert.
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[l Ergebnisse und Diskussion

Rhamnolipide (RL) sind mikrobiell produzierte Tenside, die als leicht abbaubare und auf Basis
nachwachsender Rohstoffe herstellbare Alternative zu Erddlderivaten angesehen werden. Bislang
ist die jedoch die biotechnologische Zuganglichkeit durch hohe Rohstoffkosten, aufwandige
Herstellungsprozesse und eine geringe Produktivitat der Organismen erschwert. Aus diesem Grund
sind Bestrebungen, die Rohstoff- und Produktionskosten zu senken, Ausbeuten zu erhéhen und
Produkteigenschaften zu verbessern vielversprechende Ansatze, um die Konkurrenzfahigkeit von
Biotensiden auf dem Markt zu steigern. Im Sinne einer nachhaltigen Bio6konomie sollten in dieser
Arbeit verschiedene RL-Produzenten auf Basis des etablierten Produktionswirts P. putida KT2440
konstruiert und hinsichtlich ihrer RL-Produktion evaluiert werden. Hierzu soll im ersten Schritt eine
genetische toolbox zur effizienten molekularbiologischen Konstruktion und zum Screening von RL-

Produzenten generiert werden.

l1l.1 Werkzeuge zur Konstruktion und zum Screening von Rhamnolipid-

Produzenten

RL werden als Sekundarmetaboliten von verschiedenen Bakterien produziert. Wie typisch bei
Sekundarmetaboliten ist die natlirliche  Produktion von RL durch  komplexe
Regulationsmechanismen gesteuert und limitiert (Reis et al., 2011). Viele Produzenten sekretieren
auflerdem neben RL eine Vielzahl von anderen Sekundarmetaboliten, wodurch die Reinigung bei
der Produktgewinnung erschwert sein kann (Mukherjee et al., 2006). Zudem sind gerade die gut
erforschten und deshalb genetisch zuganglichen Produzenten problematische Pathogene (vgl. 1.2;
Toribio et al.,, 2010). Hier stellt die heterologe Produktion in sicheren, etablierten
Plattformorganismen eine geeignete Alternative zur Produktion von Sekundarmetaboliten wie RL dar
(Ke und Yoshikuni, 2020). Ein wichtiger Aspekt hierbei ist die Integration von Expressionskassetten
in das Genom des Wirtes, wodurch im Gegensatz zur bislang dominanten Expression auf Plasmiden
(vgl. Tab. I-3; Tiso et al., 2017a), der Einsatz von Antibiotika, die Instabilitit des genetischen
Konstrukts und die Heterogenitat der Expression minimiert werden kann (vgl. 1.3.1). Jedoch stellt
sowohl die effektive Konstruktion verschiedener Expressionskassetten als auch das Hochdurchsatz-
Screening der Produktbildung eine groRe Hirde bei der Entwicklung und Evaluierung der
Produktionsstdmme dar. Aus diesem Grund wurde im ersten Schritt eine yTREX-foolbox mit
standardisierten Rekombinationsstellen fir genetische Elemente wie Promotoren, Biosynthesegene
(BSG), Transkriptionsreporter-  und Resistenzmarkerstellen und einen  variablen
Integrationsmechanismus auf Basis des bereits bekannten yTREX-Systems (Domroése et al., 2017)
erstellt. Diese Entwicklung wurde in Kooperation mit Robin Weihmann, Dr. Andreas Domrése,
Dr. Stephan Thies und Dr. Anita Loeschcke vorgenommen. Das Ziel dieser Arbeit war die

Erweiterung des yTREX-toolbox Systems zur Ermodglichung der stabilen Integration von BSG in die
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atfTn7-Stelle bakterieller Genome (Choi und Schweizer, 2006) als Basis fir die hier

durchzufiihrenden komparativen Studien.

[11.1.1 Konstruktion der attTn7-Integration vermittelnden yTREX-foolbox

Fur die einfache Erzeugung und vergleichende Evaluierung von bakteriellen Produktionsstammen
werden geeignete Vehikel bendtigt, die eine standardisierte Integration der heterologen Gene in das
Wirtsgenom ermdglichen. Bislang bestehende Systeme, insbesondere fiir die Produktion von RL
(vgl. Tab. I-3), sind oftmals Plasmid-basiert und die entsprechenden Stdmme missen unter
standigem Selektionsdruck, z. B. durch ein Antibiotikum, kultiviert werden. Dadurch stellt die
Verwendung von Plasmiden einen zusatzlichen Kostenfaktor im Produktionsprozess dar und tragt
ferner zur Heterogenitat der Expression und nicht reproduzierbaren Produktionstitern bei
(vgl. 1.3.1.1; Mairhofer et al., 2013; Wehrs et al., 2019). Hier stellt die Genomintegration von BSG
eine geeignete Alternative dar (Domroése et al., 2017; Loeschcke und Thies, 2020). Dabei ist zu
beachten, dass die Expressionsstarke chromosomal integrierter Zielgene aufgrund der geringeren
Kopienzahl im Vergleich zu Plasmid-kodierten Zielgenen deutlich sinken kann und durch den Einsatz
von starken Promotoren kompensiert wird (vgl. 1.3.1.1; Mairhofer et al., 2013). Dies hat wiederum
einen Einfluss auf die Menge der Enzyme, die die Biosyntheseschritte katalysieren, und kann somit
pradominant den Titer der jeweiligen Sekundarmetaboliten beeinflussen.

Der Bedarf an molekularbiologischen Werkzeugen, die es erlauben die genetischen Informationen
schnell und verlasslich zu manipulieren und stabil ins Genom zu integrieren, ist somit hoch (Luo et
al., 2015; Ziemert et al.,, 2016; Xu et al.,, 2020) und eine standardisiertes System analog zur
koharenten SEVA-Plattform fir Plasmide (Silva-Rocha et al., 2013) existiert noch nicht (Loeschcke
und Thies, 2020; vgl. .3.1.2).

Mit dem Ziel verschiedene Expressionsmodule mit unterschiedlich starken Promotoren zu
konstruieren, wurde bei der Konstruktion des Transfer-, Integrations-, und Expressions-tools somit
auf eine Standardisierung der Klonierungskassette bzgl. definierter genetischer Module Wert gelegt.
Dies ermdglicht eine einheitliche Klonierungsstrategie und dient der Sicherstellung einer guten
Vergleichbarkeit unterschiedlicher Expressionskassetten. Zudem sollte zur Gegeniberstellung der
rhIAB-Expressionsstarke verschiedener Promotoren, die positionsspezifische Integration mithilfe der
Tn7-Transposase in die einmalig vorkommende atfTn7-Stelle in P. putida KT2440 genutzt werden,
um Positionseffekte durch unterschiedliche Integrationsorte zu vermeiden (Zobel et al., 2015; vgl.
[.3.1.2). Ferner lasst dies eine Auswahl geeigneter Expressionskassetten zur RL-Produktion zu
(vgl. 1ll.2). Auf Basis des bereits bekannten yTREX-Systems (Domrése et al., 2017; vgl. Abb. I-5)
wurde eine YT_core-Sequenz mit standardisierten Rekombinationsstellen fiir bestimmte genetische
Abschnitte wie Promotoren, BSG, Transkriptionsreporter- und Selektionsmarkergenen erstellt (s. a.
Abb. A-2; Kooperationsprojekt, nicht veroéffentlicht). Hierdurch soll eine einfache Klonierung und
Integration, basierend auf homologer Rekombination in S. cerevisiae VL6-48 (s.a. Abb. I-5),

ermoglicht werden, aber auch eine Standardisierung der Anordnung genetischer Elemente. Das Ziel
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dieser Arbeit war somit im Speziellen die Erzeugung von Vektoren, die die Tn7-vermittelte

Transposition in die atfTn7-Stelle in bakteriellen Genomen ermdglichen (Abb. 11I-1).

N
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Abb. llI-1: Konstruktion, Aufbau und Validierung der yTREX-too/box zur Tn7-vermittelten Transposition und Expression
von genetischen Elementen.

A: Die yTREX-toolbox Kassette (YT_core; Kooperationsprojekt) besteht aus einer standardisierten Rekombinationssequenz von
homologen Bereichen und einer Kombination aus (Homing-)Endonukleaseschnittstellen, welche definierte Regionen zur Integration
von Promotoren, Transkriptionsreporter- und Resistenzmarkergenen besitzt. Die cluster integration site (CIS) dient der Insertion
von BSG. Diese Rekombinationssequenzen werden flankiert von Insertionselementen (IE), einem oriT (beinhaltet mob-Gen/
Konjugations-Erkennungssequenz) in der L-TREX Kassette und je nach Integrationsmodus von einem Transposasegen/ -operon
(tnp) in der R-TREX Seite, die zusammengefasst das Transposon bilden.

B: Zur Klonierung des pYTSKOOK_0x7 Basisvektors wurde das YT_core, das Tn7-L IE, die Transposasegene tnsABCD und das IE
Tn7-R mit Hilfe von Oligonukleotid-Primern, die die homologen Uberhange zu den jeweils zu verkniipfenden Sequenzen beinhalten,
aus den Vektoren pMK-RQ-YT_core und pTNS1 uber PCR amplifiziert. Zudem wurde der yTREX-Vektor, der bereits die
genetischen Elemente zur in vivo Rekombination in S. cerevisiae VL6-48 und Amplifikation in E. coli DH5a enthalt, als Grundgerust
verwendet. Der entstandene pYTSKOOK_0x7 Basisvektor beinhaltet hierbei im Grundgeriist die Gene URA3, aphll, die Bereiche
pMB1 ori und CENARS, sowie das oriT. Das Transposon beinhaltet die Tn7 IE, die Gene tnsA-D sowie das YT_core aus (A).

C: Zur Validierung der Tn7-vermittelten Integration in die atfTn7-Stelle wurde eine Kolonie-PCR mit den Oligonukleotid-Primern, die
zum einen vor und hinter der attTn7-Stelle zwischen den Genen PP_5408 und g/mS im Genom von P. putida KT2440, sowie den
Primern, die an der Tn7-L und Tn7-R binden, durchgefiihrt. Die resultierenden DNA-Abschnitte des genomadaptierten Stammes
(KTk) wurden mit den PCR-Fragmenten des Kontrollstammes P. putida KT2440 (KT) ohne integrierte Transposonkassette im
Agarosegel durch Verwendung des GeneRuler™ 1 kbp DNA Ladder (S) verglichen. Die Bildung eines PCR-Produktes (341 bzw.
377 bp) indiziert die erfolgreiche Integration der genetischen Information in die atfTn7-Stelle des Genoms.

Es wurde zunachst eine standardisierte Kassette (YT _core; Abb. IlI-1 (A); Kooperationsprojekt)
in silico erstellt und durch Gensynthese (vgl. Tab. lI-1) erhalten. Diese besteht aus einer L-TREX
und R-TREX-Region, die spater die einzufliigenden BSG flankieren. Bei der Erstellung der
Rekombinationsbereiche NHB v, HB P_fw, CIS |, CIS Il, HB_R rv, MC, HB_M fw, HB_M rv und
NHB_h (vgl. Abb. A-2; CIS I/ll in Abb. lll-1 (A)) wurden mit Hilfe des Random DNA sequence
generator (Tab. lI-8) sowie aulRerdem durch Kombination mehrerer Online-tools zur Vorhersage von
RNA-Sekundarstrukturen, RBS-Sequenzen, Promotoren und Terminatoren (RNAstructure
Webservers; RBS calculator v2.0; BPROM; ARNold; Tab. 1I-8) randomisierte DNA-Sequenzen
gewahlt, die frei von solchen genetischen Elementen sind, die die Expression der BSG behindern

kénnten. Durch die entstehende GroRe des yTREX-Vektors, besonders bei der mdglichen
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Integration grolRer Biosynthesecluster (z. B. Prodigiosin-Biosynthesecluster; 22 kbp; s. Domrdse et
al.,, 2017), ist es zudem von Néoéten, neben Endonuklease- auch sogenannte Homing-
Endonukleaseschnittstellen einzubauen. Diese gewahrleisten mit ihrer langen und selten
vorkommenden Erkennungssequenz, dass an bestimmten Stellen des yTREX-Vektors stets eine
Linearisierung und nachtragliche Modifikation des Zielgenclusters mdglich ist, auch wenn dieser
durch genetische Elemente zum Zweck der Produktionsoptimierung oder Produktderivatisierung
erganzt wird. Bei der Erstellung der Oligonukleotide (Tab. 1I-3) zur Klonierung der RL-BSG, wurde
aus diesem Grund stets darauf geachtet, dass die Homing-Endonukleaseschnittstellen bei dem
Einbringen neuer genetische Elemente regeneriert werden.

Die L-TREX-Region beinhaltet neben dieser Kombination aus homologen Rekombinations- und
Endonukleaseschnittstellen zur Klonierung bzw. dem Austausch des Promotors, des
Integrationsmodus, und der linken Flanke der cluster integration site (CIS I), zudem auch einen oriT,
um viele verschiedene Expressionswirte adressieren zu kdnnen. Aul3erdem beinhaltet die L-TREX
in der hier verwendeten Variante ein Tn7-L als Insertionselement (IE), welches impliziert, dass das
zu integrierende Cluster fur die Tn7-Transposition flankiert ist. Die R-TREX besteht neben der
rechten Flanke der CIS (CIS |IlI) auch aus den homologen Rekombinations- und
Endonukleaseschnittstellen fiir das Transkriptionsreporter- und Selektionsmarkergen, sowie aus
dem rechten Tn7-R IE und den damit Gberlappend kodierten Genen der Tn7-Transposase.

Alle Vektoren, die diese yTREX-toolbox Kassette (Abb. llI-1 (A); YT_core) tragen, werden anhand
eines einheitlichen Nomenklatur-Standards beschrieben, indem aus jedem Namen eines yTREX-
toolbox Vektors anhand einer Abkirzungstabelle (Tab. A-1) hervorgeht, welchem Reporter,
Resistenzmarker, Integrationsmodus, Ersteller und fortlaufender Nummer dieser Vektor zugeordnet
werden kann.

Um zunachst einen Basisvektor zu erstellen, der die genannten yTREX-toolbox- sowie Transposon
Tn7-Elemente enthalt, und damit eine vereinfachte Klonierung und stabile Integration gewlinschter
biosynthetischer Cluster in die affTn7-Stelle bakterieller Genome ermdglicht, wurde zunachst der
yTREX-toolbox Vektor pYTSKOOK_0x7 erzeugt. Dies erfolgte mittels homologer Rekombination in
S. cerevisiae VL6-48 (11.2.5; Abb. 1lI-1 (B)).

Im ersten Schritt wurden PCRs mit Oligonukleotiden (Tab. 1I-3) durchgefiihrt, die zur Amplifikation
des IE Tn7-L und der synthetischen yTREX-tfoolbox Kassette (Abb. A-2; YT_core) ausgehend vom
pMK-RQ-YT_core Vektor (Tab. lI-1) dienten. Aulterdem wurde die kodierende Sequenz flir die Tn7-
Transposase (tnsABCD), in deren Promotorbereich das Tn7-R IE enthalten ist, ausgehend vom
pTNS1 Vektor amplifiziert (Tab. lI-1). Mit Hilfe dieser Oligonukleotide konnte, tUber homologe
Uberhange mit einer GréRe von ca. 30 bp zu den jeweiligen Rekombinationssequenzen, die in vivo
Rekombination in S. cerevisiae VL6-48 (I1.2.5) durchgefiihrt werden. Gleichzeitig wurde der yTREX-
Vektor (Domrose et al., 2017), der bereits die kodierende Sequenz fiir den oriT, den pMB1 ori, das
aphll Gen, die CENARS Region und das URA3 Gen beinhaltet (Abb. 1-5), mittels der
Restriktionsendonukleasen |-Scel und Agel linearisiert und anschlieBend mit FastAP

dephosphoryliert (11.2.9). Im Anschluss an die in vivo Rekombination in S. cerevisiae VL6-48 (11.2.5)
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wurde der Vektor isoliert, in E. coli DH5a amplifiziert (11.2.7; 11.2.4) und mit Hilfe der entsprechenden
Oligonukleotide (Tab. 1I-3; hier AD42 und Seq_yTREX_Cluster_rv) durch Sequenzierung validiert.
Nach diesem Hefe-basierten Klonierungsablauf wurden unter Nutzung verschiedener
Rekombinationsstellen unterschiedliche Basisvektoren und ausgehend vom jeweiligen Basisvektor
alle yTREX-toolbox Vektoren, die in dieser Arbeit zu Expression der rh/-Gene konstruiert wurden,
erstellt (Tab. 11-1).

Als yTREX-toolbox Basisvektoren werden fortan diese bezeichnet, die direkt zur Adaption flr die
Produktion alternativer Sekundarmetaboliten zur Verfligung stehen. Beispielsweise wurde zur
Integration der Transkriptionsreportergene die Schnittstelle MauBIl verwendet (HB_R_rv; Abb. A-2)
und fir die Resistenzmarkergene (in dieser Arbeit immer Gentamicin) die Schnittstelle Sall
(HB_M_rv; Abb. A-2). Hierdurch konnte durch Auswahl der passenden Sequenzen fir die in den
Oligonukleotiden kodierten Uberhange (Tab. lI-3), die Integration des Reporters/ Markers in den
Vektor erfolgen. Eine Ubersicht der hier erzeugten atfTn7-Integration vermittelnden yTREX-toolbox
Basisvektoren, ist in Tab. ll-1 (kursiv) enthalten. Diese toolbox beinhaltet sowohl die im Rahmen
dieser Arbeit konstruierten Vektoren mit unterschiedlicher Antibiotikaresistenz im Grundgerist
(PYTSKVK/A_0G7) als auch  Vektoren mit unterschiedlichen  Reportersystemen
(PYTSKVK_1-3/6-8G7) sowie einen Vektor zur nachtraglichen Addition eines beliebigen
Selektionsmarkers im Transposon (pYTSKOOK_0x7; vgl. Tab. lI-1; Tab. A-1).

Fir die Klonierung von Promotoren und BSG wurde der jeweilige Basisvektor zur Integration in die
CIS mit I-Scel linearisiert. Durch Verwendung der standardisieten RBS am Anfang des
rhi-Biosyntheseclusters (BCD2; Mutalik et al., 2013), welches als Verkniipfungselement zwischen
Promotor und BSG diente (s. hierzu auch Kapitel I11.2), konnte die in vivo Rekombination durch lange
Uberlappenden Oligonukleotid-Primer zur Amplifikation der DNA-Sequenzen (Tab. 1I-3) in Hefe
ermoglicht werden.

Jeder komplettierte Vektor wurde mit Hilfe von E. coli S17-1 in den Zielstamm P. putida KT2440
konjugiert (11.2.6), in dem durch die Aktivitat der Tn7-Transposase die Transposition des
Transposons in die aftfTn7-Stelle des Genoms erfolgte. Zur Validierung der Tn7-Transposition wurde
der Vektor pYTSKO1K_0G7, der innerhalb des Transposons weder ein BSG noch einen
Transkriptionsreportergen, aber das Gen zur Vermittlung der Gentamycin-Resistenz enthalt, in den
P. putida KT2440 Stamm konjugiert (erhaltene Klone mit entsprechendem Resistenzphanotyp
wurden mit P. putida KTk bezeichnet; Tab. lI-2). Die Verifizierung der Integration wurde Uber
Kolonie-PCR (11.2.3), mit den in der Literatur vorgegebenen Oligonukleotid-Primern zur Verifikation
der Tn7-Transposition in P. putida KT2440 (Choi et al., 2005; Tab. 1I-3), durchgefiihrt und mit dem
Kontrollstamm P. putida KT2440 (KT) ohne integrierte Transposonkassette verglichen
(Abb. llI-1 (C)). Hierbei zeigte sich anhand des Vergleichs der jeweiligen PCR-Produkte mit dem
Stamm KTk die erfolgreiche Integration des Transposons.

Zur weiteren Bewertung der Tn7-vermittelten Integration innerhalb des hier konstruierten
yTREX-toolbox Systems wurde die Transposonstabilitdit des Stammes KTk in der assoziierten

Bachelorarbeit von Xu Li (Li, 2019) untersucht. Dabei stellte sich heraus, dass transponierte Stamme
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nach mindestens 12 Passagierschritten auf LB-Agarplatten unter nicht selektierenden Bedingungen
keinen Verlust der Transposonkassette verzeichnen. Dies zeigt, dass die hier erzeugten Stamme
mit aftTn7-integrierten Genen vermutlich eine ahnliche genetische Stabilitat besitzen, wie es bereits
fur P. putida KT2440 Stamme, die die genetische Information durch randomisierte Tn5-Integration
in rRNA-Operons enthalten, beschrieben wurde (Domrose et al., 2019); dort sogar anhand der
Stabilitat der Sekundarmetabolitproduktion (Prodigiosin) als zusatzliche metabolische Belastung
untersucht. Hierbei kann die Produktion eines Sekundarmetaboliten einen zuséatzlichen metabolic
burden und evolutionaren Druck austiben (Brenner et al., 2008; Song et al., 2014; Zhou et al., 2015)
wahrend der durch Li, 2019 ermittelte Befund lediglich die Stabilitat des genetischen Konstruktes
ohne Selektionsdruck bewertet. Die Etablierung von Produktionsstammen, die Uber langere Zeit
stabil sind, stellt einen wichtigen Aspekt fiir die Anwendung innerhalb gro3skaliger Prozesse dar
(Yang, 2007; Zhang et al., 2016; Vandermies und Fickers, 2019) und kann durch die Verwendung
von Plasmiden nicht gewahrleistet werden (Mi et al., 2016; Nora et al., 2019).

Somit stellt das yTREX-toolbox System mit der Tn7-vermittelten Integration von genetischen
Elementen ein effizientes Werkzeug zur Klonierung und Erzeugung von genetisch stabilen
rekombinanten bakteriellen Zellen dar. Die yTREX-toolbox bietet jedoch in ihrer Gesamtheit eine
immense Vielseitigkeit an Anwendungsmaglichkeiten, sodass fur diverse Fragestellungen zukinftig
passende Konstrukte gewahlt werden kénnen. Im Hinblick auf immer grofier werdende Datenbanken
(Wang et al., 2017) mit genetischen Informationen von neu identifizierten Genclustern die durch
Next-Generation Sequenzierung von Metagenomdatenbanken und bioinformatische tools zur
Identifikation solcher Gencluster (Weber und Kim, 2016) zuganglich werden, kénnen mit diesem
Werkzeug BSG von potenziell biotechnologisch interessanten Sekundarmetaboliten leicht kloniert
und die Produktionsstamme hinsichtlich ihrer Eignung getestet werden (s. a. Domrdse, 2016). Neben
der Insertion von genetischer Information durch randomisierte Tn5-Transposition oder Interposon-
Integration, die in der Dissertation von Robin Weihmann behandelt werden, sowie der gezielten Tn7-
Integration (diese Arbeit; vgl. [11.2/ 111.4.1) oder auch der Mdglichkeit zur Neuarrangierung von
Genclustern und somit gezielten Anderung der kodierten Synthesewege von Sekundarmetaboliten
(Domrose et al., 2017), bietet die yTREX-toolbox auch die Mdglichkeit zum effektiven pathway und
metabolic engineering. Zum Beispiel lassen sich durch Interposon-Rekombinationen
Expressionsstarken von Genen im Genom adaptieren, die fir Vorstufen eines spezifischen
Sekundarmetaboliten kodieren, welches fir die zusatzliche Optimierung eines genetisch stabilen
Chassis zur Etablierung groRRskaliger Produktionsprozesse von groflter Bedeutung sein kann.
Neben der Integration der genetischen Information zur Produktion von Sekundarmetaboliten, lassen
sich auch Reporter- und Markergene flexibel austauschen. Bei Stammen, die natirlicherweise
Resistenzen oder Defizienzen aufweisen oder in die spater Plasmide eingebracht werden sollen,
kann auf die Verwendung eines kompatiblen Resistenz- oder Komplementierungsmarkers geachtet
werden. Ebenso kann bei Autofluoreszenz von Stammen oder Medien ein Fluoreszenzreporter
gewahlt werden, der einen anderen spekiralen Bereich adressiert oder ein Reporter, der auf einen

indirekteren Nachweis der Expression Uber einen zweiten enzymatischen Schritt, z. B. durch eine
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hydrolytische Reaktion, abzielt (vgl. Tab. lI-1; Tab. A-1). In Zukunft sollte das System jedoch noch
z. B. durch FRT (Flippase)-Stellen, die die Resistenzmarker flankieren, erganzt werden (Hoang
etal.,, 1998; Choi und Schweizer, 2006), um eine schnelle Eliminierung des Resistenzgens zu
ermoglichen und somit die Erzeugung eines voranschreitend multiresistenten Stammes zu
vermeiden.

Im Vorfeld zur komparativen Evaluierung verschiedener Promotorsysteme fiir die RL-Produktion,
sollte zunachst die Nutzbarkeit verschiedener Transkriptionsreporter innerhalb der
atfTn7-Integration vermittelnden yTREX-toolbox zur Echtzeit-Abschatzung der Expressionsleistung
untersucht werden. Drei verschiedene Transkriptionsreportergene, die fir die Fluoreszenzproteine
mBFP, eYFP und mCherry kodieren sollten dafir in Kombination mit dem
Beispielexpressionssystem PA _rhIAB zur RL-Biosynthese unter Kontrolle eines Salicylat-

induzierbaren Promotors getestet werden.

[11.1.1.1 Identifizierung eines geeigneten Reportersystems zur heterologen Expression
von PA_rhIAB

Im Folgenden soll die Nutzbarkeit der yTREX-foolbox vermittelten affTn7-Integration von
Biosynthesegenen evaluiert werden. Hierflir sollte die Transkriptionsstarke und die
Expressionshomogenitdt von BSG in  Transkriptionsfusion mit drei verschiedenen
Fluoreszenzreporter auf qualitativer und quantitativer Ebene anhand ihrer Fluoreszenzintensitat
bewertet werden. Weiterhin sollte die durch den hier ausgewahlten Promotor induzierte Expression
und die daraus resultierende Fluoreszenz der Reporter charakterisiert werden. Die beobachtbare
Fluoreszenzintensitdt der jeweiligen Reporterproteine sollte ferner mit der jeweiligen
Expressionsstarke des so erzeugten synthetischen Operons korrelieren. Indirekt kénnten dadurch
die Produktionsraten der Sekundarmetaboliten abgeschatzt werden. Eine Voraussetzung hierfiir ist,
dass die Expressionsstarke unter den gegebenen Bedingungen der dominierende Faktor fiir den
Produktions-Titer und der Einfluss von z.B. Vorlaufermolekiiimangel, Enzyminhibition und
Produktdegradation eher minimal ist. Fluoreszenzsignale sind hierbei, im Gegensatz zur invasiven
Quantifizierung, in vielen Kultivierungsapparaturen (z. B. BioLector® I; m2p-Labs GmbH oder
BioFlo® 320; Eppendorf AG) in Echtzeit und nicht-invasiv ermittelbar (Rao et al., 2002; Busse et al.,
2017; Chopda et al., 2017). Ferner kénnen Fluoreszenzreporter zusatzlich bei qualitativer und
visueller Betrachtung (z. B. bei der Selektion Expressions-starker Zellen) aber auch quantitativ (z. B.
bei der statistischer Bewertung unterschiedlicher Kultivierungsbedingungen) die Expression
relevanter Zielgene unmittelbar indizieren. Dadurch kénnen Fluoreszenz-basierte Reporter beim
Vergleich vieler unterschiedlicher Produktionsstdmme und -bedingungen hilfreich sein. Die hier
betrachteten Fluoreszenzproteine adressieren dabei jeweils einen alternativen spektralen Bereich
(spektrale Bereiche s. Tab. 1l-13), sodass eine toolbox fiir verschiedene experimentelle
Anforderungen entsteht.

Im Speziellen sollten die promotorlosen Reportergene mTagBFP2, mCherry und eYFP

stromabwarts der RL-BSG rhlA und rhiB kloniert werden, die sich hier unter Kontrolle eines Salicylat-
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induzierbaren Promotors, der bekanntermalen eine geringe Basalexpression besitzt (Becker et al.,
2010; 1.3.1), befinden. Ein induzierbares System, wie das Salicylat-induzierbare Pnagas/NagR, erlaubt
die graduelle Steuerung der Expressionsstarke. Diese ermdoglicht erst, im Vergleich zum
konstitutiven Expressionssystem, durch Einstellung mehrerer Expressionsstarken uber die
Induktorkonzentration, die hier durchzufihrende Korrelation der Fluoreszenzintensitdt mit dem
resultierenden Produkt-Titer (hier Biotenside: HAA und mRL). Ferner kann mit diesem Experiment
eine Auswahl eines geeigneten Fluoreszenzreporters flir die komparative Evaluierung verschiedener
Rhamnolipid-Produzenten (Ill.2) und die Echtzeit-Verfolgung der rhl-Expression getroffen werden.
Im ersten Schritt wurden die yTREX-toolbox Vektoren pYTSK40K 1G7/ pYTSK57K_3G7 und
pYTSK61K_2G7 (Transposon: Ppagas/nagR+BCD2+PA_rhiAB+Reporter; s. Tab. 1I-1; Tab. A-1) wie
in l11.1.1 beschrieben konstruiert und zur Transposition der gewlinschten Gene in P. putida KT2440
konjugiert (11.2.6; Abb. 1lI-2 (A)). Nach demselben Schema wurden die Vektoren zur Erzeugung der
Kontrollstdmme pYTSK31K_1G7/ pYTSK55K_2G7 und pYTSK56K_3G7 (Transposon: nur
Reporter; s. Tab. 1I-1; Tab. A-1) erhalten, die zusatzlich Aufschluss Uber die Hintergrundexpression
im atfTn7-Locus durch stromaufwarts gelegene wirtseigene Promotoren geben kénnen. Die Stdmme
P. putida KT samRLE, KTsamRLE und KTsamRLC und die promotorlosen Kontrollstamme KTxB, KTkE,
KT«® wurden anschlieRend zur visuellen und qualitativen Betrachtung der Fluoreszenz auf
LBsaisicm2s-Agarplatten mit zusatzlichen 12 mg/L FeSOs inkubiert (U. N.; 11.3.2; Abb. lll-2 (B)). Die
Supplementation von zweiwertigen Eisenionen ist hierbei wichtig, um die Produktion von
Pyoverdinen (PVD), die in P. putida KT2440 bei Eisenlimitierung vermehrt gebildet werden, zu
verhindern (Molitor et al., 2020). Ansonsten konnte die PVD-Fluoreszenzemission (Amaxgx= 398 nm;
Amaxem = 455 nm) mit den Fluoreszenzsignalen der hier betrachteten Fluoreszenzreporter (vgl. Tab.
11-13) interferieren.

Zur zusatzlichen quantitativen Bewertung der Expressionsstarke anhand der Reporterfluoreszenz
und der Korrelation mit dem resultierenden Produkt-Titer, wurden die Stdmme zusatzlich wie in
[1.2.1.1 beschrieben kultiviert (LB; 10 g/L Glucose mit 12 mg/L FeSOQ.), die Expression nach 3,5 h
mit einer Konzentrationsreihe von Salicylat (0-10 mM; fir die Kontrollstamme 0 und 2 mM) induziert
und die Stdmme fir insgesamt 24 h inkubiert (11.2.1.1). Nach anschlieRender Sedimentierung und
dem Waschen der Zellen in Tris-HCI-Puffer wurde die Fluoreszenzintensitat und -verteilung
analysiert (11.3.2; 11.3.2.1; Abb. lll-2 (C)). Zudem wurde der Biotensid-Titer (I1.3.7; 3 Biotenside;

Summe aller HAA und mRL-Kongenere) ermittelt und mit der Fluoreszenz korreliert (Abb. 1lI-2 (D)).
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Abb. 1lI-2: Vergleich verschiedener Reportersysteme in Pseudomonas putida KT2440 hinsichtlich der
Fluoreszenzintensitat und derer Korrelation zur Biotensid-Produktion in der atfTn7-Integration vermitteinden yTREX-
toolbox.

A: Plasmidkarten der yTREX-toolbox Vektoren pYTSK61K_2G7 (mBFP), pYTSK57K_3G7 (mCherry) und pYTSK40K_1G7 (eYFP)
zur Erzeugung der Stdmme KT;;mRL8, KT,,mRLE und KTmRLS, zur Salicylat-induzierbaren Expression des synthetischen
Operons rhlAB+reporter. Die Annotation der Karte wurde lediglich firr die Bereiche des Transposons (vgl. Abb. IlI-1) vorgenommen.
Die nicht dargestellten Plasmidkarten der Kontrollstamme (K mBFP, K eYFP und K mCherry) beinhalten das Reportergen ohne
Promotorsystem P,.gas/nagR und RL-Gene PA_rhiAB.

B: Qualitative Betrachtung der Fluoreszenz der verschiedenen Stamme auf LBgmzssas-Agarplatten und in Tris-HCI-Puffer
gewaschenen Zellen in Wells einer Mikrotiterplatte (MTP) kultiviert mit 12 mg/L FeSO,4 nach 0. N. Inkubation. Angeregt wurde bei
Aex= 480-530 nm; bei Flussigkultivierungen fir mBFP bei Ag,= 366 nm (mBFP = Blau; eYFP = griin; mCherry = rot).

C: Fur die Betrachtung der Zelldichte-normierten Fluoreszenzintensitat und der Fluoreszenzverteilung wurden die Stamme mit
mBFP, eYFP und mCherry (mBFP = Blau; eYFP = griin; mCherry = rot) sowie die jeweiligen Kontrollstamme fiir 24 h in LBgmgs-
Medium mit 12 mg/L FeSO, kultiviert. Die Induktion der Zielgenexpression erfolgte mit einer Konzentrationsreihe von Salicylat
(0; 0,001; 0,1; 2; 5; 10 mM; Kontrollen mit 0 und 2 mM) nach 3,5 h Inokulation. Die Fluoreszenzintensitat (obere Reihe) wurde im
MTP-Fluoreszenzphotometer analysiert (Mittelwert + Standardabweichung von drei Kulturen), die Populationsheterogenitat in
Bezug auf die Fluoreszenz im Durchflusszytometer (zur Veranschaulichung ist eine von drei sehr dhnlichen Messungen gezeigt).
D: Die Korrelation zwischen Zelldichte-normierter Fluoreszenzintensitat nach 24 h (F; s. a. C, obere Reihe) der jeweiligen Reporter
und dem Zelldichte-normierten Biotensid-Titer (HAA + mRL; Mittelwert + Standardabweichung von drei Kulturen; R%= 90%).

Die Untersuchung der hier betrachteten Transkriptionsreporter mBFP, eYFP und mCherry auf
qualitativer Ebene zeigte, dass die Expression der Fluoreszenzreportergene in der atfTn7-Stelle im
Genom von P. putida KT2440 unter Kontrolle des Salicylat induzierbaren Systems (vgl.
Abb. llI-2 (A)) ausreicht, um ein optisch sichtbares Fluoreszenzsignal fir eYFP und mCherry bei
Aex= 480-530 nm auf LBgma2s/sais-Agarplatten zu erhalten (Abb. 11I-2 (B); links). Jedoch konnte auf
den LBgmosisas-Agarplatten die Fluoreszenz von mBFP nicht visualisiert werden (Abb. 11I-2 (B);
links), da bei Aex= 366 nm des CAMAG TLC® Visualizer 2 (Tab. 1I-7) neben mBFP (Amaxex= 399 nm;
Tab. 1I-13) auch Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid-Hydrid (NADH; Amaxex= 340 nm; s. a. FPbase.org)

angeregt wird, welches im Hefeextrakt des LB-Mediums enthalten ist und das Signal Uberlagert (vgl.
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Abb. A-3). Deshalb wurden fiir die nachfolgenden quantitativen Analysen der Fluoreszenz die Zellen
nach Kultivierung in LB mit Tris-HCI-L6sung gewaschen. Die qualitative Betrachtung der
Fluoreszenz der gewaschenen Zellen in MTP (Abb. llI-2 (B); rechts) zeigte, dass auch fir mBFP ein
sichtbares Fluoreszenzsignal zu beobachten ist. Hier lasst sich zudem auch erkennen, dass bei
hohen Induktorkonzentrationen, die Fluoreszenz schwacher erscheint, was auf das reduzierte
Wachstum der Zellen zurtickzufihren ist.

Sowohl visuell als auch bei quantitativer Analyse (vgl. Abb. llI-2 (B und C)) ist erkennbar, dass der
atfTn7-Locus eine geringfligige Hintergrundexpression schon ohne Promotor vorweist. Besonders
gut lasst sich ist dies am Stamm P. putida KT«F (K eYFP) mit dem Fluoreszenzprotein eYFP
beobachten, welches im Vergleich zu den Proteinen mBFP (s. K mBFP) und mCherry (s. KmCherry)
ohne Induktor und ohne Promtorsystem/ PA_rhlAB, ein hoheres Fluoreszenzsignal aufweist. Eine
Erganzung der yTREX-foolbox um bekannte Transkriptionsterminatoren (Amarelle et al., 2019) an
den Enden des Transposons ware in Zukunft eine sinnvolle Weiterentwicklung. Insbesondere bei
der hier betrachteten Tn7-Variante ist dies winschenswert, um den Einfluss wirtseigener
Promotoren zu verhindern, die Gene des Transposons adressieren kdnnten.

Die Induktion der Zielgenexpression innerhalb der Flissigkulturen P. putida KTsamRLE, KTsamRLE
und KTsamRLS (mBFP, eYFP und mCherry) mit verschiedenen Salicylatkonzentrationen zeigte,
dass mit steigenden Salicylatkonzentrationen auch das Zelldichte-normierte Fluoreszenzsignal
steigt. Dies weist auf eine von der Induktorkonzentration abhangige Erhéhung der
Transkriptionsstarke des synthetischen Operons bis zu einer Konzentration von ca. 2 mM hin
(vgl. Abb. llI-2 (C); obere Reihe). Bei Zugabe von hoheren Induktorkonzentrationen kommt es zwar
zu einer Erhdhung der Fluoreszenzsignalstarke einzelner Zellen (vgl. Abb. llI-2 (C);
Durchflusszytometrie), jedoch ebenfalls zu einer grofieren Streuung in der Intensitdt der
Fluoreszenz. Weiterhin nimmt mit zunehmenden Induktorkonzentrationen die Heterogenitat der
Fluoreszenz-positiven Events zu, wodurch auch vermehrt nicht fluoreszierende Events vorzufinden
sind (vgl. Abb. lll-2 (C); Wertetabelle s. Tab. A-2). Ebenfalls ist keine weitere deutliche Erhéhung
der normierten Fluoreszenz bei einer Induktorkonzentration von tber 2 mM Salicylat zu erkennen
(vgl. Abb. IlI-2 (C); obere Reihe). Dies kdnnte auf einen Selektionsdruck ausgehend von RL bei
starker Expression der rhi-Gene hindeuten aber auch bedeuten, dass ab diesem Zeitpunkt alle
Aktivatorproteine des Pragaas/NagR-Promotorsystem vollstéandig gesattigt und keine weitere Induktion
der Expression mehr mdéglich ist. Diese Stagnation der Expressionsleistung ab 5 mM Salicylat kann
aber auch auf einen konzentrationsabhangigen Einfluss von Salicylat zurlickzuflihren sein, der
bereits visuell und durch das reduzierte Wachstum der Zellen beobachtet werden konnte
(Abb. llI-2 (B); rechts).

Dies koénnte ebenfalls die beobachtete Fluoreszenz-Heterogenitat erklaren (vgl. Abb. lll-2 (C);
Tab. A-2; assoziierte Bachelorarbeit Dias, 2019; 111.3.1.1). Jedoch zeigte Li, 2019 in seinen
Untersuchungen zur Expressionshomogenitat eines frisch konjugierten P. putida KTsamRLE in der
logarithmischen Wachstumsphase, dass nach Induktion mit 2 mM Salicylat und anschlieRender

achtstindiger Kultivierung, 97,5% der untersuchten Zellen (Events) mit einer zu erwartenden
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Fluoreszenzintensitatsverteilung (s. a. Arnfinnsdottir et al., 2016) fluoreszieren, wodurch die
Expression als homogen angesehen werden kann. Die Ursache, der in dieser Arbeit beobachteten
Expressionsheterogenitat, kdnnte somit auf eine langere Kultivierungsdauer, das Absterben der
Zellen, den Einfluss des hoher-konzentrierten Induktors und die starke Produktion der
Sekundarmetaboliten zuriickzufiihren sein. Zudem kénnten die gebildeten RL-Sekundarstrukturen
(pH-abhangig zwischen 0,02 (Mizellen) bis zu 0,3 pum (Vesikel); Sekundarstrukturen vgl.
Abb. A-4 (B); Champion et al., 1995) aber auch morphologisch nicht veranderte abgestorbene
Zellen hier als Events durch das Zytometer dokumentiert werden. Zukiinftig kbnnte zusatzlich eine
Anfarbung mit Propidiumiodid vorgenommen werden, um abgestorbene Zellen vollstandig zu
diskriminieren. Dieser fluoreszierende Farbstoff dringt selektiv in tote Zellen ein und zeigt ein
signifikantes Fluoreszenzsignal (Amaxex= 535 nm; Amaxem= 617 nm) nach Interkalierung in DNA
(Jones und Senft, 1985). Weiterhin konnte eine zeitlich aufgeléste Aufnahme der
Fluoreszenzintensitat im Durchflusszytometer Aufschluss Uber die Veranderung der Heterogenitéat
wahrend der Kultivierung bzw. Produktion von RL geben.

Quantitativ lie® sich durch Berechnung des Verhaltnisses zwischen der Kontrolle des Reporters und
dem Signal des jeweiligen Reporters bei 2 mM Salicylat bezogen auf die Messung im
MTP-Fluoreszenzphotometer (Tab. II-7) eine geratespezifisches Signal-zu-Rausch Verhaltnis (SNR)
fur die Reporter mBFP, eYFP und mCherry von 99/1, 97/3 und 99/1 ermitteln, d. h. in allen Fallen ist
nur wenig Hintergrundsignal vorhanden. Die Induzierbarkeit, welche die prozentuale Steigerung des
Signals bei 2 mM Salicylat bezogen auf die Basalexpression bei 0 mM Salicylat angibt, ist bei allen
betrachteten Reportersystemen ahnlich.

Die Gegeniberstellung der normierten Fluoreszenz mit den ermittelten Biotensid-Titern nach 24 h
(Abb. llI-2 (D)) ergab, dass innerhalb von KTssmRL und der Induktion der Expression mit
verschiedenen Salicylatkonzentrationen eine Korrelation von R2= 90% bei allen hier betrachteten
Fluoreszenzreportern sichtbar war. Das zeigt, dass die Verfolgung der Expression des PA_rhIAB
Operons Uber die Fluoreszenz dieser Transkriptionsreporter unter den gewahlten Bedingungen sich
prinzipiell zur zeitaufgeldsten Indikation der Produktion von hier mRL eignen koénnte. Eine
Ubertragung dieser Befunde auf andere Sekundérmetaboliten als RL aber auch die Ermittlung des
exakten Biotensid-Titers kann jedoch aufgrund unterschiedlicher Einflisse auf Proteinebene, der
Reifung des Chromophors und der variierenden metabolischer Fliisse anhand der Fluoreszenz nicht
erfolgen. Dies sollte fiir jeden Produktionsstamm individuell eruiert und nur als Erganzung fir
quantitative Methoden zur Ermittlung des Produkt-Titers bzw. als initiale Einschatzung verstanden
werden.

Zusammenfassend konnten anhand der hier durchgefiihrten Expressionsstudien die Stamme
P. putida KT samRLB, KTsamRLE und KTsamRLC hinsichtlich ihrer Eigenschaften der Expression der
Reporterproteine mBFP, eYFP und mCherry untersucht und ihre Expressionsantwort in Bezug zur
Eignung fur die in dieser Arbeit zu untersuchenden RL-Produzenten-Stdmme bewertet werden
(vgl. Tab. 1lI-1).
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Tab. llI-1: Bewertung der Fluoreszenzreporter mBFP, eYFP und mCherry auf die Anwendbarkeit als Transkriptionsreporter
fiir die heterologe Rhamnolipid-Produktion in P. putida KT2440 im atfTn7-Integration vermitteinden yTREX-toolbox

System.
Qualitativ Quantitativ Anwendbarkeit
Reporter | Stamm ohne visuelle SNR!! Induzier- Homo- Transkriptions- Echtzeit-
Reinigung" Signalintensitat barkeit" [%] genitatY' [%] reporter'V messung
mBFP KTsamRLE - e+ 99/1 74 29 + (+)
eYFP KTsamRLE + +++ 97/3 78 83 (97 + +
mCherry | KTsamRL® + ++ 99/1 81 46 + +

I: nach 8 h Kultivierung (Li, 2019).

II: durch Interferenz mit Zell- und Medienkomponenten.

I1I: Signal-zu-Rausch Verhaltnis bezogen auf die Messung im BioLector® |, m2p-labs GmbH (Tab. 1I-7).

IV: Korrelation zwischen Biotensid-Titer und Fluoreszenz = 90% nach 24 h und Induktion mit verschiedenen Salicylat-Konzentrationen.
V: prozentuale Erhéhung der Fluoreszenzantwort zwischen nicht und mit 2 mM Salicylat induzierten Stammen.

VI: Homogenitat betrachtet flr die diskriminierten Events nach 24 h Kultivierung.

Die Anwendung von Fluoreszenzproteinen zur Ermittlung der Transkriptionsstarke wurde bereits oft
als hilfreich beschrieben (Aymoz et al., 2016) und ermdglicht hierbei u. a. die Fluoreszenz-aktivierte
Zellsortierung (FACS), was eine automatische Unterscheidung und Sortierung von Zellen anhand
des Fluoreszenzsignals und die Uberpriifung von ca. 107 Zellen pro Stunde (Francisco et al., 1993)
auf ihre Fluoreszenz ermdglicht. Darlber hinaus kdnnen verschiedene Fluoreszenzreporter
innerhalb einer Mischkultur nahezu zeitgleich betrachtet und isoliert werden, wodurch Interspezies-
Interaktionen innerhalb mikrobieller Gemeinschaften aufgeschliisselt werden kdnnen (Burmeister
et al., 2019). Neben den hier betrachteten Fluoreszenzreporter der GFP-Familie gibt es eine Vielzahl
weiterer Fluoreszenz-basierter Reporter, die gewisse Vorteile gegenliber den hier betrachteten
haben. Hierzu zahlen z. B. auch die Flavinmononukleotid- (FMN) bindenden Fluoreszenzproteine
(FbFP), auch als LOV-basierte Fluoreszenzproteine bekannt, die aufgrund ihrer geringeren GroRe,
ihrer Sauerstoff- und pH-Unabhangigkeit und ihrem Chromophor FMN als Alternative zu den
Fluoreszenzreportern der GFP-Familie zahlen (Drepper et al., 2007).

Aber auch Reporter, die aufgrund einer biochemischen Reaktion ein Signal erzeugen, kénnen das
hier vorgestellte Set erganzen. So kdnnen hydrolytisch aktive Enzyme wie p-Galactosidase oder
B-Glucuronidase (Frampton et al., 1988; Weihmann et al., 2020) nicht nur durch Verwendung von
X-Gal- /X-Gluc-Agarplatten (Frampton et al., 1988; Domingues et al., 1997) bereits bei der Selektion
von geeigneten Stdmmen helfen, sondern zur Verfolgung der Transkriptionsstérke (allerdings nicht
in Echtzeit) genutzt werden. Die erzeugte kolorimetrische Antwort durch die enzymatische
Signalamplifikation (lyer et al., 2001) ist meist sensitiver und linear quantifizierbarer als die
fluorimetrische (Weihmann et al., 2020). Aufgrund dessen werden bei bspw. geringeren
Expressionsleveln sensitivere Methoden zur Detektion bendétigt und Enzyme als Reportersysteme in
Betracht gezogen (lyer et al., 2001). Zudem kdnnte die Korrelation zwischen hydrolytischer Reaktion
des Enzyms, wie im Fall der Spaltung von ONPG durch LacZ (Weihmann et al., 2020), besser mit
der Reaktion, die zur Produktion der Sekundarmetaboliten durch die zu produzierenden Enzyme aus
dem zu exprimierenden biosynthetischen Cluster dienen, Ubereinstimmen. Somit stellt die hier
entwickelte yTREX-toolbox und das Set an Tn7-toolbox Basisvektoren (vgl. Tab. lI-1) eine effiziente
und geeignete Weiterentwicklung der bestehenden Systeme dar, um eine Expression zu verfolgen

und die Klonierung zu vereinfachen (vgl. [1.1.1).
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Fir diese Arbeit wurde aufgrund der geringen Interferenz von Zell- und Medienkomponenten und
der hoheren Signalintensitdt sowie der Kompatibilitdt mit dem hier verwendeten
Mikrobioreaktorsystem (Tab. lI-7) eYFP als Transkriptionsreporter verwendet, um die Expression
der RL-Gene in den weiteren Experimenten zu verfolgen. Neben einer geeigneten Methode zur
Verfolgung der PA_rhiAB Expression stellt die einfache und schnelle Detektion und der quantitative
Vergleich von RL-Titern eine Herausforderung dar. Viele Methoden sind hierbei Tensid-spezifisch,
besitzen eine geringe Genauigkeit und sind oftmals zur Evaluierung mehrerer Proben nicht geeignet
(Varjani und Upasani, 2017). So sollten als weitere Voraussetzung fiir diese Arbeit verschiedene

beschriebene Assays kritisch evaluiert werden.

Zusammenfassung | Stammerzeugung mit Hilfe der yTREX-toolbox Tn7-Variante

(1) Die Entwicklung eines Sets an Basisvektoren unterschiedlicher Resistenz-/ und Reportergene auf
Basis des Tn7 Transposons stellt als Erweiterung des yTREX-foolbox Systems ein vielseitiges
tool zur stabilen Integration ins bakterielle Genom dar.

(2) Der Vergleich verschiedener Fluoreszenz-basierter Transkriptionsreporter demonstriert deren
Eignung zur Verfolgung der Expression der PA_rhIAB Gene in Echtzeit. Ferner kénnen Sie als
Indikatoren fir die Produktion von Biotensiden dienen.

(3) Die hier entwickelte attTn7-Integration vermitteinde yTREX-toolbox in Kombination mit dem
Fluoreszenzreporter eYFP soll auf Basis dieser Ergebnisse zur Verfolgung der rhlAB-
Expressionsstarke dienen.

[11.1.2 Evaluierung verschiedener Methoden zum Screening von Rhamnolipid-Produzenten

Zur initialen Evaluierung der in dieser Arbeit mit Hilfe der atfTn7-Integration vermittelnden yTREX-
toolbox zu konstruierenden Stammbibliothek sowie der vergleichbarer Bewertung verschiedener
Kultivierungsbedingungen wird ein robuster, genauer, zeit- und kosteneffizienter und im
Hochdurchsatz durchfihrbarer Assay fir die Quantifizierung der RL-Produktion initial erzeugter
Stdmme bendtigt.

In der Literatur wurden bereits mehrere Methoden zum Nachweis der Produktion von Biotensiden
wie RL beschrieben (Varjani und Upasani, 2017). Diese Methoden beruhen auf hamolytischer
Aktivitdt, der Komplexierung von Pigmenten oder Fluorophoren, Nachweisreaktionen mit
Komponenten wie Zuckern oder der Visualisierung von reduzierter Oberflachenspannung von
Wassertropfchen (1.1.1.1).

Im ersten Schritt sollten diese Methoden im Hinblick auf die RL-Produktion in P. putida KT2440
pPS05 verglichen und die Zuverlassigkeit dieser Methoden bewertet werden. Hierflir wurden
Kulturiiberstande und Extrakte nach 24 h von in LB-Medium kultivierten P. putida KT2440 pPS05-
Stdmmen (11.1.1; 11.2.1) und der Kontrolle P. putida KT2440, aber auch ganze Zellen, sowohl im
Blutagar zum Nachweis hamolytischer Aktivitat (11.3.3), im atomized-oil Test (11.3.4), im
drop-collapsing und grid Test (11.3.5), im CPC-BTB Test (11.3.6), im Orcinol Test (I1.3.9) als auch
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analytisch in der Dinnschichtchromatographie (I1.3.10) und der Flissigchromatographie (HPLC-
CAD; 11.3.7) evaluiert (Abb. 1lI-3).
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Abb. llI-3: Evaluierung verschiedener Literatur bekannter Methoden zur Ermittlung der Rhamnolipid-Produktion in
Pseudomonas putida KT2440 + pPS05.

A: P. putida KT2440 (- RL) sowie P. putida KT2440 + pPS05 (+ RL) Kulturen wurden auf einer Blutagarplatte oder einer
LB-Agarplatte (4. N.; 30 °C) inkubiert und im Fall des atomized-oil Tests vor dem Fotografieren mit einer diinnen Schicht Paraffindl
bespriht. Hierbei bilden sich bei RL-Produktion (+RL) Héfe um die Kolonien. Zudem wurde RL-Produktion durch
Flussigkultivierungen der genannten Stdmme detektiert, indem 20 pL Kulturiiberstand auf eine leere Petrischale pipettiert wurde
(drop-collapsing Test), der bei RL-Anwesenheit zerl&uft oder durch Uberfiihrung von 100 pL Kulturiiberstand in eine MTP, wobei
hier das Verzerren des darunterliegenden Gitters beobachtet werden kann (grid Test).

B: Die Kalibrierungen wurden mit Hilfe einer L-Rhamnose- oder mRL-Konzentrationsreihe erstellt, indem fiir diese im Fall des Orcinol
Tests der Aspinm-Wert gemessen und im Fall des CPC-BTB Tests das Verhaltnis Agisnm/Asoonm €rmittelt wurde. Diese
Absorptionswerte und -verhaltnisse werden mit der RL-Konzentration korreliert, um Regressionsgeraden (Orcinol Test:
y =0,73x + 0,15, R? =0,99, linearer Bereich: 0-1 g/L mRL; CPC-BTB Test: y = 2,95x + 0,67, R? = 0,99, linearer Bereich: 0,05-0,6 g/L
mRL) zu erstellen. Fir die Messung der (extrahierten) Kulturiberstdnde von P. putida KT2440 (-RL) sowie
P. putida KT2440 + pPS05 (+ RL) ergaben sich mRL-Konzentrationen von 0,28 g/L (Orcinol Test; Abweichung HPLC-Messung
aus (C): 24%) und 0,17 g/L (CPC-BTB Test; Abweichung HPLC-Messung (C): 54%).

C: Fur die DC wurden P. putida KT2440 (- RL) und P. putida KT2240 + pPS05 (+ RL) Extrakte auf eine Kieselgelplatte getiipfelt
und nach Entwicklung mit Orcinollésung angefarbt (Laufmittelfront durch gestrichelte Linie angedeutet). Hierdurch wurden die
zuckerhaltigen Substanzen durch Interaktion mit Orcinol sichtbar. mRL- (+ RL) und dRL-Spezies sowie Abbauprodukte lieRen sich
auf Grund des unterschiedlichen Laufverhaltens identifizieren. In der HPLC-CAD lieRen sich verschiedene Kongenere auftrennen,
die sich in den Fettsaurekettenlangen unterscheiden.

Die qualitativen Assays zeigten (Abb. IlI-3 (A)), dass sowohl die Methoden die auf Basis von
Kolonien auf Agarplatten, als auch die Tests, die mit zellfreien Kulturliberstadnden funktionieren, sich
gut eignen um einen ersten Hinweis auf RL-Produktion in einem P. putida Stamm zu liefern. Bei den
Agarplatten-basierten Methoden war die Produktion von RL durch die Bildung von Héfen um die
Kolonien zu erkennen. Bei dem grid und dem drop-collapsing Test war dies durch das Zerlaufen des
Tropfens oder der Verzerrung des darunterliegenden Gitters zu beobachten, was auf die
Verringerung der Oberflachenspannung des Mediums durch die darin enthaltenden RL hinwies.
Dadurch erschienen diese qualitativen Methoden ideal geeignet zum Screenen von groRen
Stammbibliotheken, jedoch nur bedingt zu einer quantitativen Einschatzung, da sich die
beobachteten Effekte nicht nur auf das Biotensid (vgl. Varjani et al., 2007; Afshar et al., 2008) oder
den Titer des jeweiligen Biotensids (hier RL) zurickfihren lassen koénnen. Denn auch die
Biotensidart und das Kongenerverhaltnis (z. B. einen Gemisch aus HAA und mRL mit verschiedenen

Kongeneren), welches variieren kann, kann deren Fahigkeit zur Hamolyse von Blut und zur
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Verringerung der Oberflachenspannung beeinflussen (Varjani und Upsani, 2017). Zudem stellt eine
Kalibrierung dieser Methoden eine gro3e Herausforderung dar, denn sowohl im Blutagar als auch
im atomized-oil Test kann aufgrund unterschiedlicher Diffusionsverhalten durch den Agar, das
wiederum auch vom Molekulargewicht, der Porengréf3e und der Temperatur abhangig ist, bzw. der
Unklarheit welche Konzentration des Biotensides flir die Ausbildung des beobachtbaren Effekts
(Hamolyse bzw. Ordnung der Paraffintrépfchen) verantwortlich ist, nicht festgestellt werden, wieviel
Zielprodukt produziert wurde. Bei oberflachenspannungsabhangen Tests wie dem drop-collapsing
und grid Test kdnnen nur schwer Aussagen zu Konzentrationen oberhalb der CMC gemacht werden,
hier stellt zudem die Dokumentation ein Problem dar, da die Tropfen entweder zu schnell zerlaufen,
um eine gleichzeitige Dokumentation zu ermdglichen, oder dass bei leichten Erschitterungen im
grid Test der Linseneffekt sich umdreht und gestért wird (Varjani und Upsani, 2017).

Demgegenuber stehen Methoden, die zusatzlich zur qualitativen Antwort eine semi-quantitative
Einschatzung der RL-Konzentration geben. RL werden in der Regel von den Bakterien in den
Kulturiiberstand sekretiert, was eine einfache Bestimmung von Produkt-Titern oder Ausbeuten
mdglich macht (vgl. 1.1.1.1). Prominente Beispiele sind zum einen der Orcinol Test (Abb. llI-3 (B);
links) und der CPC-BTB Test (Abb. llI-3 (B); rechts; Ochsner et al., 1994; Yang et al., 2015).
Letzterer hat It. Literatur den grofen Vorteil, dass er mit reinen Kulturiiberstdnden durchgefihrt
werden kann und Extraktionen nicht nétig sind, im Gegensatz zum Orcinol Test, der in den Quellen
immer mit Extrakten durchgefiihrt wurde. Fiir die beiden Assays wurden Kalibrierungen mit Hilfe von
L-Rhamnose- bzw. mRL- (AGAE Technologies, LLC; >98% mRL-Anteil nach Herstellerangaben)
Konzentrationsreihen erstellt. Diese Absorptionswerte und -verhaltnisse wurden mit der RL-
Konzentration korreliert, um Regressionsgeraden (Orcinol Test: y = 0,73x + 0,15, R2=0,99, linearer
Bereich: 0-1 g/L mRL; CPC-BTB Test: y = 2,95x + 0,67, R?= 0,99, linearer Bereich: 0,05-0,6 g/L
mRL) zu erhalten. Fir die Extrakte aus Kulturiiberstanden von P. putida KT2440 (- RL) und P. putida
KT2440 + pPS05 (+ RL) ergaben sich somit aus den gemessenen Absorptionswerten mRL-
Konzentrationen von 0,28 g/L im Orcinol- und 0,17 g/L im CPC-BTB Test. Verglichen mit den
Ergebnissen, der HPLC-Messung ergaben sich Abweichungen von rund 24% beim Orcinol- und 54%
beim CPC-BTB Test. Beim Orcinol Test kdnnten hier Extraktionseffizienz und Interferenz mit Zell-
und Medienkomponenten eine Rolle spielen. Weiterhin kbnnten andere unwissentlich extrahierte
Substanzen mit Zuckeresten mit Orcinol interagieren und so mit der RL-Bestimmung interferieren
(Varjani und Upsani, 2017), wie am Beispiel IPTG gezeigt (Wittgens, 2013). Aus diesem Grund,
sowie wegen der niedrigen Sensitivitdt des Assays, ist eine direkte Messung im Kulturiiberstand
nicht moglich, sondern die Methode erfordert einen Extraktions- und Konzentrierungsschritt in
Ethylacetat. Der optimale Ubergang in die organische Phase ist dabei u. a. von Proteinkonzentration
und pH-Wert des Mediums abhangig (Biselli et al., 2020). Der CPC-BTB Test wurde urspringlich fiir
das Lipopeptid Surfactin entwickelt und funktioniert vermutlich iber ionische Komplexierung von
CPC, wodurch BTB frei wird und gemessen werden kann (Yang et al., 2015). Vor allem
Verbindungen mit emulgierenden Eigenschaften oder organische Sauren die zusammen mit einem

Biotensid von Interesse produziert werden und sich durch die fehlende Extraktion noch in der Probe
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befinden kdnnten, kénnen den Assay naturlich stéren (Heuson et al., 2018). So kdnnte sich die relativ
hohe Abweichung gegentiber den in der HPLC ermittelten Werten erklaren lassen.

Zur Ermittlung der Zusammensetzung des Biotensids aus verschiedenen Spezies (HAA, mRL oder
dRL), der Kongener-Zusammensetzung (hier: Ladnge und Sattigungsgrad der Fettsauren) sowie zur
absoluten Quantifizierung eigneten sich bedingt die Dunnschichtchromatopraphie (DC) und die
Hochleistungsflissigkeitschromatographie (HPLC-CAD; Abb. llI-3 (C)). Die Visualisierung der DC
funktioniert nach einem &hnlichen Prinzip wie der Orcinol Test, indem im Anschluss an die
Chromatographie der Extrakte zuckerhaltige Molekiile durch Interaktion mit Orcinol sichtbar gemacht
werden, wodurch sich mRL und dRL-Spezies Uber die Laufweite (bzw. R+-Werte) im Vergleich mit
einem Standard auseinanderhalten, sowie z. B. zuckerhaltige Abbauprodukte erkennen lassen.
Jedoch kann durch die ungleichmaRige Derivatisierung der DC mit der Orcinol-Farbelésung und
Entwicklung durch Erhitzen nur auBerst eingeschrankt eine quantitative Aussage Uber die
RL-Konzentration gemacht werden. Die Methode mit der héchsten Genauigkeit stellt die HPLC dar,
in der sich mit Hilfe eines charged-aerosol Detektors (CAD) verschiedene Kongenere (Die zuvor
Uber MS zugeordnet wurden) auseinanderhalten lassen, die sich in den Fettsdurekettenlangen
unterscheiden (Behrens et al., 2016a, b, ¢). Hier ergab sich Fir P. putida KT2440 + pPS05 (+ RL)
somit als Hauptkongener das mRL mit den Kohlenstoffketten C10-C10 und ein absoluter mRL-Titer
von 0,37 g/L (vgl. Abb. llI-3 (C)). Eine Hochdurchsatz-Anwendung zur initialen komparativen
Bewertung verschiedener Tensid-produzierender Stamme und Bedingungen ist damit jedoch nur
bedingt mdglich, da sie eine sehr zeit- und kostenintensiv Methode darstellt.

Zusammengefasst erfordern viele der hier betrachteten Konzepte zeitaufwendige
Extraktionsverfahren oder liefern keine zuverlassigen quantitativen Informationen spezifisch fiir nur
ein Biotensid, da diese nur bedingt mit RL funktionieren, oder mit anderen Medienkomponenten oder
Metaboliten interferieren. Das schrankt die Anwendung flir einen Hochdurchsatz-Vergleich

verschiedener RL-Produzenten ein.

[11.1.2.1 Etablierung des VPBO-Assay zur Hochdurchsatz-Quantifizierung von

Biotensiden

In Anbetracht der Einschrankungen anderer Literatur basierter Assays zur RL-Quantifizierung
(11.1.2) sollte als Alternative hier die Detergenz-abhangige Solubilisierung des Farbstoffs VPBO, der
kommerziell in Filzstiften verwendet wird (Miller und Wade, 1958), auf die Anwendbarkeit zur
Hochdurchsatz-Bestimmung von RL untersucht werden. Grundlage dafiir bot die bereits
beschriebene Eignung des Stoffe zur robusten und zuverlassigen Bestimmung von Restmengen
kationischer und nichtionischer Detergenzien (CTAB, C12E8, Tween 80) in Impfstoffpraparaten
unter definierten Bedingungen (Roosloot und Schoen, 2011), was sogar die CMC-Bestimmung von
definierten Detergenzien erlaubt (Vulliezlenormand und Eisele, 1993; Little et al., 1994; Chandran
und Nibert, 1998). Ziel war ein robuster und empfindlicher kolorimetrischer Assay flir den Nachweis

und die Quantifizierung von RL-Biotensiden in Kulturiiberstanden von rekombinanten
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P. putida KT2440-Produktionsstammen (Kubicki et al., 2020). Die experimentelle Methodik und

putative molekulare Basis des Assays ist in Abb. lll-4 schematisch dargestellt.
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Abb. llI-4: Methodik und molekulare Basis des Victoria Pure Blue BO-Assays zur Semi-Quantifizierung von Biotensiden in
Kulturiiberstanden von Mikroorganismen.

A: Veranschaulichung der experimentellen Methodik: Eine VPBO-L6sung von 0,1 g/L VPBO in Isopropanol wird nach Vaporisation
auf einer MTP und anschlieRender Behandlung mit 0,5 M NaOH-L&sung auf einer Polystyrol-Oberflache immobilisiert. Fir den
Nachweis von Biotensiden in Kulturliberstanden werden diese auf die Platte gegeben, was nach einer einstiindigen Inkubationszeit
zu einer quantifizierbaren Solubilisierung des blauen Farbstoffs fiihrt. Im Anschluss kann die Solubilisierung in einer sauberen MTP
bei 625 nm aufgrund der in Mizellen gelsten Farbstoffreaktion nachgewiesen werden. Verwendete und modifizierte Objekte in der
Abbildung von Servier Medical Art stehen unter einer Creative-Common-Lizenz (CC BY 3.0).

B: Die mdgliche molekulare Basis des Assays: Eine Deprotonierung von VPBO konnte durch einen Ladungsausgleich zu einer
anschliefenden Fixierung des Farbstoffes an die Polystyrol-Oberflache tber -11-Interaktion fiihren. Bei der Supplementierung von
Kulturiiberstanden die Tensid-Mizellen beinhalten, steht diese Interaktion mit der Polystyrol-Oberflache in Konkurrenz mit der
Invagination in Tensid-Mizellen, wodurch eine Tensid-konzentrationsabhangige Veranderung der Absorption bei 625 nm ermittelbar
ist. Die demonstrativen Spektren wurden mit verdiinnten 100 mM Tween 80-Ldsungen (absteigende Konzentration) im Anschluss
an den VPBO-Assay (l1.3.8) aufgenommen.

Im ersten Schritt (Abb. 1l1-4 (A)) wird eine 0,1 g/L Lésung von VPBO in Isopropanol in 96-well-Platten
getrocknet und mit NaOH behandelt, was zu einem Farbverlust und zur Immobilisierung des
Farbstoffs auf der Polystyrol-Oberflache fiihrt. AnschlieRend erfolgt die Farbstoffsolubilisierung und
damit die Erhéhung der Absorption in Abhangigkeit von der Anwesenheit von Tensid (iber CMC im
Kulturiberstand (Roosloot und Schoen, 2011). Die Menge des freigesetzten Farbstoffs kann nach
dem Transfer der Flissigkeit auf eine saubere MTP bei 625 nm spektrophotometrisch quantifiziert
werden. Es kann spekuliert werden, dass aufgrund der Deprotonierung des VPBOs es zu einem
Ladungsausgleich kommt, wodurch VPBO seine kolorimetrische Eigenschaft verliert und farblos
erscheint. Gleichzeitig wird hierdurch vermutlich die Fixierung an der Polystyrol-Oberflache der MTP
durch Tr-mr-Interaktionen geférdert, wodurch wassrige Ldsungen keine Solubilisierung des
Farbstoffes ermdglichen. Bei der Supplementation von Kulturiiberstanden, die Tensid-Mizellen
beinhalten, steht diese Interaktion in Konkurrenz mit der Invagination des VPBO (iber hydrophobe
Wechselwirkungen in die Mizellen. Die Absorptionsmessungen (Abb. lll-4 (B); rechts) deuten darauf
hin, dass je mehr Mizellen gebildet werden, umso mehr VPBO geht in die Flissigkeit Uber und desto
hoher ist folglich der VPBO-spezifische As2snm-Wert. Dennoch muss dieser Mechanismus durch

weitere Analysen, z. B. mit Hilfe von NMR, endglltig bestatigt werden.
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Die vollstéandige Solubilisierung des an den Kunststoff eines Wells gebundenen VPBO wurde mit
250 pL einer 100 mM Tween 80 Lésung (Positivkontrolle des Assays; nicht gezeigt) erreicht und
fihrt zu einem Absorptionswert von etwa 1,1. Dies definiert die obere Grenze des Assay bei
nachfolgenden Experimenten und dient der Qualitatstiberprifung jeder Plattencharge bei der
Herstellung. Das Absorptionsverhalten von VPBO erwies sich als recht pH-stabil; Anderungen der
Absorptionsspektren und somit Farbumschlage zeigten sich erst bei pH-Werten unter 4 und tber 10
(vgl. Abb. A-4 (A)). Dennoch ist es aufgrund der oft pH-abhangigen Veranderungen der
Makrostrukturen des Biotensid-Assembly-Verhaltens (Abb. A-4 (B); Champion et al., 1995; Brandt
et al., 2018) und der potenziellen Extraktion der Mizellen wichtig, in einem pH-Bereich zu bleiben,
der die Bildung von Farbstoff-solubilisierenden Biotensid-Mizellen ermdglicht.

Um den VPBO-Assay auf die Eignung zur Quantifizierung der physikalisch-chemisch
unterschiedlichen HAA, mRL und dRL-Biotenside (aus dem Biosyntheseweg fir RL; vgl. Abb. I-3;
Tiso et al., 2017a) zu testen, wurden serielle Verdinnungen von C1o-C1o-Kongeneren dieser
Biotenside, die von P. putida KT2440-Produktionsstdmmen gereinigt wurden (I1.3.7; Blesken et al.,
2020), in sterilem LB-Medium angefertigt und auf den VPBO-Assay angewendet (Abb. 11I-5).
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Abb. IllI-5: Kalibrierungsreihen der C;,-Cio-Kongenere von 3-(3-Hydroxyalkanoyloxy)Alkanoat, Monorhamnolipid und
Dirhamnolipid im Victoria Pure Blue BO-Assays.

A: Der immobilisierte Farbstoff VPBO wurde durch die Anwesenheit der RL-Biotenside C1o-C1o-HAA, C1o-C1o-mRL und C10-C1o-dRL
solubilisiert. Die Aszsnm-Werte sind als Funktion der Biotensid-Konzentrationen in der log-Skala dargestellt. Hierbei 1asst sich ein
logarithmischer Anstieg der Absorption in einem Bereich zwischen von 0,2 und 3 g/L fir HAA, 0,09 und 0,5 g/L fir mRL und 0,07 g/L
und 0,2 g/L fur dRL beobachten. Der maximale Aszsnm-Wert liegt bei ca. 1,1 und somit der vollstandigen Solubilisierung des
Farbstoffes, verglichen mit einer 100 mM Tween 80-Lésung (vgl. 11.3.8).

B: Die Kalibrierung zur Quantifizierung wurde im linearen Bereich der Daten durchgefiihrt. Die logarithmische Regression fiir die
quantitative Analyse liegt fir HAA bei y = 0,34In(x) + 0,74 in einem Bereich von etwa 0,2 und 3 g/L, fir mRL bei y = 0,51In(x) + 1,40
in einem Bereich von etwa 0.09 und 0,5 g/L und fur dRL bei y = 0,65In(x) + 1,84 fiir einen Bereich von etwa 0,07 und 0,2 g/L.

In allen Fallen wurde in einer logarithmischen Darstellung ein von der Biotensid-Konzentration
abhangiger Anstieg der Absorption nach einer sigmoidalen Kurve beobachtet (Abb. IlI-5 (A)). Die
verschiedenen Biotenside zeigten unterschiedliche Solubilisierungskurven, die mit ihren
spezifischen Oberflachenaktivitdten zusammenhangen kénnten. Fir HAA zeigte die Kurve von der
Absorption relativ zur Konzentration eine geringe Steigung auf einer logarithmischen Skala. Die

Absorption beginnt bei einer HAA-Konzentration von etwa 0,1 g/L zu steigen und erreicht die
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maximale Absorption von As2snm~ 1,1 bei etwa 3 g/L, welche die Solubilisierung des gesamten
Farbstoffs markiert. Im Fall von mRL ist die Steigung hoéher, wodurch die Solubilisierung des
Farbstoffs durch dieses Biotensid wirksamer zu sein scheint. Sie beginnt bei etwa 0,08 g/L und
erreicht ein Absorptionsmaximum bei einer Konzentration von 0,6 g/L. Bei dRL ist eine noch héhere
Steigung zu beobachten, die bei einer Konzentration von 0,06 g/L beginnt und bei 0,2 g/L endet.
Die tensidabhangige VPBO-Solubilisierung wurde urspringlich als ein einfaches Werkzeug zur
Bestimmung der CMC von Tensiden beschrieben (Vulliezlenormand und Eisele, 1993), wodurch
eine Anwendung des Assays zur Charakterisierung von Biotensiden mdglich sein konnte, was tber
die bloRe Auswertung der Produktion von RL hinausgehen koénnte. Die aus den
Solubilisierungskurven (Abb. llI-5 (A)) abgeleiteten CMC-Werte der vier Biotenside lagen fiir HAA
bei etwa 0,15 £ 0,05 g/L, fir mRL bei etwa 0,09 £ 0,01 g/L und fur dRL bei etwa 0,06 + 0,01 g/L.
Beschriebene CMC-Werte liegen fiir Rha-C1o-C10 mRL bei 0,04 g/L, fiir das dRL Rha-Rha-C1o-C1o
bei etwa 0,005 g/L und fir eine gereinigte Mischung von HAA bei 0,113 g/L (Rahman et al., 2002;
Tiso et al.,, 2017b). Der Vergleich zeigt, dass fir HAA und mRL die aus dem VPBO-Assay
abgeleiteten CMC mit der GréRenordnung im Bereich der publizierten Werte Ubereinstimmt. Die
Abweichung des ermittelten dRL CMC ist jedoch nicht Gberraschend, da die Literatur bekannten
CMC sowohl fir mRL als auch dRL zwischen 0,05 und 0,23 g/L, vermutlich in Abhangigkeit von
Verunreinigungen, Mischungen, Kettenlange und Sattigungsgrad schwanken (Syldatk et al., 1985;
Abalos et al., 2001; Dubeau et al., 2009; Rocha et al., 2020). Dartber hinaus hangt der CMC-Wert
von der Temperatur, dem pH-Wert und der Salzkonzentration ab (Tiso et al., 2017a), wodurch sie
von den Bedingungen hier abweichen kénnen (25 °C; LB-Medium; pH 7; Kubicki et al., 2020). Die
genaue Bewertung der Zuverlassigkeit der CMC-Bestimmung mit VPBO kénnte das Ziel zukinftiger
Studien sein, um den VPBO-Assay gezielt zur Charakterisierung von Biotensiden in
Kulturiiberstanden einzusetzen, was besonders interessant fir schwer aufzureinigende Biotenside
sein kann.

Aus den Messungen mit gereinigten Substanzen (Abb. I1lI-5 (A)) wurden anschlielend
Kalibrierungen ermittelt (Abb. IlI-5 (B)), um zu beurteilen, inwieweit die Titer von Tensiden in
Produktionskulturen Uberhaupt absolut quantifizierbar sein kénnten. Zu diesem Zweck wurden
Absorptionsdatenpunkte in den Steigungsbereichen mittels einer logarithmischen Regression
angepasst. Dieser Ansatz ergab Kalibrierkurven in einem Bereich von 0,2 und 3 g/L flir HAA,
0,09 und 0,5 g/L fur mRL und 0,07 g/L und 0,2 g/L fir dRL.

Um nun das Potenzial zur Quantifizierung von Biotensiden auf der Grundlage der mit den gereinigten
Standards (C10-C1o-Kongenere) erhaltenen Kalibrierungen aus dem RL-Syntheseweg zu bewerten,
sollten rekombinante P. putida KT2440-Stamme, welche das Plasmid pSB01 mit PA_rhIA-Gen,
pPS05 mit PA_rhIAB-Genen und pWJ02 mit PA_rhIABC-Genen zur Herstellung von HAA, mRL bzw.
dRL enthalten (Tiso et al.,, 2016, 2017b), verwendet werden. Die Stdmme wurden in
LB Medium + 10 g/L Glucose (11.2.1.1) flr 6 und 24 h kultiviert sowie anschlielend im VPBO-Assay
(11.3.8) getestet (s.a. Tab. A-3). Zum Vergleich wurde zusatzlich der Biotensid-Titer Gber die
HPLC-CAD Messung (I1.3.7) ermittelt (Abb. 111-6).
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Abb. 1lI-6: Quantifizierung von Rhamnolipid-Biotensiden in Kulturiiberstdnden im Victoria Pure Blue BO-Assay.

A: Die Darstellung der Agsnm-Werte (rechts) von zellfreier Kulturbriihe aus P. putida KT2440 (PP_wt), P. putida KT2440 pSB01
(PP_HAA), P. putida KT2440 pPS05 (PP_mRL) und P. putida KT2440 pWJ02 (PP_dRL) im VPBO-Assay nach 6 und 24 h
Kultivierung. Fur PP_dRL wird ein zusatzlicher Wert fir den 1:4 in LB-Medium verdiinnten Kulturiberstand gezeigt, um eine
RL-Konzentration innerhalb des Kalibrierbereichs sicherzustellen. lllustrative Bilder der untersuchten Kulturiiberstdnde nach 24 h
Kultivierung sind links dargestellit.

B: Die Genauigkeit der Quantifizierung von PP_HAA, PP_mRL und PP_dRL in zellfreien Uberstandsproben nach 6 und 24 h
Kultivierung mittels VPBO-Assay im Vergleich zu HPLC-CAD-Messungen.

Die Uberstéande der Produktionskulturen filhrten zu VPBO-Solubilisierung in einem viel groReren
Ausmal} als der Kontrolliberstand von P. putida KT2440 ohne Plasmid (Abb. llI-6 (A)). Dartber
hinaus flhrten die nach 24 h in den Biotensid-produzierenden Stdammen entnommenen
Kulturiiberstéande zu einer hdheren Solubilisierung als die nach 6 h enthommenen Proben. So kann
davon ausgegangen werden, das nach 24 h mehr Biotenside produziert wurden, was durch die
HPLC-Analyse bestatigt wurde (vgl. Tab. A-4). Diese zeigte aullerdem, dass P. putida KT2440
pWJ02 dRL mit einem kleinen Anteil von mRL produziert. Dies war zu erwarten, da in natirlichen
Produktionssystemen keine vollstdndige Konversion von mRL zu dRL-Biosynthese stattfindet
(vgl. 1.2.1; Behrens et al., 2016a).

Der Kontrollstamm zeigt ein Absorptionswert von etwa 0,1, welcher im Bereich von LB ohne Tenside
liegt (Abb. llI-5 (A)), sodass davon ausgegangen werden kann, dass von P. putida KT2440 ohne
Plasmid keine solubilisierenden Metaboliten gebildet werden. Wahrend sich die fiir P. putida KT2440
pPS05 gemessenen Extinktionswerte im Bereich der Kalibrierungen befanden, lag der aus P. putida
KT2440 pSBO01 erhaltene Wert unter dem HAA-Kalibrierungsbereich. Gemal der hohen CMC von
HAA, die aus den Daten des VPBO-Assays abgeleitet wurden (Abb. llI-5 (A)), ist es nicht
Uberraschend, dass die HAA-Produktion, die durch die Expression von rhlA in P. putida KT2440
erreicht wird, nicht hoch genug ist, um sie in diesem Test zu quantifizieren. P. putida KT2440
pWJ02-Ubersténde fiihren zu einer Absorption von ca. 1, was vermuten lasst, dass der dRL-Titer
Uber der Konzentration lag, die ausreichend war, um den gesamten Farbstoff zu solubilisieren. Daher
wurde der Uberstand von P. putida KT2440 pWJ02 1:4 in LB verdinnt und erneut getestet. Die
bestimmten Absorptionen bei 625 nm wurden verwendet, um die Biotensid-Titer basierend auf den
mit gereinigten Kongeneren erhaltenen Kalibrierungen (Abb. 1lI-5 (B)) zu berechnen (Abb. 111-6 (B)).
Die erhaltenen Werte wurden mit den Ergebnissen der HPLC-Quantifizierung (Tab. A-4) verglichen,
um die Genauigkeit des Assays zu bewerten. Fur P. putida KT2440 pPS05 nach 6 h und P. putida
KT2440 pSB01 nach 6 und 24 h Kultivierungsdauer passen die per VPBO berechneten Mengen wie
bereits erwartet nicht zu den HPLC-ermittelten Mengen, da die Titer nicht im Kalibrierungsbereich
zwischen 0,2 und 3 g/L fir HAA, 0,09 und 0,5 g/L fir mRL liegen. Fir Proben aus P. putida KT2440
pPS05 nach 24 h und P. putida KT2440 pWJ02 nach 6 und 24 h Kultivierungsdauer in 1:4
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Verdiinnung, stimmt die berechnete Menge an Biotensiden mit den durch HPLC bestimmten Titern
mit einer kleinen Abweichung, trotz des Vorhandenseins mehrerer Kongenere in den Uberstanden
der Produktionsstamme, Uberein.

Die HPLC-Analyse (Tab. A-4) zeigte die typische Aufteilung der Fettsdure-Kongenere Csg-Cio,
C10-C10, C10-C12:1 und C10-C12, die durch heterologe Produktion von HAA, mRL und dRL durch
Expression der P. aeruginosa rhIABC-Genen in P. putida KT2440 auftritt (Behrens et al., 2016a).
Das Hauptkongener bleibt jedoch in allen Fallen das C10-C10-Kongener mit einem Anteil von tber
70%. Bemerkenswerterweise funktionierte die Quantifizierung der Menge an Tensid unter
Verwendung der Gleichungen fir mRL (Rha-C1o-C10) und dRL (Rha-Rha-C10-C10) mit der jeweiligen
Gewichtung mit nur geringer Abweichung gut.

Zusammenfassend bietet der VPBO-Assay im Gegensatz zu den in (lll.1.2) beschriebenen
qualitativen und semi-quantitativen Methoden quantitative Informationen, erfordert aber weniger
Aufwand als die derzeitigen kolorimetrischen semi-quantitativen Methoden oder die HPLC. Der
VPBO-Assay ist somit zur schnellen Bestimmung der RL-Konzentrationen geeignet, wenn die
Konzentration oder die der Verdlinnung innerhalb des Kalibrierungsbereichs liegt, was im Rahmen
dieser Arbeit mit dem Ziel der schnellen Einschatzung des produzierten RL-Titers voraussichtlich
ausreichend ist. Zusatzlich kann die Solubilisierungseffizienz von VPBO und damit die Steigung der
Kurve, die sich zwischen den verschiedenen RL-Biotensiden unterscheidet, Aufschluss Uber ihr
Assemblierungsverhalten (z. B. die Form der Mizellen/Liposomen) oder sogar ihre Wirksamkeit als
Tensid geben.

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass der VPBO-Assay fir den Nachweis eines breiten
Spektrums von Tensiden in Kulturmedien anwendbar sein kénnte (Kubicki et al., 2020). Somit wurde
hier ein effizienter und empfindlicher kolorimetrischer Assay entwickelt, der, wenn geeignete
Standardpraparationen einer bestimmten Verbindung zur Verfigung stehen, sogar zur absoluten
Quantifizierung eingesetzt werden kann. Eine Einordnung der Effektivitat, der Sensitivitat und der
Anwendbarkeit des hier entwickelten VPBO-Assays gegenuber der Literatur bekannten Methoden

(111.1.2) wurde im Folgenden vorgenommen (Tab. 1lI-2).

Tab. llI-2: Vergleich verschiedener Methoden zur Detektion mikrobieller Biotensid-Produktion.

Effektivitat Sensitivitat Anwendbarkeit
Eingangs- | Vorbe- Zeit- und — Auflésungs- Hoch- Entwicklungs- Tensid-
hEED maierigal reitung | Kostenaufwand Quantitativ ebeneg durchsatz zeit ) Spezifitat
Blutagar Kolonie ++ ++ + +++ ++ +
atomized-oil Kolonie +++ +++ + +4++ +++ +++
drop-collapsing Kultur +++ +4++ + ++ +++ ++
grid Kultur +++ +++ + +++ +4+ ++
Orcinol Kultur ++ ++ ++ + +4++ +++ +
CPC-BTB Kultur ++ ++ ++ + +++ +4++ n.d.
DC Kultur ++ ++ - ++ + ++ ++
HPLC Kultur + + ++ 4+ +++ + + +++
VPBO Kultur ++ +++ ++ + +++ +++ +4++
Tage hoch nein Tensid ungeeignet Tage gering
+ + - + + + +
Stunden mittel ug bis mg Tensidart moglich Stunden mittel
++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
Minuten gering pg bis g Kongener geeignet Minuten hoch
+++ +++ +++ +++ +++ +++ +++

*n. d. = nicht definiert

86




Im Vergleich zu anderen beschriebenen Hochdurchsatz-Assays zur Bestimmung von RL-Titern ist
der VPBO-Assay einfach zu praparieren und die eingesetzten "ready-to-use"-Platten kénnen
gelagert werden. Da er sich auf VPBO als Hauptkomponente stiitzt, dass ein in groRem Malstab
hergestelltes Pigment darstellt, erscheint er zudem vergleichsweise kostenglnstig. Die Sensitivitat
ist vergleichbar mit bereits bekannten semi-quantitativen Methoden wie dem CPC-BTB und dem
Orcinol Test, da sich Konzentrationen im Bereich von g bis mg differenzieren lassen. Natiirlich kann
eine Quantifizierung nur dann durchgefiihrt werden, wenn ein gereinigter Standard der hergestellten
Verbindung sowie ihrer Mischungen ggf. bestehend aus verschiedenen Biotensiden und
Kongeneren zur Verfigung steht. Wenn dies der Fall ist, kann der VBPO-Assay ausgearbeitete,
hochauflésende Analyse- und Quantifizierungsmethoden wie die HPLC-Analyse und
NMR/Massenanalyse zur Bestimmung der Tensidart und der Kongener-Zusammensetzung
erganzen, jedoch nicht abldsen, da jener lediglich auf die solubilisierenden Eigenschaften des hier
zu untersuchenden Kulturiberstandes zuriickgreift. Eine weitere Limitierung stellt auch eine ggf.
sehr effektive Solubilisierung des Farbstoffs durch Biotenside dar, die zu einem kleinem
Arbeitsbereich einer Kalibrierkurve fihren kénnten, da die Solubilisierung des gesamten Farbstoffs
bereits bei Konzentrationen erreicht werden kann, die nur etwas héher als die CMC sind. Dies kann
jedoch zusatzlich durch die Vorbereitung einer seriellen Verdiinnung behoben werden, wenn eine
Quantifizierung gewtinscht wird, wie sie hier fir einen P. putida KT2440, der hauptsachlich dRL
produziert, durchgeflihrt wurde (Abb. llI-6 (A)).

Ferner kann der Assay auch flr qualitative Zwecke, z. B. dem Screening von Metagenom-
Datenbanken, in Kombination mit anderen Methoden wie den Blutagarplatten (Mulligan et al., 1984)
oder dem atomized-oil Test (Burch et al.,, 2010) verwendet werden, um die Effizienz und den
Durchsatz zu erhéhen, die fir die Auswahl der Produzenten von physiochemisch unterschiedlichen
Biotensiden aus grof3en Bibliotheken erforderlich sind (Kennedy et al., 2011; Jackson et al., 2015;
Thies et al., 2016). Diese Hochdurchsatz-Anwendbarkeit wird auch durch den Aspekt gestiitzt, dass
Ergebnisse in relativ kurzer Entwicklungszeit, durch die Erzeugung/Lagerung von "ready-to-use"-
Platten, erhalten werden kdénnen. Dies ist bei (Extraktions-basierten) Methoden, die zunachst das
Wachstum der Zellen und die Entwicklung eines Hofes erfordern, nicht durchfiihrbar. Im Gegensatz
zu den auf BTB oder CPC basierenden Assays (Yang et al., 2015), die z. B. fiir die Hochdurchsatz-
Bewertung von Surfactin-Titern oder Orcinolreaktionen fiir Glycolipide beschrieben werden, weist
die hier vorgestellte Methode die Tensideigenschaften der hergestellten Verbindungen direkt nach
und beruht nicht auf der Komplexbildung, Ladung oder Nachweisreaktion mit bestimmten
Bausteinen, wie das Spektrum der in dieser Arbeit verwendeten Biotenside (HAA, RL) zeigt. Er
scheint daher weniger anfallig flir die Anwesenheit anderer Metaboliten, z. B. aus der Glucose

Metabolisierung, zu sein, wie fir CPC-basierte Methoden berichtet wurde (Heuson et al., 2018).
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Zusammenfassend bietet der VPBO-Assay eine Reihe von Anwendungen, darunter das
Hochdurchsatz-Screening von Mutagenese-Bibliotheken und die komparative Bewertung
verschiedener Kultivierungsbedingungen im Zusammenhang mit der schnellen Charakterisierung
der Produktion von Biotensiden. Er stellt ein geeignetes Werkzeug fiir die Quantifizierung von
RL-Biotensiden unmittelbar in Kulturliberstanden dar und erganzt die bestehenden Konzepte fiir das

Screening und die Quantifizierung von Biotensid-Produzenten und Titern.

Zusammenfassung | Quantifizierung von Rhamnolipiden mittels Victoria Pure Blue BO

(1) Viele bekannte Methoden eignen sich zwar zur Identifikation, Quantifizierung und Analyse von
Rhamnolipiden, jedoch ermdglicht keine eine akkurate und schnelle Hochdurchsatz-Anwendung
zur Quantifizierung und Bewertung der Monorhamnolipid-Produktion in dem zu erwartenden
MaRstab an Stammen und Bedingungen.

(2) Eine neue und schnelle Hochdurchsatz-Methode zur Quantifizierung von Rhamnolipiden
basierend auf dem Farbstoff Victoria Pure Blue BO wurde entwickelt, sodass die hier zu
untersuchenden  Monorhamnolipide in  (verdinnten)  Kulturiberstdnden in  einem

Konzentrationsbereich von 0,09 und 0,5 g/L detektiert und quantifiziert werden kénnen.
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lll.2 Konstruktion von Pseudomonas putida Zellfabriken far die

Rhamnolipid-Produktion

Viele in der Literatur beschriebene natirliche RL-Produzenten sind oftmals aufgrund von
Pathogenitat, komplexen Regulationsmechanismen der Biosynthese und daraus resultierenden
geringen Titern, schlechter Modifizierbarkeit sowie einer méglichen hohen Anzahl an anderen
Sekundarmetaboliten und dadurch notwendige aufwéandigere Isolierungsverfahren fiir groskalige
Prozesse ungeeignet (vgl.1.2). Die heterologe Genexpression und Metabolitproduktion,
insbesondere im vielfaltig genutzten P. putida KT2440, kann somit eine geeignete Alternative
darstellen (1.3.1; Loeschcke und Thies, 2020). Jedoch ist die heterologe Expression, aufgrund der
Nutzung von Plasmid-basierten Systemen mit starken synthetischen und konstitutiv aktiven
Promotoren, oftmals ungeeignet zur Skalierung der Produktion. Die einhergehende genetische
Instabilitdt, schlechte Reproduzierbarkeit sowie geringe Produktionstiter (vgl.[.3.1.1; 1.3.2;
Del Vecchio, 2015; Mi et al, 2016) erschweren den Aufbau eines konkurrenzfahigen
Produktionsprozesses im Vergleich zu anderen bereits erhaltlichen kommerziellen (Bio-)Tensiden
(vgl. I.1; 1.1.2). Eine Mdglichkeit diese Problematik zu adressieren besteht in der chromosomalen
Integration der BSG (Loeschcke und Thies, 2020) zur Produktion von RL.

Mit den neu entwickelten Werkzeugen zur effizienten Erzeugung von RL-Produzenten mit
genomintegrierten Kassetten zur heterologen Expression der RL-Gene durch verschiedene
Promotoren (yTREX-foolbox Tn7-Variante; Il1.1.1), sowie der Hochdurchsatz Validierung der
RL-Produktion (VPBO-Assay; 111.1.2) sind nun die Voraussetzungen gegeben, um einen geeigneten
mRL-Produktionsstamm zu entwickeln, der die Bedingungen einer hohen Produktionsstabilitat,
Reproduzierbarkeit und eines hohen Produktionstiters (> 1 g/L im Batch-Labormalstab) erfiillt. Das
Hauptaugenmerk soll zunachst auf der Produktion von mRL liegen, um die verschiedenen Einfllisse
der Promotoren auf die mRL-Produktion zur eruieren. Im Gegensatz zu Plasmid-basierten Systemen
stellt hierbei die Promotorstarke den dominierenden Faktor bei der Expression der Gene dar, die
mafgeblich flr den resultierenden Titer entscheidend sein kdnnte. Ein Ansatzpunkt, der von
vornherein bei der Konstruktion mit einbezogen werden sollte und flir weitere Optimierungen im Blick
auf den zielgerichteten Einsatz eines Stammes in gro3skaligen Prozessen vorteilhaft sein kénnte
(Santala et al., 2018), ist die Entkopplung der Biomassebildung von der RL-Produktion (Vandermies
und Fickers, 2019). Die Verwendung eines induzierbaren Promotorsystems kann hierzu, sowie zu
einer Erhéhung der genetischen Stabilitat, beitragen und stellt somit eine geeignete Alternative zu
den bislang Uberwiegend genutzten konstitutiv aktiven Systemen dar. Hierbei sollte die Wahl vor
allem auf Induktoren fallen, die aus moglichst glnstigen Substraten gebildet und durch
P. putida KT2440 nicht metabolisiert werden kénnen, um eine potenzielle MallstabsvergréRerung
des zuklnftigen Produktionsprozesses zu ermoglichen. Als Alternative dafiir kénnten sich homologe
Promotorsysteme eignen, die erst nach Bildung ausreichender Biomasse (nahe der stationaren
Phase) zur Expression von Genen flhren. Der Transkriptions-starke T7-Promotor aus dem

Bakteriophagen T7, welcher durch die T7-RNA-Polymerase hochspezifisch zu einer
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bekanntermalRen starken Produktion von Proteinen flihrt (Studier und Moffatt, 1986), wurde nicht
betrachtet, da eine hohe Expressionsrate der relevanten Gene gerade fiir die mRL-Produktion nicht
vorteilhaft zu sein scheint (Du et al., 2017; Wittgens, 2017).

In dieser Arbeit wurden aufgrund dieser 6konomischen und prozessrelevanten Griinde verschiedene
aus der Literatur (Miksch und Dobrowolski, 1995; Yuste et al., 2006; Nikel und de Lorenzo, 2018;
vgl. Tab. A-5) abgeleitete, und fir P. putida KT2440 bereits als funktional gezeigten konstitutiv
aktiven und induzierbaren Promotoren ausgewahlt. Zudem wurden Promotoren, die putativ beim
Ubergang in die stationdre Wuchsphase aktiv werden (It. Datensatz: GEO DataSet Accession
Nr. GSE85578), herangezogen. In Kombination mit den PA_rhlIAB-Genen wurden mithilfe der oben
beschriebenen Vektoren-toolbox (lll.1.1) P. putida KT2440 mRL-Produzenten erzeugt, die
resultierende mRL-Produktion dieser Produzenten mittels des VPBO-Assays validiert und

funktionale Stamme auf dieser Basis vorselektiert (Abb. 11I-7).

A Klonierung verschiedener Promotoren zur Tn7-vermittelten Rhamnolipid-Produktion

1. Selektion in P. putida KT2440
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RBS und BSG
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B Aufbau der untersuchten Transposonkassetten in der attTn7-Stelle von P. putida KT2440
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Abb. lII-7: Schematischer Uberblick iiber die Erzeugung und Kollektion von Expressionskassetten zur heterologen
Rhamnolipid-Produktion in Pseudomonas putida KT2440.

A: Die Erzeugung der atfTn7-Integration vermittelnden yTREX-toolbox Vektoren erfolgte wie in 111.1.1 beschrieben (rot markierter
Bereich zeigt den Fortschritt der Klonierung). Die Klonierung der Promotoren und BSG in die CIS wurde sowohl durch Einsatz der
standardisierten RBS (BCD2) als auch den homologen Rekombinationsstellen der CIS /Il bewerkstelligt. Damit konnten die Gber
PCR amplifizierten Fragmente durch in vivo Rekombination in S. cerevisiae VL6-48 zusammen mit dem I-Scel linearisierten
Basisvektor pYTSKO1K_0G7 verknlipft werden. Die hieraus entstandenen pYTSKVK_0G7 Vektoren wurden zunachst, u. a. via
VPBO-Assay, selektiert und anschlieRend um das Transkriptionsreportergen eYFP in der HB_R_rv-Stelle des Transposons, indem
diese mit MauBI linearisiert und mittels in vivo Rekombination in S. cerevisiae VL6-48 mit dem Uber PCR amplifizierten eYFP-
Fragment zu den pYTSKVK_1G7 Vektoren verknlpft wurden, erganzt.

B: Darstellung der 11 ausgewahlten synthetischen Operons, integriert in die atfTn7-Stelle von P. putida KT2440 uber die atfTn7-
Integration vermittelnde yTREX-toolbox, die im Folgenden untersucht werden (vgl. Tab. 1I-2). Fur ara und rha wurden zusatzlich zu
den Genen des Transkriptionsregulators, PA_rhlIAB und e YFP, die transporterkodierenden Gene araE und rhaT unter Kontrolle des
Pc-Promotors integriert. Zur Kontrolle diente in allen Fallen der iber den yTREX-toolbox Vektor pYTSK31K_1G7 konstruierte
P. putida KTE (K), der lediglich die kodierende Sequenz des Transkriptionsreporters eYFP integriert hat. Als Referenz diente ein
aus der Literatur bekannter starker konstitutiv aktiver Promotor (pSK02 - P. putida KTzmRL; Kobbing et al., 2020). Als
zusatzliches, nicht genomintegriertes, sondern Plasmid-basiertes (P) Referenzsystem zur Transkriptionsstarke wurde P. putida
KT2440 + pPS05 (syn16; Tiso et al., 2016), dessen Promotor aus einem synthetisch optimierten /ac-Derivat besteht, eingesetzt.
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Als Quelle fir die regulatorischen Elemente (Promotor, Transkriptionsfaktor) dienten fir
L-Arabinose-, L-Rhamnose- und Anhydrotetracyclin-Promotorsysteme, der Vektor pAra-final, das
Genom von E. coli DH5a bzw. der Vektor pASKINt11 (vgl. Tab. lI-1; Tab. 1I-3). Das D-Mannitol-
induzierbare System mit Ppnse/mtiIR-Regulon wurde in dieser Arbeit aus dem Genom von
P. protegens PF-5 isoliert (I11.2.10; Tab. II-2; vgl. Hoffmann und Altenbucher, 2015). Das
Salicylat-Promotorsystem aus C. testosteroni wurde aus dem pBNT-mcs-3-Vektor amplifiziert (vgl.
Tab. II-1; Verhoef et al., 2010). Neben dem Promotorsystem inklusive der zugehdrigen
Regulatorgenen, wurden fiir ara und rha zusatzlich die Transportergene araE und rhaT unter
Kontrolle des Pic-Promotors koexprimiert, um den Transport des Induktors in die Zellen zu
verbessern, was zu einer Verringerung der zur Induktion bendtigten Konzentration flihren und aus
Okonomischer Sicht fir einen grol3skaligen Prozess eine Relevanz darstellen kénnte (vgl. 1.3.1;
Calero et al., 2016).

Im ersten Schritt konnten mittels der affTn7-Integration vermittelnden yTREX-toolbox die Vektoren
mit verschiedenen Promotorsystemen wie in Ill.1.1 beschrieben kloniert werden (Abb. llI-7 (A)).
Hierzu wurden die in die CIS zu integrierenden Promotoren und BSG mit Hilfe der standardisierten
RBS am Anfang des Biosyntheseclusters (BCD2; Mutalik etal., 2013), welche als
Verknlpfungselement  zwischen regulatorischen und BSG-Fragmenten diente und
dementsprechend in das Design der entsprechenden Oligonukleotid-Primer (Tab. lI-3) integriert
wurde, Uber in vivo Rekombination in S. cerevisiae VL6-48 (11.2.5) mit dem Basisvektor verknipft.
Die BCD?2 ist eine bicistronisch angelegte RBS, die aus zwei Shine-Dalgarno-Sequenzen, in einem
kurzen Abstand (43 bp) zueinander, zusammengesetzt ist (Mutalik et al., 2013). Die erste Shine-
Dalgarno-Sequenz initiiert die Translation eines 17 AS langen Peptids und die zweite die des
Proteins RhIA. Flir komparative Studien verschiedener Promotorsysteme ist die Verwendung einer
bicistronischen RBS zur Sicherstellung, dass durch die intrinsische Helikaseaktivitat des Ribosoms
potenzielle Sekundarstrukturen des davorliegenden Bereiches keinen Einfluss auf die
Translationsinitiation (Mutalik et al., 2013) bzw. den resultierenden Produkt-Titer haben, wichtig. Die
hieraus entstandenen pYTSKVK_0G7 yTREX-toolbox Vektoren wurden durch Sequenzierung
validiert und die korrekte Transposition nach Konjugation in P. putida KT2440 verifiziert (111.1.1), um
Fehler in der Stammkonstruktion auszuschlieen. Danach erfolgte die qualitative Validierung der
Biotensid-Produktion durch diese Stamme mit Hilfe des VPBO-Assays, wobei hier grundsatzlich
positive Kandidaten fiir die weiteren Experimente zur vergleichenden Evaluierung ausgewahlt
wurden.

Diese entsprechenden Integrons wurden um eYFP als Transkriptionsreportergen in der
HB_R_rv-Stelle des Transposons erganzt (Abb. llI-7 (A und B); In der Stammbezeichnung durch
den Index ,F“ symbolisiert), um eine Verfolgung der Expressionsleistung (lIl.1.1.1) in der
anschlieflenden Charakterisierung dieser Stamme (l11.2.1-3) zu ermdglichen. Schlussendlich wurden
11 rekombinante P. putida KT2440 mRL-Produzenten ausgewahlt. Im Folgendem wird die

Konstruktion dieser Stamme und der Aufbau des Transposons beschrieben.
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Zu den 11 ausgewahlten Stammen gehdren im Speziellen die induzierbaren Promotorsysteme in
P. putida KTa=mRLE, KT -mRLE, KTsomRLE, KTsmRLE und KTmRLE (ara, rha, sal, mtl und tet),
die auf den Zucker(-alkoholen) L-Arabinose, L-Rhamnose, D-Mannitol sowie dem aromatischen
Salicylat und dem Antibiotikum Tetracyclin als Induktoren basieren.

Zusatzlich wurden aus der Literatur abgeleitete P. putida KT2440 eigene Promotoren (GEO DataSet
Accession Nr. GSE85578; Miksch und Dobrowolski, 1995; Yuste et al., 2006; Tab. A-5), die nach
Bildung ausreichender Biomasse bei Eintritt in die stationdre Wuchsphase aktiv werden sollen
(stationare Phase-Promotoren), ausgewahlt, welche, alternativ zu den induzierbaren Promotoren,
sich ebenfalls zur Entkopplung der Biomassebildung und der Produktion von RL eignen kénnten. So
wurden aus der Literatur (Yuste et al., 2006) die Promotoren P.os und Prypa ausgewahlt, die
nachweislich ab einer ODgoonm= 2,2 in P. putida KT2440 aktiv werden. Zudem wurde Psoa betrachtet,
der It. Miksch und Dobrowolski, 1995 erst in der stationaren Wuchsphase aktiv wird. Zum Abschluss
wurde ein Transkriptomdatensatz aus der GEO-Datenbank des NCBI (GEO DataSet Accession Nr.
GSE85578), welcher Daten zum Vergleich der Transkriptlevel aller P. putida KT2440-Gene in LB-
Medium in drei verschiedenen Wuchsstadien enthalt, herangezogen, um die Transkriptionsstarke
der ausgewahlten Promotoren Ppos, Prupa und Ppoa zu betrachten und um ggf. noch weitere
potenzielle ,stationare” Promotoren zu finden. Durch Betrachtung des FC [log] (Transkriptanderung
auf ein logarithmierten Skala; Tab. A-5) zwischen der stationdren Wuchsphase und der
logarithmischen Wuchsphase konnte so der Mengenunterschied beurteilt werden, sodass von einer
erhdhten Transkriptionsrate in der stationaren Wuchsphase ausgegangen werden kann. Auf Basis
dessen wurde hier zusatzlich der Promotor Ppp 4593 ausgewahilt, der einen FC [log] von 5,44 zeigte
(43-fache Transkriptzunahme des Gens PP_4593 zur stationaren Wuchsphase hin). Deren putative
Promotorbereiche (150 bp vor Startcodon des Gens) wurden Gber Oligonukleotid-Primer (Tab. 11-3)
mit BCD2 und rhIAB (vgl. [ll.1.1) zur Konstruktion der pYTSK34-37K_1G7 fusioniert, welche
wiederrum zur Erzeugung der Stamme P. putida KTss9esmRLE, KTposmRLE, KThueamRLE und
KTpoamRLE (4593, rpoS, hupA und bolA) benutzt wurden.

Bislang wurde die RL-Produktion in P. putida KT2440 hauptsachlich durch konstitutive Expression
der BSG realisiert. Deshalb wurden als Vergleichsset fir die neuen Expressionskassetten drei
konstitutive Expressionssysteme konstruiert bzw. genutzt. Der ohne das Repressorprotein Lacl
konstitutiv aktive /ac-Promotor (de Lorenzo et al., 1993); pYTSK33K_1G7 > P. putida KTacmRLF)
findet in vielen bekannten Plasmid-basierten Systemen Verwendung (1.3.1.1) und ein auf
Pic-basierendes System zur Produktion von RL wurde bereits patentiert (Schaffer et al., 2015).
Weiterhin soll als Referenz ein aus der Literatur bekannter starker konstitutiv aktiver Promotor,
bestehend aus drei aufeinanderfolgenden derivatisierten Promotorsequenzen (pSK02 - P. putida
KT#mRL; Bator et al., 2020; Kdbbing et al., 2020) sowie der Plasmid-basierte P. putida KT2440 +
pPS05 Stamm (syn16; Tiso et al., 2016), der bislang in vielen wissenschaftlichen Arbeiten zur RL-
Produktion benutzt wurde (Behrens et al., 2016a, c; Germer et al., 2020), betrachtet werden. Als
Kontrolle fiir die nachfolgenden vergleichenden Experimente diente der (iber den yTREX-foolbox
Vektor pYTSK31K_1G7 konstruierte P. putida KTxF (K)-Stamm, der lediglich die kodierende
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Sequenz des Transkriptionsreporters eYFP ohne regulatorische Elemente in der CIS integriert hat.
Dadurch, dass das Transkriptionsreportergen ohne Promotor in der atfTn7-Stelle vorliegt, ist die
eYFP-Fluoreszenz somit ein direktes Mal fiir die Hintergrundexpression in diesem Locus (l11.1.1.1).
Folgend sollten alle konstruierten Stdamme auf Ebenen des Wachstums, der Induzierbarkeit, der
Transkript- und Produktformation sowie der Stabilitdt der Produktion komparativ charakterisiert
werden, mit dem Ziel, ein geeignetes Promtorsystem zur Induktion der rhIAB-Expression

auszuwahlen.

[11.2.1 Komparative Analyse rekombinanter Rhamnolipid-Produzenten

Die Charakterisierung der mikrobiellen Fabrik auf den Ebenen des Wachstums, der Transkription
und der Biotensid-Produktivitat soll Aufschluss Uber die grundsatzliche Eignung der Stamme (vgl.
[11.2) zur Produktion von RL geben und die zellularen Prozesse, die zu den Unterschieden in den
oben genannten Bereichen fiihren, einhergehend beschreiben. Die einzelnen Stamme mit
unterschiedlichen Promotorsystemen sollen im Folgenden in Gruppen eingeteilt und hinsichtlich
ihrer Eignung zur Produktion von RL charakterisiert werden. Zudem sollen die zugrundeliegenden
Mechanismen und Limitierungen eruiert und potenzielle Verbesserungsvorschlage diskutiert
werden.

Produktionsstamme (vgl. 111.2) mit verschiedenen Metabolit- (ara, rha, sal, mil, tet) und
Wuchsphasen-induzierbaren (4593, rpoS, hupA, bolA) sowie konstitutiv aktiven (Referenz-)
Promotoren (lac, syn16 (Plasmid), ffg) sollten im ersten Schritt im Hinblick auf das Wachstum und
die produzierte eYFP-Fluoreszenzentwicklung tber den Kultivierungszeitraum verfolgt werden. Dies
soll einen Einblick in die zeitlich aufgeloste Expression der rhIAB-Gene (vgl. 111.1.1.1) sowie die
fitness in Bezug auf das Wachstum unter Produktionsbedingungen (LB-Medium + 10 g/L Glucose)
und somit wahrend der Produktion von RL/ der Supplementation mit Induktor geben.

Die Stdmme wurden in LB-Medium mit 10 g/L Glucose kultiviert und insgesamt Uber 24 h im
Mikrobioreaktorsystem (11.2.1.1) bzgl. ihrer Biomassebildung und Fluoreszenzzunahme (Zelldichte-
normiert) betrachtet. Im Fall der induzierbaren Stdmme wurde nach 3,5 h der Induktor in der in
Tab. lI-10 angegebenen Konzentration supplementiert, um die Transkription der RL-BSG zu
initiieren und mit Kulturen der gleichen Stamme ohne Induktorzugabe verglichen. Zur Beurteilung
des Wachstums und der Expression wurden sowohl Wachstumsraten rg(t) als auch die
Fluoreszenzzunahme pg(t) ermittelt (11.3.1-2), um das Wachstum und den Fluoreszenzanstieg zu
beurteilen (Abb. IlI-8).
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Abb. IlI-8: Biomassebildung und Zunahme der Transkriptions-gekoppelten eYFP-Fluoreszenz in rekombinanten

Rhamnolipid-produzierenden Pseudomonas putida KT2440-Stammen.

P. putida KT2440 Stamme (K, ara, rha, sal, mtl, tet, lac, syn16, ffg, 4593, rpoS, hupA und bolA) wurden mit einer ODsgonm= 0,05
inokuliert, fur 24 h kultiviert (30 °C; LB + 10 g/L Glucose; 11.2.1) und hinsichtlich ihres Wachstums (A; 11.3.1) sowie ihrer
Fluoreszenzzunahme (B; 11.3.2) verfolgt. Fluoreszenzwerte (F) wurden auf die Zelldichte normiert und erst nach Beginn des
logarithmischen Wachstums (3,5 h) gezeigt. Fur die induzierbaren Stamme (Induktion nach 3,5 h; Induktor (-konzentrationen)
angegeben) sind jeweils auch die Daten der nicht induzierten Kulturen (heller dargestellt) gezeigt. Zur besseren Veranschaulichung
wurde nur zu jedem zehnten Datenpunkt die Standardabweichung zugeordnet (biologische Triplikate). Die Wachstumsrate rg(t) (A)
und die Fluoreszenzzunahme pe(t) (B) wurden zwischen der frihen und der spaten logarithmischen Phase bestimmt (11.3.1; 11.3.2).
Fir ffg und syn16 wurde aufgrund des Fehlens des eYFP-Reportergens pe(t) nicht ermittelt (n. d.).

Die Wachstumskurven (Abb. 1lI-8 (A)) zeigen, dass das Wachstum der Zellen, bis auf die Stamme
ara, rha und mtl, mit Wachstumsraten rg(t) zwischen 0,1-0,25 h-' dhnlich ist. Dabei erreichen lediglich
die Stamme ara, rha, und mtl die stationare Wuchsphase, wobei fiir die anderen Stamme bei
langerer Kultivierungsdauer gezeigt wurde, dass die stationdre Phase nach maximal 28 h erreicht
wird (Daten nicht gezeigt).

Trotz gleicher Kultivierungsbedingungen bei den Stdmmen ara, rha und mtl lasst sich hier ein
deutlich gestiegenes Wachstum verzeichnen. Vor allem die Wachstumsraten von ara und rha, mit
re(t) von 0,41 bzw. 0,56 h-' liegen um ca. 50% héher als der des Kontrollstammes (~ 0,2 h'). Dadurch
dass in den Stdmmen ara und rha neben den Genen, die fur regulatorischen Proteine kodieren und
somit zur Induktion nétig sind, auch die entsprechenden heterologen Transportergene exprimiert
werden (vgl. Abb. llI-7 (B)), konnte es sein, dass diese die generelle Zuckeraufnahme anregen,
wodurch das Wachstum beschleunigt werden kdnnte. Auch ist bekannt, dass Zuckertransporter in
der Lage sind alternative Zucker zu transportieren (Henderson und Maiden, 1990). Da LB-Medium
auch zum Teil aus Hefeextrakt und somit unterschiedlichen Zuckerkomponenten in geringer
Konzentration besteht (Tab. II-5), konnte dies ein Grund fiir den positiven Wachstumseffekt sein,
wobei auch in mtl, der keinen zuséatzlichen Transporter produziert, dieser Effekt beobachtet werden
kann. Der Effekt des diauxischen Wachstums, welches insbesondere bei ara beobachtet werden
kann und flr E. coli bereits beschrieben ist (Sezonov et al., 2007), ist vermutlich ebenfalls auf das
LB-Medium zuriickzufiihren. Durch die Erschopfung eines Metaboliten in der komplexen

Zusammensetzung des Mediums (Sezonov et al., 2007), bei ara vermutlich zusatzlich verstarkt
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durch die Produktion des AraE Transporters und somit der ggf. besseren Aufnahme alternativer
Kohlenstoffquellen, ist eine friihe Unterbrechung der logarithmischen Wuchsphase zu beobachten.
Eine Metabolisierung von L-Arabinose, L-Rhamnose und D-Mannitol kann jedoch ausgeschlossen
werden, da diese Effekte auch in den nicht mit Induktor supplementierten Stdmmen beobachtet
werden kann und P. putida KT2440 die dafiir benétigten Abbauwege nicht besitzt (Rodionova et al.,
2013; Hoffmann und Altenbucher, 2015; Wang et al. 2019). Beispielweise fehlen in P. putida KT2440
drei Gene, araB, araA und araD (kodierend fiir eine Ribulokinase, L-Arabinose-lsomerase und
L-Ribulose-Phosphat-4-Epimerase) zur Verwertung von L-Arabinose (Wang et al., 2019b).
Wang et al., 2019b zeigte, dass bei heterologer Produktion der Enzyme AraBAD in P. putida
KT2440, die die Umwandlung von L-Arabinose Uber L-Ribulose und L-Ribulose-5-Phosphat in
D-Xylulose-5-Phosphat katalysieren, dieses anschlieBend in den PP-Weg eingespeist und als
Kohlenstoffquelle verwertet werden kann (vgl. Abb. 1-6). Jedoch sollte das diauxische Wachstum bei
ara die RL-Produktion durch den Uberschuss an Glucose als Kohlenstoffquelle nicht beeinflussen.
Auch scheint das Wachstum mit einer Rate von Uber 0,25 h-' keinen groRen Effekt auf die Ausbildung
der eYFP-Fluoreszenz (Abb. llI-8 (B); 11.2.1.1) zu haben, da speziell in den Stdmmen ara, rha und
mtl hier keine verzogerte Fluoreszenzzunahme, im Vergleich zu den anderen Stammen, beobachtet
werden kann.

Die Supplementation der induzierbaren Expressionsstamme nach 3,5 h mit Induktor (Konzentration
s. Tab. lI-10) bewirkte in keinem der Falle eine Anderung des weiteren Wachstums. Jedoch konnte
eine Aktivierung der Expression der Transkriptionsfusion rhlA-rhiB-eYFP in den Stdmmen ara, rha,
sal und tet, verglichen zu den nicht induzierten Stammen, beobachtet werden, was anhand der
Zunahme der normierten eYFP-Fluoreszenzen zu erkennen ist (Abb. llI-8 (B)). Fir sal ist die
Induktion der Expression am starksten. Durch die Ermittlung der spezifischen Fluoreszenzzunahme
ME(t), 1asst sich ebenfalls eine starke Expression in mtl erkennen, die sich nicht stark von der des
nicht induzierten unterscheidet. Im nicht (zusatzlich) induzierten mtl kénnte die Induktion auf Basis
des vorhandenen D-Mannitols oder unbekannter alternativer Induktoren erfolgen, die wahrscheinlich
im verwendeten Vollmedium vorhanden sind. FlUr das &hnliche Promotorsystem aus dem
verwandten Organismus Pseudomonas fluorescens DSM50106 wurden dazu passend ebenfalls
eine hohe Basalexpression in P. putida KT2440 und alternative Induktoren wie D-Arabitol und D-
Sorbitol eingesetzt, die in dem hier verwendeten LB-Medium vorhanden sein kénnten (Hoffmann
und Altenbucher, 2015). Im Fall der konstitutiv und ,stationar” e YFP-exprimierenden Stamme, lassen
sich lediglich bei den Stammen lac und hupA eine geringfiigige Expression feststellen
(vgl. Abb. lll-7 (B)). Die potenziell Wuchsphasen-induzierbaren Stdmme (Daten nicht gezeigt),

zeigen auch bei langerer Kultivierungsdauer keine Erhéhung der Fluoreszenz.
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Der Zusammenhang zwischen Transkription, HAA- bzw. mRL-Produktivitdt aber auch der
resultierenden eYFP-Fluoreszenz ist entscheidend zur Charakterisierung und Bewertung der
bakteriellen Fabrik und zur Aufschllisselung der zellularen Mechanismen, die der RL-Produktion
zugrunde liegen.

Um diese e YFP-Expressionsantwort auf Basis der Fluoreszenz des eYFP-Fluoreszenzproteins mit
den tatsachlichen rhlA- und rhiB-Transkripten (RNA und rpoB normiert; vgl. 11.2.12.2) zu korrelieren
und auf die HAA bzw. mRL-Produktivitat hin zu beziehen (Abb. 111-9 (A)), wurden aus diesen Kulturen
sowohl zu Beginn der logarithmischen Wuchsphase (nach 6 h, ggf. 2,5 h nach Induktion) sowie nach
24 h Proben entnommen und in einer RT-qPCR (11.2.12) sowie mit Hilfe der HPLC (11.3.7) analysiert.
Die ermittelten Transkriptlevel (11.2.12.2) und Produktivitaten (11.3.7) wurden im Zusammenhang zu
derin Abb. 1l-8 (B) ermittelten eYFP-Fluoreszenz nach 6 bzw. 24 h betrachtet (vgl. Abb. 1lI-9 (B-D)).
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Abb. 1lI-9: Ubersicht iiber die rhlA-, rhiB-, und eYFP-Transkriptionsprofile, 3-(3-Hydroxyalkanoyloxy)Alkanoat- und
Monorhamnolipid-Produktivitit sowie eYFP-Fluoreszenz in Bezug zur Zelldichte verschiedener Pseudomonas putida
KT2440 Stamme.

P. putida KT2440 Stamme (K, ara, rha, sal, mtl, tet, lac, syn16, ffg, 4593, rpoS, hupA und bolA; induziert = (+)) wurden fur 6 und
24 h kultiviert (30 °C; LB + 10 g/L Glucose; 11.2.1). Die Werte reprasentieren Mittelwerte biologischer Triplikate und wurde auf die
jeweilige Zelldichte normiert. Fur ffg und syn16 ist aufgrund des Fehlens des e YFP-Reportergens bzw. fiir die Kontrolle (K) aufgrund
des Fehlens der Gene rhlA und rhiIB kein Transkriptlevel/ keine Fluoreszenz ermittelbar (n. d.). Verwendete und modifizierte Objekte
in der Abbildung von Servier Medical Art stehen unter einer Creative-Common-Lizenz (CC BY 3.0).

A: Ubersicht des zelluldren Prozesses; ausgehend von Promotor (P,) werden die Gene rhlA, rhiB und eYFP, die sich in einer
Transkriptionsfusion befinden, zu RNA transkribiert. Aus den Transkripten rhlA und rhiB erfolgt anschlieRend die Translation zu den
Enzymen RhIA und RhIB, die die Bildung von mRL aus 2 Fettsauren (FS) katalysieren. Das aus dem Transkript eYFP gebildete
Protein eYFP (PDB: 3V3D; visualisiert mit Chimera 1.14) besitzt ein Chromophor (Darstellung aus Rizzo et al., 2009), dass die
spezifische Fluoreszenz ausbildet.

B: Die ermittelte HAA- und mRL-Produktivitat (P; 11.3.7) wurde aus der HPLC-CAD-Messung Uber einen Zeitraum von 6 bzw. 24 h
extrapoliert.

C: Zellen der oben genannten Stamme wurden nach 6 und 24 h geerntet und nach Isolierung der Gesamt-RNA (11.2.12.1) in einer
RT-gPCR (11.2.12.2) analysiert und ausgewertet. Dargestellte Transkriptkopien/ng RNA (11.2.12.2) wurden auf das Transkript des
konstitutiv exprimierten Haushaltsgens rpoB normiert, um die rhlA, rhiIB und eYFP-Transkriptveranderung in Bezug zum
Kontrollstamm (K) sowie die Expression der Zielgene in Relation zur Expressionsleistung der Zelle zu betrachten.

D: Die ermittelte Zelldichte-normierte eYFP-Fluoreszenz (F; 11.3.2) nach 6 bzw. 24 h.
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Es zeigte sich, dass alle hier untersuchten Expressionsstdmme ein anderes
Transkriptions- (Abb.llI-9 (C)) und Produktionsprofii (Abb. 1I-9 (B und D)) auf den
unterschiedlichsten Ebenen der zellularen Prozesse (Abb. 1lI-9 (A)) aufwiesen.

Zunachst scheint bei der Betrachtung des Transkriptlevels der Kontrolle (K; eYFP; Abb. llI-9 (C))
auffallig zu sein, dass die atfTn7-Stelle generell eine geringfligige Basalexpression durch ggf.
vorhandene Transposon-vorangestellte Promotoren vor allem in der logarithmischen Wuchsphase
(6 h) besitzt. Diese Basalexpression ist auch bei Betrachtung der eYFP-Fluoreszenz im
Kontrollstamm (K; Abb. 1lI-9 (D)) erkennbar und Uberraschend, da die Kontrolle lediglich das
eYFP-Gen (integriert in die atfTn7-Stelle) und keinen vorangestellten Promotor enthalt. Verstarkt
wird die Basalexpression des genomintegrierten Locus vermutlich durch den Positionseffekt in der
Nahe des Replikationsursprungs des Genoms (1.3.1.2; Craig, 1966; vgl. Pseudomonas GenomeDB;
Tab. 1I-8), wodurch wahrend des Wachstums und der voranschreitenden Replikation des Genoms
der Locus mit dem Transposon, und somit auch die genetische Information zur Produktion von HAA/
mRL und dem Protein eYFP, mindestens in zweifacher Kopie vorliegt (Slager und Veening, 2016;
Chaves et al., 2020). Diese Hintergrundexpression scheint aber nicht ausreichend zu sein, um rhl/A
und rhiB stark genug zu exprimieren, um eine Produktivitat von HAA bzw. mRL herbeizufiihren (K;
Abb. 1119 (B)).

Das Plasmid-basierte Referenz-Expressionssystem syn16 zeigte die starkste Akkumulation des rhiA
und rhiB-Transkriptes (~ Faktor 3 hoher im Gegensatz zum durchschnittlichen Transkriptlevel der
Stdmme mit genomintegrierten Expressionskassetten; Abb. 1lI-9 (C)). Griinde hierfir kdnnten
maoglicherweise im Zusammenhang mit dem Expressions-starken synthetischen syn16-Promotor
(Tiso et al., 2016) sowie mit einem Gendosierungseffekt stehen. Letzteres kdnnte durch die héhere
Kopienzahl des Plasmides im Vergleich zu den Stdammen mit genomintegrierten
Expressionskassetten hervorgerufen werden. Bemerkenswert ist, dass der Plasmid-tragende
Stamm nach 24 h einen im Vergleich zu anderen Stammen (bspw. mtl, fig) kaum HAA- und eine
geringere mRL-Produktivitdt besitzt (Abb. lll-9 (B); s.a. Biotensid-Titer Tab. A-6). Die hohe
Transkription scheint in diesem Zusammenhang nicht unbedingt vorteilhaft fir die
Produktakkumulation zu sein. Dieses Phanomen wird durch Berichte Uber eine vergleichsweise
schlechte Leistung der hochprozessiven T7-RNA-Polymerase in Bezug auf die Ausbeute des
Produkts eines exprimierten Biosynthesewegs in P. putida oder E. coli unterstitzt (Wittgens, 2013;
Domrdse et al., 2015; Calero et al., 2016; Du et al., 2017). Uberraschenderweise zeigte syn16 jedoch
kaum eine HAA-Akkumulation.

Fir die untersuchten P. putida Expressionsstamme rpoS, hupA, bolA und 4593, bei denen erst zu
Beginn der stationaren Wuchsphase (hier: 24 h) eine Zunahme der rpoB-normierten Expression von
rhlA, rhIB und eYFP erwartet wurde, konnte kaum messbares Transkript und somit auch keine
Produktivitat nachgewiesen werden (Abb. 1lI-9 (B und C)), obwohl eine leichte eYFP-Fluoreszenz
im Fall des Expressionsstammes hupA sichtbar war (Abb. llI-8 (B)). Auch bei langerer
Kultivierungsdauer (bis zu 72 h; Daten nicht gezeigt) zeigen diese Stamme keine RL-Produktivitat

und keine hohere eYFP-Fluoreszenz. Der Grund flr die generell schwache Expression induziert
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durch diese putativ stationar-aktiven Promotoren konnte an der Auswahl der kodierenden Sequenz
des Promotors, den Regulationsmechanismen der Promotoren kombiniert mit der Integration in die
atfTn7-Stelle, sowie an RNA-Degradationsmechanismen liegen: Die betrachteten Promotoren
kénnen aufgrund ihrer Aktivierung in der stationaren Wuchsphase vermutlich durch einen
alternativen o-Faktor reguliert werden (Paget und Helmann, 2003). Somit kdnnte es sein, dass die
Auswahl des Promotorbereiches 150 bp vor dem hochregulierten Gen nicht die vollstandige
Promotorsequenz beinhaltet, da die entsprechenden Bereiche alternativer o-Faktoren auch deutlich
weiter stromaufwarts (z. b. 300 bp) des kodierenden Gens liegen kénnen (Meyers et al., 2019).
Zudem kann vermutet werden, dass andere Expressionsorte, wie die atfTn7-Stelle, ggf. durch eine
unterschiedliche Zuganglichkeit der chromosomalen DNA, nicht den gewilnschten stationar-
aktivierenden Effekt besitzen, da die Expression von Genen durch alternative o-Faktoren ggf. Giber
die Umgebung der umliegenden DNA-Region (liber den hier ausgewahlten Sequenzbereich hinaus)
reguliert werden konnten. Weiterhin wurde gezeigt, dass putative stationare-aktive Promotoren bei
der Verwendung zur heterologen Expression von Genen generell eine schwachere Expression
zeigen (Meyers et al., 2019). Die Optimierung der Sequenz, bspw. durch Austausch
der -10 Erkennungssequenz solcher stationar-aktiven Promotoren zur Adressierung des
Haupttranskriptionsfaktors der o’ Familie, kann die Expression erhohen (Meyers et al., 2019),
wodurch von einer generell schwachere Transkriptionsrate fir diese alternativen g-Faktoren an
anderen Integrationsorten oder einer nicht ausreichende Auswahl der kodierenden Sequenz
ausgegangen werden kann. Ein weiterer Effekt, der hier eintreten kdnnte und bereits flr E. coli
beschrieben wurde (Chen und Deutscher, 2005), ist, dass heterolog produzierte mMRNA beim Eintritt
in die stationare Wuchsphase zunehmend instabil und angreifbar fir intrazelluldare RNAsen wird, was
zu einer Kurzlebigkeit des Transkriptes und einer nicht ausreichenden Expression fiihrt.

Beim P c-basierten Expressionssystem (lac), dessen Promotor bzw. Derivate in einer gro3en Zahl
prokaryotischer Expressionsplasmide Verwendung finden (vgl. 1.3.1.1), lasst sich rhlA und rhiB
Transkript und eine geringe HAA- und mRL-Produktivitat lediglich in der logarithmischen Phase (6 h)
nachweisen (Abb. llI-9 (B und C)), die auch in einem geringen mRL-Titer von 0,02 g/L nach 6 h und
0,06 g/L nach 24 h resultiert (vgl. Tab. A-6). Dadurch dass die Pjc-induzierte Expression zur
stationaren Wuchsphase hin zurlickgeht, vermutlich ebenfalls auf RNA-Degradationseffekte
zurtckzufiihren (s. oben; Chen und Deutscher, 2005), Iasst sich zu diesem Zeitpunkt auch kaum
HAA- und mRL-Produktivitat bzw. eYFP-Fluoreszenz nachweisen (Abb. 11I-9 (B-D)).

Im Gegensatz zu den untersuchten potenziell stationar-aktiven und den schwach konstitutiv aktiven
Promotoren, konnte innerhalb der untersuchten induzierbaren Stdmme ara, rha, sal, mtl und tet
eine Erhdhung der Transkriptionsleistung durch Induktion (+) hervorgerufen werden (s. a. Abb. A-5).
Diese zeigen, vor allem in den Stdmmen sal, mtl und tet, eine ahnlich hohe Akkumulation der
Transkripte rhlA und rhiIB in Relation zur Referenz ffg (Abb. IlI-9 (C)). Der direkte Vergleich der
Transkriptions- und Produktionsprofile nach 6 und 24 h Kultivierung (Abb. 1lI-9 (B-D)), deren
Gesamt-RNA-Mengen sich generell um den Faktor 4-10 unterscheiden (Abb. llI-9 (C)), lasst zu, die

Produktionsstamme ffg, sal, tet und mtl in zwei unterschiedliche Gruppen einzuteilen: Wahrend zu
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Beginn der Kultivierung (6 h) die mtl- und ffg-Expressionsstamme weniger rhiA und rhIB Transkripte
als sal bzw. tet vorweisen, kehrt sich dieses Muster nach 24 h um, sodass mtl und ffg deutlich mehr
Transkript besitzen (Abb. 1lI-9 (C)). Diese Gruppierung spiegelt sich auch in der normierten
Produktivitat wider (Abb. llI-9 (B)). Wohingegen zu Beginn der Kultivierung (6 h) die HAA- und
mRL-Produktivitaten bei sal und tet gering sind, sind diese bei mtl und ffg trotz des eher geringeren
Transkriptlevels hoch. Vermutlich liegt dies am konstitutiv aktiven Promotor des Pgy-basierten
Expressionsstammes sowie der hohen Basalexpression des mtl-Stammes (vgl. Abb. 1lI-8 (B); links;

), wodurch das Transkript in den ersten Stunden ausreichend aktives Enzym zur Produktion
von RL und somit eine hohe Biotensid-Produktivitat hervorrufen kann (Abb. llI-9 (B); 6 h). Verglichen
mit der Biotensid-Produktivitat fir sal und tet in der logarithmischen Wuchsphase (Abb. llI-9 (B))
Iasst sich eine Steigerung der Produktivitat von HAA bzw. mRL um 3441 und 1599% bzw. 2612 und
1313% zur stationaren Wuchsphase hin feststellen, wohingegen die Produktivitatssteigerung in mtl
lediglich 40 (HAA) und 13% (mRL) betragt. Bei ffg ist sogar eine Verringerung der Produktivitat von
der logarithmischen zur stationdren Wuchsphase hin zu beobachten: hierbei fallt die
HAA-Produktivitat um 84% und die mRL-Produktivitdt um 86%. Ein ahnliches Phdnomen ist auch im
nicht induzierten mtl-Stamm zu erkennen (s. a. Abb. A-5), bei der die Steigerung der HAA-
Produktivitat 19% betragt und die mRL-Produktivitat um 12% sinkt. Somit scheint eine frihe
Expression der Gene einerseits zu hohen RL-Titern (Tab. A-6) in den Stammen ffg und mtl zu fiihren,
jedoch sinkt die Produktivitat zur stationaren Wuchsphase hin. Diese erhdhte Produktivitat des
induzierten mtl im Vergleich zum nicht induzierten, lasst sich vermutlich durch die zwar geringflgige
jedoch zusatzliche Aktivierung des Promotors erklaren, wodurch mehr Transkript beim
Vorhandensein des Induktors gebildet wird. Dieser Verlust der insbesondere HAA- aber noch
deutlicher mRL-Produktivitdt zur stationdren Wuchsphase hin ist duRerst Uberraschend. Eine
Erklarung ware, dass die Produktion ausgehend von D-Gluconat/2-Keto-D-gluconat, die relativ
schnell durch die ziligige Umsetzung der D-Glucose stattfindet (Nikel et al., 2015) ein Grund flr den
Verlust der Biotensid-Produktivitat der Stamme sein konnte (Bator, 2020; Karmainski, 2020). Vor
allem im mtl, der sich vermutlich bereits in der stationaren Wuchsphase befinden kénnte, ware diese
Erklarung maéglich (vgl. Abb. 11I-8 (A)). Tiso et al., 2020 zeigte fur den sal-Stamm, dass bereits nach
10 h Kultivierung die D-Glucose vollstandig durch die Zellen metabolisiert wurde; Jedoch wurden
diese Experimente im Minimalmedium (M9-Medium + 17 g/L Glucose) durchgeflhrt und kénnen
somit nicht auf die hiesigen Kultivierungsbedingungen Ubertragen werden. Es kdnnte trotzdem ein
Indiz sein, dass die Vorstufen, insbesondere dTDP-L-Rhamnose einen limitierenden Faktor im
spateren Verlauf der Kultivierung zur Produktion von mRL darstellen, denn diese werden bevorzugt
aus G6P gebildet, welches direkt Uber die Glucokinase Glk aus D-Glucose gebildet werden kann;
bei Glucosemangel Uber akkumulierendes D-Gluconat/2-Keto-D-gluconat Uber mehrere
enzymatische Schritte (vgl. 1.3.2; Nikel et al., 2015). Jedoch kann eine generelle Glucose-Limitierung
als Ursache fiir die hier beobachteten Effekte ausgeschlossen werden, da mit Hilfe von FeedBeads®
(Kuhner Shaker GmbH), die eine graduelle Freilassung und eine kontinuierliche Zufiihrung von

Glucose erlauben, bei sal bzw. mtl ein ahnlicher oder sogar geringerer Biotensid-Titer beobachtet
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wurde (Daten nicht gezeigt) und die beobachtete Abnahme hier lediglich die Stamme mtl und ffg
betrifit.  Diese differenzielle  Produktivitdt ausgehend von unterschiedlich  starker
Transkriptionsleistung spiegelt sich auch in den resultierenden Titern wider (Tab. A-6). Fir sal und
tet kann erst nach 24 h ein messbarer Biotensid-Titer verzeichnet werden, wobei diese flr tet, der
auch eine geringe zellulare Transkription von rhiA bzw. rhiB vorweist (Abb. 11I-9 (C)), deutlich
geringer ausfallt.

Im direkten Vergleich zu diesen starken Expressionsstdmmen, zeigen die Produktionsstdmme rha
und ara hingegen erst in der stationaren Wuchsphase (24 h) messbare rhlA und rhiB Transkriptlevel
(Abb. 11I-9 (C)). Analog zu sal und tet ist bei ara und rha kaum eine Basalexpression vorhanden und
die Expression der Gene wird erst durch die Induktoren, in diesen Fallen L-Rhamnose und
L-Arabinose, induziert. Jedoch ist die Expressionsrate gering und die Induktion der Gene verzégert
(vgl. Abb. 1lI-8 (B); Abb. 1119 (C)).

Ein Grund koénnte, wie bereits oben beschrieben, die Pucinduzierte Expression der
Transporter-kodierenden Gene sein. Da bereits die /ac-basierte Expression (lac; Abb. llI-9 (C)) hier
eine schwache Expression zeigt, ist zu vermuten, dass auch der Piwc-Promotor als Derivat des lac-
Promotors (de Lorenzo et al., 1993), der standardmafig auf Plasmiden der Serie pVLT vorhanden
und fir seine starke Expression und erfolgreiche Produktion von Sekundarmetaboliten bekannt ist
(Thies et al., 2014; Johnson et al., 2016), eine nicht ausreichende Expression der Gene flr die
Transporter RhaT oder AraE in der hier dargestellten genomintegrierten Variante besitzt. Fur die
heterologe Expression in E. coli wurde gezeigt, dass der Austausch des araE-Promotors die
Produktion des Transporters AraE fordert sowie die Expressionsleistung des Pgap-Promotors
erhéhen kann (Khlebnikov et al., 2001; Afroz et al., 2015). Der Austausch des Promotors sollte beim
Einsatz des BAD-Promotorsystems flir die induzierte Expression von genomintegrierten BSG
zukunftig in Betracht gezogen werden. Somit kénnte die geringe Expression des araE-Gens mitunter
ein Grund dafiir sein, dass in ara kaum Biotensid-Produktivitat sichtbar ist, wodurch sich lediglich ein
Titer von rund 0,01 g/L nach 24 h ergibt (Tab. A-6).

Fur rha lasst sich eine mRL-Produktivitat ermitteln, die um den Faktor 2 gegenlber dem sal, bzw.
Faktor 4 gegenlber mtl und ffg, niedriger ist (Abb. llI-9 (B)). Ein Grund hierfiir kbnnte, analog zum
ara-Stamm, auf der schwachen P c-induzierten Transkription des rhaT-Transportergens basieren.
Zusatzlich kénnte hier aber auch die Anordnung des tac-Promotors im genetischen Konstrukt eine
Relevanz besitzen: Der davorliegende und in selber Orientierung zum rhaPgap integrierte
tac-Promotor, der vor dem rhaT-Gen liegt, kdnnte dazu fiihren, dass eine RNA-Polymerase
ausgehend vom P Uber das Transposon und somit die Gene rhaRS (Kein Transkriptionsstopp
vorhanden) liest (vgl. Abb. llI-7 (B)). Hierbei ist bekannt, dass die Bildung von solchen antisense
Transkripten die Expression der Gene massiv beeintrachtigen kann und ferner sogar gezielt zur
Regulation von Genen eingesetzt werden konnen (Georg und Hess, 2011; Loeschcke et al., 2013).
Somit kdnnte die Piac-induzierte Bildung von antisense Transkript zu den Regulatorproteinen RhaR
und RhaS des rhaPgap-Regulons (Brautaset et al., 2009), eine Minimierung des RhaRS-Spiegels
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verursachen, wodurch weniger Aktivatorprotein, folglich weniger Transkription und Produktbildung
auftritt.

Die Betrachtung der hier untersuchten Stamme zeigte, dass diese abhangig vom jeweiligen
Promotorsystem ein individuelles Transkriptmuster besitzen. Zudem scheinen die einzelnen
Transkripte, obwohl diese ausgehend von einem Promotor als Transkriptionsfusion transkribiert
werden, unterschiedlich hoch exprimiert zu sein. Da die Transkriptlevel der einzelnen Gene einen
Einfluss auf die Produktion von HAA und mRL haben kénnen, sollen Im Folgenden diese
Transkriptmuster und deren Einfluss auf die Produktion der hier betrachteten Biotenside HAA fir die
einzelnen Stdmme (Promotorsysteme) verglichen und potenzielle Ursachen eruiert werden
(Abb. 111-10).
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Abb. 111-10: Unterschiede im mRNA-Level der Gene rhiA, rhiB und eYFP und Verhéltnisse der Transkripte/Tensid-Titer.

Die Betrachtung basiert auf den induzierten (+) P. putida KT2440 Produktionsstdammen ara+, rha+, syn16, lac, sal+, mtl+, tet+ und
ffg nach 24 h Kultivierung (30 °C; LB + 10 g/L Glucose; 11.2.1).

A: Die Betrachtung der Gesamtheit der Transkripte der Gene rhiA, rhiB und e YFP, bestimmt durch RT-qPCR (11.2.12.2), zeigt einen
Unterschied in der Transkriptdosis. Das Verhaltnis der Transkriptmenge rhlA:rhiB:e YFP berechnet durch die in [1.2.12.2 ermittelten
Kalibriergeraden betragt gerundet in allen untersuchten Fallen ungeféhr 2:1:7. Verwendete und modifizierte Objekte in der
Abbildung von Servier Medical Art stehen unter einer Creative-Common-Lizenz (CC BY 3.0).

B: Die Aufschlisselung der Transkriptmengen von rhl/A und rhiB zeigt: Das Verhaltnis der rpoB-normierten Transkripte rhlA:rhIB am
Gesamt-Transkript war bei den Stdmmen ara+, rha+, lac und syn16 nahezu 1:1 (links oben: schwarze gestrichelte Linie), was
letztendlich zu einer vollstdndigen Umsetzung von HAA zu mRL fuhrt (links unten; Verhaltnis von HAA zu mRL am Gesamt-Biotensid
unter Berlcksichtigung der Molaren Masse). Die Transkripte der Stamme, die die héchste RL-Produktion vorwiesen (sal+, mtl+,
tet+ und ffg) zeigten hingegen eine Verteilung von rhlA:rhiB von 3:1 (links oben; grau gestrichelte Linie). Es bilden sich zwei Cluster
(blau/griin; Anordnung in der Legende entspricht den Punkten im Diagramm rechts oben) die auf Basis des Verhaltnisses von
rhlA:rhIB eine Akkumulation von HAA zeigen. Die Werte reprasentieren Mittelwerte von biologischen Triplikaten mit deren
Standardabweichung als Fehlerbalken.

Generell auffallig sind hierbei die unterschiedlichen RNA-Level (rpoB normiert) der Gene rhlA, rhiB
und eYFP, welche gerundet fir alle hier betrachteten Expressionsstdmme in einem ungefahren
Verhaltnis von rhiA:rhiB:eYFP von 2:1:7 stehen und kein Artefakt aus der RT-gPCR (vgl. 11.2.12.2)
darstellen kénnen (Abb. IlI-10 (A)). Bekannt ist, dass mit steigendem Abstand zum Promotor
weniger Transkript gebildet wird (Loeschcke et al., 2013). Ein Grund hierfiir kdnnte darin liegen, dass
sich die RNA-Polymerase statistisch haufiger von der DNA-Matrize 18st. Jedoch ist zum einen der
Abstand der Promotoren zu den Genen aufgrund des eher kleinen Operons (3,1 kbp) hier vermutlich
nicht die einzige Ursache, zum anderen ist die Transkriptmenge von eYFP, welches am weitesten
vom Promotor entfernt ist um den Faktor 7 groRRer als die des davorliegenden Gens rhiIB. Da bei der
Konstruktion der intergenischen Region der yTREX-foolbox Kassette zwischen den biosynthetischen
Genen und dem Reportergen mit Hilfe von Online-fools zur Vorhersage von Sequenzmotiven darauf

geachtet wurde, keine Sequenzelemente wie Promotoren und Sekundarstrukturen zu erzeugen, die
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eine unabhangige Expression des Reportergens verursachen kénnten (vgl. 111.1.1; Tab. lI-8), kdnnen
lediglich RNA-Motive (bspw. Sekundarstrukturen und Erkennungssequenzen fir Promotoren,
Terminatoren oder RNAsen) innerhalb der Gene oder der nativen intergenischen Region zwischen
rhlA und rhiB verantwortlich fur dieses Muster sein. Auch der Kontrollstamm ohne Promotor (K),
welches lediglich das e YFP-Gen enthalt (vgl. Abb. 1lI-7 (B)), bestatigt diese Vermutung, da dessen
Basalexpression im Vergleich zu den Transkriptleveln der rhIAB-Gene der RL-Produzenten (bspw.
sal, mtl, ffg; s. Achsenskalierung; vgl. Abb. 111-9 (C)) deutlich erhdht ist. So kénnte bspw. eine noch
unbekannte Promotorsequenz im Gen rhiB, die massive Degradierung der rhiA- bzw. rhIB-mRNA
und/oder eine hohe Stabilisierung der e YFP-mRNA gegen Degradation Grinde fir dieses Muster
liefern. Das rhIAB-Operon wurde sequenzidentisch, ohne Rearrangement oder Codonoptimierung,
aus P. aeruginosa Ubernommen, sodass native Regulatoren in der mMRNA-Sequenz zur Einstellung
von HAA- und RL- Gleichgewichten noch vorhanden sein koénnten. Die differenzielle
Transkriptakkumulation des nativen Operons in P. aeruginosa, wurde auch durch eine northern blot
Analyse in Pearson et al., 1997 bestatigt. Die molekularen Hintergriinde dafiir sind aber noch nicht
aufgeklart.

So postulierte bereits Wittgens, 2013, nach Entfernung von 45 bp der insgesamt 65 bp grofl3en
intergenischen Region zwischen rhlA und rhiIB, dass dieser Bereich mdglicherweise intercistronische
Transkriptionsterminatoren enthalt, sodass bei Expression des nativen Operons mehr Transkript von
rhiA als von rhiB vorliegt. Bislang konnten keine Terminatormotive identifiziert werden, allerdings
besitzt die DNA-Sequenz einen G/C-reichen Bereich mit einem inverted repeat, der vielleicht eine
Haarnadelstruktur  (stem-loop) bilden koénnte, jedoch fehlt die fiir Rho-unabhangige
Transkriptionsterminatoren typische Abfolge von Thyminen in der stromabwarts gelegenen
DNA-Sequenz (Ray-Soni et al., 2016; Wittgens, 2013), wodurch spekuliert werden kann, dass es
sich ggf. um ein protektorisches Element, welches ebenfalls in einer Haarnadelstruktur kodiert sein
kann, handelt (Dar und Sorek, 2018). Zumindest flir E. coli ist sehr gut beschrieben, dass ein
differenzieller Zerfall von polycistronischen Operonen maglich ist und eine Kombination aus der
Stabilisierung von 3’- bzw. 5°- Enden durch Sekundarstrukturen, Ribosomen sowie dem Verdau
durch Ribonukleasen dafiir verantwortlich sein kann (Newbury et al., 1987; Dar und Sorek, 2018).
Somit ware auch ein Abbau von rhiIB durch Ribonukleasen denkbar (Pearson et al., 1997; Wittgens,
2013). Die Hydrolyse von RNA durch Ribonukleasen stellt einen naturlichen Prozess zur Regulation
der Genexpression auf posttranskriptioneller Ebene dar, wobei Endoribonukleasen die
Phosphodiesterbindungen innerhalb einer RNA-Sequenz initial hydrolysieren, und Exonukleasen die
RNA vom 3°-Ende aus vollstandig durch Abspaltung von Nukleotiden degradieren (Chen und
Deutscher, 2005; s. a. Wittgens, 2013). P. putida KT2440 besitzt hierbei ebenfalls zahlreiche
Endo- und Exonukleasen (Winsor et al., 2011) und fir E. coli als Modell ist diese gezielte
Prozessierung von mRNA gut beschrieben: Eine zentrale Rolle spielt das Degradosom, dass u. a.
die Endoribonuklease RNaseE und die Exoribonuklease PNPase enthalt (Carpousis, 2007; Hadjeras
et al., 2019), die ebenfalls im Genom von P. putida KT2440 kodiert sind (Nelson et al., 2002; s. a.
Wittgens, 2013). Hierbei kann die Aktivitdt dieser RNAsen durch weitere Sekundarstrukturen

102



reguliert werden (Nozawa et al., 2018). Wittgens, 2013 zeigte in diesem Zusammenhang, dass die
im nativen Wirt (P. aeruginosa) enthaltene stromaufwarts gelegene Region der Gene rhiAB,
vermutlich durch die Ausbildung bestimmter Sekundarstrukturen, dazu flihrt, die RNA effektiver vor
der Hydrolyse durch RNasen zu schiitzen, wodurch ein hoherer RL-Titer erreicht werden konnte. Im
Rahmen dieser Arbeit wurde der native stromaufwarts liegende Bereich des rhlAB-Operons durch
eine alternative RBS, welches hier fir die Klonierung und die Standardisierung zum Vergleich der
Konstrukte benutzt wurde, ersetzt. Die Investigation des Einflusses der RBS, hier BCD2, im
Vergleich u. a. zur nativen RBS, konnte das Ziel zukiinftiger Studien zur Untersuchung der
mRNA-Stabilitat sein.

Weiterhin scheint, wie bereits beschrieben, das Verhaltnis von rhlA:rhiB eine Relevanz fir die
Produktion von RL, speziell die Akkumulation von HAA, zu besitzen (Abb. IlI-10 (B)). Bei genauer
Betrachtung der Verhaltnisse, ergibt sich in bestimmten Fallen eine Abweichung des Uber alle
Stdmme gerundeten Verhaltnis rhiA:rhIB von 2:1. Wahrend in den schwachen Expressionsstammen
ara, rha, lac und dem Plasmid-basierten Expressionsstamm syn16 das rhlA:rhIB Transkriptverhaltnis
gleichverteilt ist und kaum HAA akkumuliert, betrégt das Verhaltnis der mRNA von rhlA:rhiB bei den
stark exprimierenden und Transkript-akkumulierenden Stammen sal, mtl, tet und ffg hingegen
gerundet 3:1 und eine Anreicherung von HAA ist zu beobachten (Abb. IlI-10 (B); links). Dadurch
lassen sich zwei Cluster bilden (Abb. llI-10 (B); rechts; blau; griin), die zeigen, dass ab einem
rhiA:rhiB Verhaltnis von ca. 2:1 (gestrichelte Linie) eine Akkumulation von HAA wahrscheinlich sein
kénnte bzw. das ab einer starken Expression der Gene (ausgenommen des Plasmid-basierten
Systems syn16) HAA zunehmend akkumuliert. Ein Grund fiir die Akkumulation von HAA kdnnte wie
bereits oben beschrieben darin liegen, dass zum Ende des Wachstums eine Limitierung von
dTDP-L-Rhamnose, verursacht durch voranschreitende abfliekende Prozesse, bspw. der Synthese
der LPS und der Alginate, oder die Herabregulierung des gesamten Rhamnose-Biosyntheseweges
(vgl. 1.3.2) vorliegt. Jedoch kdnnte die aktive Degradation der mRNA von rhiIB auf eine grundlegende
physiologische Rolle der RL im Urpsrungsorganismus P. aeruginosa, zurickzufihren sein: HAA und
RL haben einen gegensatzlichen Effekt auf die bakterielle Fortbewegung, wobei beschrieben
worden ist, dass dRL das swarming und die oberflachenassoziierte Migration von Bakterien im
Biofilm und damit die anfangliche Mikrokoloniebildung und Differenzierung der Biofilmstruktur
stimulieren, wohingegen HAA dieses inhibieren (1.2.1). Somit kdnnte, eine hohe Produktion von HAA
am Anfang der Kultivierung im natlrlichen Habitat sinnvoll sein, um Bakterien im Zellverbund
zusammenzuhalten und somit Zell-Zell Interaktionen, den Austausch von Nahrstoffen und die
Ausbildung des Biofilms zu férdern. Sekundarstrukturen in der mRNA der Proteine RhIA und RhIB,
die die Bildung von HAA oder RL steuern, kdnnten somit ein natlrlicher Regulationsprozess sein.
Berichte von ahnlichen Transkriptionsmustern zwischen den homologen und dem heterologen
Expressionswirt existieren, wobei die Ursache vermutlich in den hochkonservierten Mechanismen
der RNA-Degredationsmaschinerien liegt (Evguenieva-Hackenberg und Klug, 2009; Hui et al.,
2014). Ismail et al., 2014 zeigte bspw., dass das rhlA, rhiB und rhiC Verhaltnis eines kirzlich

isolierten RL-Produzenten (Pseudomonas sp. AKBU) sich durch aulere Einflisse abwandeln liel3.
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Hier konnte durch die Stimulation mit Dibenzothiophen, das Verhaltnis zwischen den Genen
rhiA:rhiB erhoht werden, was schlussendlich in einem um den Faktor 2-3 héheren Biotensid-Titer
resultierte, die jedoch in dieser Studie nicht in ihre Spezies und Kongenere aufgeschliisselt wurden.
Somit ware es auch denkbar, dass P. putida KT2440 ebenfalls die zugrundeliegenden
Mechanismen, die zur Modifikation der mRNA und somit zur Steuerung der Transkriptlevel benétigt
werden, besitzt. Die hier beobachteten Effekte der unterschiedlichen mRNA-Level lassen den
Schluss zu, dass die Mechanismen der posttranskriptionalen mRNA-Prozessierung eine
mafgebliche Rolle bei der Kontrolle der Genexpression spielen.

Zusammengefasst zeigen die prasentierten Profile, dass die hier charakterisierten
Produktionsstamme mit induzierbaren Promotoren, insbesondere mtl, sal, rha und tet,
vielversprechend fiir die Produktion von RL sein kénnten. Zudem ist die Ermittlung der Transkription
relevanter Gene mit Hilfe der eYFP-Fluoreszenz, durch die Transkriptionsfusion des kodierenden
eYFP-Gens an die Gene rhlAB, mdglich und konnte hier nochmal bestatigt werden (I11.1.1.1;
Abb. llI-8 (B); Abb. 1lI-9 (D); Abb. A-6). Dies kann somit einen ersten Hinweis auf eine erfolgreiche
Genexpression und RL-Produktion liefern. Weiterhin scheint die Starke und die Regulation der
Transkripte eine mafRgebliche Rolle bei der Produktion von RL zu spielen. Die RL-Stamme mit den
hochsten Produktivitaten (ffg; mtl) zeigten dabei eine Abnahme der mRL-Produktivitat nach 24 h.
Um die Stabilitdt der Produktion zu untersuchen und die RL-Produktion als Ursache fiir die Abnahme
der Produktivitat auszuschlielen, sollten diese Stamme im Folgenden mit einem induzierbaren

System (sal) auf die Produktion von RL Gber mehrere Generationen hinweg untersucht werden.

Zusammenfassung | Komparative Evaluierung verschiedener Promotorsysteme

(1) Die ermittelten Transkriptlevel resultierend aus der induzierbaren Ppagaa-, Pmte-, rhaPgap und Preta-
basierten Expression befinden sich in derselben GréfRenordnung wie die des stark konstitutiv
exprimierenden Referenzstamms P. putida KTgmRL. Die Plasmid-basierte Expression (pPS05)
unter Kontrolle eines starken synthetischen Promotors (Psyn1s) zeigt ein hohes Transkriptlevel
(Faktor 3 hoher); jedoch fiihrt dies zu einer geringere mRL-Produktivitat (24 h; 4 ugnom. - h).

(2) Die konstitutive Expression unter Kontrolle starker Promotoren (hier: Psy; Pmge aufgrund
Basalexpression) fiihrt zu einer hohen mRL-Produktivitat (6 h; 11 bzw. 20 ugnom. - h'), die jedoch
im Verlauf der Kultivierung abnimmt (24 h; auf 9 bzw. 10 ugnorm. - h™'). Die Verwendung
induzierbarer Promotorsysteme (hier: Pragaa; rhaPsap; Preta) zeigt eine Zunahme der mRL-
Produktivitat im Kultivierungsverlauf.

(3) Die Transkriptionsfusion rhlA-rhiB-e YFP kann auf DNA/RNA-Ebene bestimmte Sequenzmotive
besitzen, die u. a. zur Prozessierung der RNA und somit zu einer Akkumulation von HAA und
einer Abnahme der mRL-Produktivitat fuhrt.
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[11.2.2 Rhamnolipid-Produktionsstabilitat verschiedener Produzenten

In der Vergangenheit wurde P. putida KT2440 aufgrund seiner hervorragenden Erfahrungen im
Bereich der Produktion von Sekundarmetaboliten (Loeschcke und Thies, 2020) und seiner hoher
Toleranz gegenuber RL fir die Produktion dieser Biotenside eingesetzt (Wittgens et al., 2011; vgl.
1.3; 1.3.2). Zu diesem Zweck wurden bislang pradominat Plasmide fiir die heterologe Expression des
rhiIAB-Operons aus P. aeruginosa eingesetzt, wobei oft so starke synthetische konstitutiv aktive
Promotoren wie mdglich eingesetzt wurden (Tab. I-3). Ein allgemein anerkannter Vorteil von
genomintegrierten Expressionskassetten gegeniber der Verwendung von Plasmiden ist jedoch die
Stabilitat des resultierenden Produktionsstammes (1.3.1.1-2; Khalidi et al., 2016; Ademakinwa et al.,
2017). Durch die Genomintegration von genetischer Information lasst sich eine stabile
Weitervererbung, gleichmaRige Expression und somit Reproduzierbarkeit erreichen (Nora et al.,
2019).

Jedoch zeigen die Ergebnisse aus der RT-qPCR (I1.2.1) im Vergleich zum Plasmid-basierten Psyn16-
System (syn16), dass zwar die Transkriptdosis im Plasmidstamm deutlich hoher ist (Faktor 3), dies
aber nicht unbedingt zu einem hoheren RL-Titer flihrt. Weiterhin fihrte eine starke konstitutive
Expression der Gene rhlA und rhIB zu Beginn der Kultivierung, trotz Integration in das Genom
(vgl. mtl (aufgrund Basalexpression), ffg), zwar zu einer hohen Biotensid-Produktivitat, die jedoch
bei voranschreitenden Kultivierungsdauer zunehmend abnahm. Ursachen hierfiir wurden diskutiert
und kénnten in der Instabilitdt des genetischen Konstruktes, aber auch der Limitierungen von
RL-Vorstufen liegen.

Im Folgenden soll nun zusatzlich die RL-Produktionsstabilitat Giber mehrere Generationen und somit
der Einfluss der RL auf die genetische Stabilitat untersucht werden. Hierzu soll der Einfluss von
Plasmid-basierter im Vergleich zur genomintegrierten rh/AB-Expression aber auch ein potenzieller
evolutiver Druck ausgehend von RL eruiert werden. Letzteres wirde in grof3skaligen Prozessen, bei
denen hohe Zelldichten erreicht werden sollen, bedeuten, dass die RL-Produktivitat nach einigen
Generationen zunehmend sinken wirde und sich somit einstellen kdnnte.

Um diese RL-Produktionsstabilitdt in dem konstitutiv aktiven Plasmid-basierten System P. putida
KT2440 pPS05 (syn16) sowie den atfTn7-integrierten und stark konstitutiv exprimierenden Stammen
ffg und mtl, sowie dem Salicylat-induzierbaren System sal zu evaluieren, sollten diese hinsichtlich
ihrer Stabilitat der Produktionsfahigkeit von RL Uber viele Generationen hinweg verglichen werden
(Abb. 111-11).
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Abb. IllI-11: Produktionsstabilitit der rekombinanten Pseudomonas putida KT2440 Produzenten bei andauernder
Rhamnolipid-Produktion.

Zur Untersuchung der RL-Produktionsstabilitat iber mehrere Tage wurden mehrere Klone des atfTn7-integrierten konstitutiv aktiven
ffg-, des Plasmid-basiert-konstitutiv aktiven syn16 sowie, aufgrund der Basalexpresssion ebenfalls konstitutiv aktiven mtl-, aber
auch des induzierbaren sal-Stammes (sal= nicht induziert passagiert; salind= dauerhaft induziert passagiert) kultiviert. AnschlieRend
wurden initial (A; rechts oben) alle Stamme unter induzierten Bedingungen auf ihre RL-Produktion mit Hilfe des VPBO-Assays
Uberpriift (Hier demonstrativ 3 Klone gezeigt). Die weitere Passagierung der Klone erfolgte auf LB-Agarplatten mit Hilfe eines
Replikators Uber mehrere Tage unter Selektion mit dem entsprechend zum Stamm adaquaten Antibiotikum und im Fall des salind-
Stammes zuséatzlich unter induzierten Bedingungen (LBgmzsisas-Agarplatten). Taglich wurde unter induzierten Bedingungen gepruft,
ob die Stamme ihre Fahigkeit zur Produktion von RL besitzen und dies fotografisch festgehalten (B; Reprasentative Fotografien
von Passage (p) = 0, 4 und 8; rdmische Zahlen indizieren die zusatzlichen Inkubationstage der Platte bei 4 °C vor Fotografie) und
ausgezahlt. Zum Schluss konnte dies in einem zeitlichen Verlauf festgehalten werden (A; mitte rechts). An p=10 erfolgte die
abschlieRende Kultivierung in Flissigmedium und die Uberpriifung der Produktion im VPBO-Assay (A; rechts unten; Hier
demonstrativ 3 Klone gezeigt). VPBO-Assay wurde in methodischer Dreifachbestimmung durchgefiihrt. Verwendete und
modifizierte Objekte in der Abbildung von Servier Medical Art stehen unter einer Creative-Common-Lizenz (CC BY 3.0).

Zu diesem Zweck wurde ein Passagierungsexperiment auf LB-Agarplatten durchgefiihrt, bei dem
die Stimme Uber mehrere Tage hinweg unter produzierenden Bedingungen umplattiert wurden
(Abb. llI-11 (A)). Der Selektionsdruck durch Antibiotika wurde wahrend des gesamten Experiments
aufrechterhalten, um einen bloRen Plasmid- oder Integronverlust zu vermeiden. Lediglich der
Salicylat-induzierbare Stamm (sal) wurde zusatzlich unter nicht induzierenden LB-Agarplatten
passagiert. Der Nachweis der Fahigkeit zur RL-Produktion erfolgte durch Transfer von der jeweiligen
LB-Agarplatte auf Blutagarplatten (I1.3.3). Die Passagierung der Kolonien auf LB- anstatt
Blutagarplatten wurde gewahlt, um eine Beeinflussung der RL-Produktion durch Komponenten im
Blutagar zu verhindern.

Fir die Inokulation der ersten LB-Platte wurden aus Kryostocks LB-Vorkulturen der Stamme mtl, ffg,
syn16 und sal angezogen, mit denen anschlieRend 16 Wells in einer 96-well Deepwell Platte
(Tab. 1I-7) inokuliert wurden. Mit der Vorkultur des sal-Stamms wurden 48 Wells inokuliert; davon
wurden 24 Wells mit 2 mM Salicylat supplementiert. Hierdurch wurde eine konstitutive Expression
des rhIAB-Operons simuliert (Im Folgenden als salind-Stamm bezeichnet).

Diese 96 Kulturen wurden 0. N. angezogen, und anschlieBend mit Hilfe eines Mikroplatten-

Replikators mit 96 Pins (Tab. lI-7) auf Blutagarplatten (Blutagarsais im Falle von sal/salind-Stammen),
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um die Situation zu Beginn der sequentiellen Passage zu bestimmen (p= 0), sowie auf selektiven,
und im Fall vom salind-Stamm in LBsas-Agarplatten, Gbertragen.

Zur initialen qualitativen Bestimmung der Produktion von RL wurde der VPBO-Assay (I1.3.8) mit den
Kulturiiberstanden aus der Deepwell Plate durchgeflihrt. Hierbei zeigte der VPBO-Assay, (p= -1;
Abb. llI-11 (A); rechts oben; exemplarisch an 3 Klonen gezeigt), dass alle Stamme zu Beginn eine
VPBO-Aktivitat besitzen und somit Biotenside produzierten, jedoch schon nach dieser initialen
Kultivierung des syn16 eine gewisse Heterogenitat in der Produktion von RL zeigte. Nach einer
Inkubation . N. auf der ersten Blutagarplatte, wurde die p= 0 Situation visualisiert (Abb. lll-11 (B);
oben). Diese zeigte, dass alle Klone jeden Stammes einen sichtbaren Hof auf Blutagarplatten
besitzen, mit Ausnahme des Plasmid-basierten Stammes; hier war eine deutliche
Produktionsheterogenitat zu beobachten. Aus der gleichzeitig inkubierten LB-Agarplatte wurden die
insgesamt 96 Klone erneut auf Blutagarplatten (p= 1; mit 5 mM Salicylat firr sal/salind) und wieder
auf frische LB-Agarplatten mit dem jeweiligen Antibiotikum (salind auf Platte mit Induktor) Gbertragen
(Abb. 11111 (A)). Dieser Prozess wurde 10 Mal wiederholt und die Bildung der Klarhéfe der Kolonien
taglich dokumentiert, wobei einige Blutagarplatten zusatzlich bis zu 6 Tage (Tage /-VI; Abb. 11 (B);
weille Indizes) bei 4 °C inkubiert wurden, um eine verzogerte Hofentwicklung zu erkennen. In
Abb. 11 (B) wurden die Fotografien der Tage p= 0, 4 und 8 exemplarisch dargestellt.

Die tagliche Zahlung der Blutagar-positiven Kulturen zeigte (Abb. 1lI-11 (A); mitte rechts), dass die
Fahigkeit zur Produktion von RL unter Verwendung eines genomintegrierten Systems zunachst
stabil und homogen ist, wahrend der Plasmid-tragende Stamm bereits bei p= 0 Heterogenitat zeigte
(Abb. llI-11 (B); oben links), welches sich bereits im VPBO-Assay fiir die p= -1 -Situation andeutete
(Abb. llI-11 (A); oben rechts). Bei p= 5 hatten alle hier betrachteten syn16-Klone ihre Fahigkeit zur
Ausbildung eines Klarhofs auf Blutagarplatten und somit vermutlich der Produktion von RL verloren.
Die genomintegrierten, stark konstitutiv aktiven Pgg-basierten Klone, die nach dem ersten Transfer
(p= 0) eine sehr starke Hamolyse zeigten, verloren ebenfalls rasch die Fahigkeit zur RL-Produktion
(nach p= 1), sodass bereits nach einer Passagierung keine RL-Produktion beobachtet werden
konnte. Bei den mtl Klonen ging der Trend in dieselbe Richtung: bei p= 4 (Abb. 1lI-11 (B); mitte)
konnten nur noch drei der Klone einen erkennbaren Klarhof ausbilden. Nach der fiinften
Passagierung konnte schlieRlich auch hier kein Klarhof detektiert werden (Abb. llI-11 (A); mitte
rechts). Interessant war, dass die durch Salicylat-Supplementation stetig mit Induktor-gehaltenen
salind-Klone bis p= 4 keinen vollstdndigen Produktionsverlust zu verzeichnen hatten. Jedoch konnte
bereits hier eine auftretende Heterogenitat durch die Grolke der Hofe vermutet werden, sodass
schlieflich bis p= 10 nur noch drei salind-Klone einen sichtbaren Hof auf den Platten erzeugen
konnten. Auffallig ist, dass wahrend der gesamten Laufzeit des Experimentes die nicht induzierten
sal-Klone die Fahigkeit zur Bildung von Klarhéfen auf den Blutagarplatten nicht verloren.
Abschliefliend wurde die VPBO-Aktivitat der Klone durch erneutes Animpfen einer 96-well Deepwell
Platte (Tab. II-7) ermittelt (Abb. llI-11 (A); unten rechts), wodurch bestéatigt wurde, dass einzig die
Klone des sal-Stammes, die nicht unter exprimierenden Bedingungen passagiert wurden, keinen

Verlust der RL-Produktion zu verzeichnen hatten.
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Durch eine anschlieRende Sequenzierung des PCR-Produktes (11.2.11; Tab. lI-3; Primer:
Pput-gimS_fw/ PA-rhlA rv-RT) auf Basis der genomischen DNA (11.2.10) eines zufallig
ausgewahlten Klons jeden Stammes wurde validiert, dass im Fall von mtl und salind keine
Mutationen in der attTn7-integrierten Promotorsequenz und der RBS (sowie dem Beginn des Gens
rhiA) vorzufinden waren, wohingegen bei ffg ein vollstandiger Verlust des Bereiches zwischen Tn7-L
und BCD2-rhIAB inklusive der Pg-Sequenz (aber auch der in diesem Konstrukt dort eingefligten
Gm-Resistenzkassette (Kobbing et al.,, 2020)) sequenziert werden konnte, obwohl der Stamm
erstaunlicherweise kontinuierlich unter selektiven Bedingungen (LBam2s-Agar) gewachsen ist. So
kann bei den nicht mehr produzierenden Klonen fiir die Psgg-basierte Expression der rhIAB-BSG
geschlossen werden, dass die genetische Instabilitdt des Promotors zusammen mit dem hohen
Selektionsdruck ausgehend von der Produktion von RL zu einem Verlust der Promotorsequenz, ggf.
durch Rekombinationsereignisse, fihrt, wodurch ein potenzieller groskaliger Produktionsprozess
erheblich beeintrachtig sein kénnte (Peng und Liang, 2020).

Zusammenfassend scheint die konstitutive Expression der rh/AB-Gene im generellen einen starken
Selektionsdruck auszuiiben, obwohl dies aus den Wachstumskurven (Abb. IlI-8) nicht direkt
ersichtlich war. Dieser Selektionsdruck, der offenbar durch RL ausgeibt wird, ist bis zu einem
gewissen Grad erstaunlich, da P. putida KT2440 dafir bekannt ist, hohen Konzentrationen im
Medium zu widerstehen (Wittgens et al., 2011) sowie Stoffwechselfliisse wieder ins Gleichgewicht
zu bringen, um die Produktion essenzieller Metabolite aufrechtzuerhalten (Ebert et al., 2011; Tiso et
al., 2016). Dariber hinaus gilt dieser Plattformstamm eigentlich als sehr robust hinsichtlich der
Produktion bioaktiver Verbindungen, u. a. aufgrund einer Flle von Exportpumpen (Martinez-Garcia
und de Lorenzo, 2017). Beispielsweise erschienen konstitutiv produzierende Stamme fir die
bioaktive Verbindung Prodigiosin sehr stabil und erreichten nach mehreren Passagen immer noch
die gleichen Titer (Domrose et al., 2019). Jedoch kénnten RL als amphiphile Molekiile doch einen
zu hohen Stress auf die zellularen Membranen austiben (Herzog et al., 2020), sodass eine Mutation,
wie im Falle der Ps-basierten Expression beobachtet, einen evolutiven Vorteil darstellt und sich
durchsetzt. Es kann aber auch spekuliert werden, dass der beobachtete Selektionsdruck auch mit
der Biosynthese zusammenhangen kénnte, bspw. wahrend der Pnye-basierten Expression, und sich
durch einen massiven Abfluss von Lipidvorlaufern oder der aktivierten L-Rhamnose wahrend der
frihen Wachstumsphasen auspragt (Tiso et al., 2020).

Zusammenfassend zeigt dieser voranschreitende Verlust der RL-Produktion sowohl in Plasmid-
basierten als auch genomintegrierten konstitutiven Expressionssystemen, dass durch die
Anwendung von Genomintegration in Kombination mit induzierbarer Expression (hier demonstrativ
Pnagas-basiert) und damit produktionsfreie Vorkulturfihrung die Stabilitdt der Produktion massiv
erhoht wird. Die hier gewonnene Erkenntnis sollte Bedenken bei dem Einsatz von konstitutiv aktiven
Promotoren zur heterologen Produktion von RL in P. putida KT2440 geben, da durch unglnstige
Vorkulturfiihrung oder den Einsatz bereits alterer Produktionsstdmme eine reproduzierbare und

verlassliche Produktion nicht gewahrleistet werden kdnnte.
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Zusammenfassung | Stabilitat — konstitutiv aktive versus induzierbare Promotoren

(1) Ein Selektionsdruck ausgehend von Rhamnolipiden fuhrt bei rhIAB-Expression unter Kontrolle
konstitutiv aktiver Promotoren (hier: Psg; Pmye aufgrund Basalexpression) trotz Integration der rhlAB-
Gene in das Genom, zu einem rapiden Verlust der Fahigkeit zur Bildung von Rhamnolipiden
(2 Passagierschritte auf LB-Agar).

(2) Durch den Einsatz eines induzierbaren Promotors (Pnagaa), kann die Produktion von Rhamnolipiden
Uber einen langen experimentellen Zeitraum (12 Passagierschritte auf LB-Agar) aufrechterhalten

werden.

[11.2.3 Evaluierung der Induktions- und Biotensidprofile induzierbarer Rhamnolipid-

Produzenten

Die rekombinanten P. putida KT2440 RL-Produzentenstdmme mit induzierbaren Promotoren
basierend auf den Induktoren L-Rhamnose, Salicylat, D-Mannitol und Anhydrotetracyclin zeigten sich
als vielversprechend (Transkriptionsstarke, Biotensid-Produktivitat; 111.2.1; Abb. A-5) fir die
Produktion und weitere Optimierung der RL-Produktion. Im Gegensatz zu den Plasmid-basierten
(syn16; > mRL 0,69 g/L) und/oder stark konstitutiv aktiven (ffg; > mRL 1,31 g/L)
Expressionssystemen, die bereits in der Literatur verwendet wurden (Tiso et al., 2016, 2020)
erreichten insbesondere die Produktionsstamme sal und mtl (3 mRL 0,97 und 1,44 g/L)
vergleichbare oder hoéhere Titer (vgl. Tab. A-6). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die
Induzierbarkeit in Hinblick auf die genetische und metabolische Stabilitat der Stdmme einen
entscheidenden Faktor fiir die Produktion von RL Uber einen langeren Zeitraum darstellen kann
(1.2.2).

In allen bislang durchgefihrten Experimenten wurden die in der Literatur-empfohlenen
Induktorkonzentrationen gewahlt (vgl. 11.2.3), die jedoch teilweise in E. coli-Expressionsstammen
bzw. auf Basis von heterologer Expression auf Plasmiden ermittelt wurden (1.3.1; Calero et al., 2016).
Um die Induktionsprofile der in dieser Arbeit konstruierten induzierbaren P. putida KT2440 Stamme
in Hinblick auf die Expression der rhIAB-Gene sowie den resultierenden RL-Titer besser zu
charakterisieren, wurden diese in LB-Medium mit 10 g/L Glucose und insgesamt 24 h im
Mikrobioreaktorsystem (11.2.1.1; 11.3.1) bzgl. ihrer Biomassebildung und eYFP-Fluoreszenz (nicht
normiert, um eine Echtzeit-Beurteilung des Verhaltnisses der resultierenden Fluoreszenz und des
Biotensid-Titers zu illustrieren) betrachtet. Zur Induktion wurden nach 3,5 h die verschiedenen
Induktoren L-Arabinose, L-Rhamnose, Salicylat, D-Mannitol und Anhydrotetracyclin in
unterschiedlichen Konzentrationen supplementiert. Nach der Kultivierung wurden die Uberstande zu
HPLC-Messung aufgearbeitet und die HAA und mRL-Titer analysiert (11.3.7). Um die beobachtete
Basalexpression des D-Mannitol-induzierbaren Expressionssystems, die durch D-Mannit oder
Analoga, die vermutlich in geringen Mengen im LB-Medium enthalten sind, zu minimieren, wurde

dieser Stamm zusatzlich dieser in M9 Mineral-Medium mit 30 g/L Glucose (Tab. II-5; in Anlehnung
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an Beuker et al.,, 2016b) kultiviert, um die Induzierbarkeit des Systems bewerten zu kdnnen
(Abb. 1l1-12).
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Abb. llI-12: Wachstums-, Expressions- und Produktionsprofile der induzierbaren Pseudomonas putida KT2440
Rhamnolipid-Produzenten bei Variation der spezifischen Induktorkonzentration.

Die induzierbaren P. putida KT2440 Produktionsstdmme ara, rha, sal, und tet wurden nach Induktion (3,5 h) mit
unterschiedlichen Konzentrationen der promotorspezifischen Induktoren fir weitere 20 h in LB-Medium + 10 g/L Glucose kultiviert
und wahrenddessen das Wachstum (Biomassezunahme) und die eYFP-Fluoreszenz (F) aufgenommen (11.2.1.1; 11.3.1). Im
Anschluss wurden die HAA- und mRL-Titer mittels HPLC-CAD (I1.3.7) bestimmt. Zur Bestimmung der Induzierbarkeit des
D-Mannitol-induzierbaren Stammes, wurde dieser zusatzlich in M9-Medium + 30 g/L Glucose kultiviert (mtl). Die Werte
reprasentieren Mittelwerte von biologischen Triplikaten mit deren Standardabweichung als Fehlerbalken. Zur besseren
Veranschaulichung der BioLector-Daten wurde nur zu jedem zehnten Datenpunkt die Standardabweichung zugeordnet

Fir die hier untersuchten Stamme ergaben sich somit individuelle Wachstums-, Expression- und
Biotensid-Produktionsprofile, die sich aufgrund der unterschiedlichen Promotorsysteme in
Abhangigkeit zur Induktorkonzentration unterschieden.

So liel® sich hier, aber auch bereits Zelldichte-normiert fiir eine einzelne Konzentration (vgl.
Abb. 1lI-8) erkennen, dass der L-Arabinose-induzierbare Produktionsstamm (Abb. 1lI-12; ara) erst
nach ca. 12 bzw. 13 h nach Inokulation der Kultur und kurz vor dem Erreichen der stationaren
Wuchsphase mit der Bildung von eYFP beginnt, welches als Transkriptionsreportersystem hier ein
Mal fir Transkriptionsstarke ist (Abb. A-6; [11.1.1.1; 111.2.1). Aufgrund der verzdgerten und geringen
Fluoreszenzentwicklung ist es weniger liberraschend, dass die erreichten mRL-Titer im Bereich von

0,05 bis 0,1 g/L liegen. Wie bereits im vorherigem Kapitel erwahnt (111.2.1), wird diese verspatete
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Induktion vermutlich mit der geringen Produktion des Transporters AraE bzw. der geringen Menge
des von Genom aus exprimierten araE-Gens, welcher unter Kontrolle des P:ac-Promotors exprimiert
wird (vgl. Abb. A-7 (B)), zusammenhangen. Auch eine Erhéhung der Induktorkonzentration auf
30 mM L-Arabinose lieferte hierbei keine Erhéhung des Produkt-Titers. Eine weitere Erhdhung,
scheint im Vergleich der Wirtschaftlichkeit des gesamten Prozesses (l11.2) und unter Anbetracht der
Ublichen Arbeitskonzentrationen von 0,01 und 10 mM (Calero et al., 2016), nicht zielférdernd zu sein.
Fir den zukinftigen Einsatz dieses Promotorsystems bei der Integration ins Genom in P. putida
KT2440 sollte somit Uberlegt werden, ob eine starkere Produktion des AraE-Transporters bzw. eine
Mutagenese der -10 bzw. -35 Region des Pgap-Promotors (Khlebnikov et al., 2001; Afroz et al.,
2015), um die Starke der Bindung der RNA-Polymerase zu erhéhen ohne Einbulen z. B. durch
Erhdéhung der Basalexpression, sinnvoll ware. Plasmid-basiert, z. B. auf dem pAra-final, wird dieses
System aber vermutlich fiir die Expression von Genen und Translokation von L-Arabinose Uber die
Membran ausreichend sein, wie es bereits fur E. coli fir das Sekundarmetabolit Violacein gezeigt
wurde (Binder et al., 2016).

Far das L-Rhamnose-induzierbare Expressionssystem konnte mit steigenden
Induktorkonzentrationen eine graduelle Erhéhung der eYFP-Fluoreszenz erreicht werden
(Abb. llI-12; rha), die jedoch im Vergleich zu anderen Systemen relativ spat induziert wird, was auch
hier ein gewisse verspatete Aktivierung der Expression hindeutet. Dies kann vermutlich auch auf
den Transporter RhaT zurlickzuflihren sein, der ebenfalls vermutlich nicht ausreichend produziert
wird. Jedoch konnte mit diesem System durch Induktorkonzentration-Erhéhung auf 20 mM
L-Rhamnose ein mRL-Titer von 0,83 g/L erreicht werden und eine im Verhaltnis dazu sehr geringe
HAA-Akkumulation.

Fir das Salicylat-induzierbare System (Abb. llI-12; sal) Iasst sich ebenfalls eine graduelle Erhéhung
der eYFP-Fluoreszenz und somit der Transkriptionsstarke in  Abhangigkeit zur
Salicylatkonzentrationen feststellen. Jedoch ist bei einer Konzentration von 10 mM Salicylat eine
Wachstumseinbuf3e zu erkennen, die hier jedoch die Expression und Produktion nicht einschrankt,
wodurch mit 10 mM Salicylat ein mRL-Titer von ca. 1,2 g/L erreicht wurde. Was jedoch hier analog
zur Kultivierung in I11.2.1 zu beobachten ist, ist die starke Akkumulation von HAA in Abhangigkeit der
Salicylatkonzentrationen. Wahrend das Verhaltnis von HAA/MmRL unter Berlicksichtigung der
molaren Masse bei einer Konzentration von 0,001 mM Salicylat ca. 15% betragt, betragt diese bei
einer Konzentration von 10 mM Salicylat schon ca. 37%. Dies bestatigt wiederrum die in 111.2.1
postulierte zunehmende rhIB-mRNA-Prozessierung, die vermutlich bei einer Erhéhung der
Transkriptionsstarke bzw. durch natirliche mRNA-Degradationsprozesse ausgeldst werden kdnnte.
Die Hauptursache der HAA-Akkumulation wird jedoch vermutlich bei der bereits postulierten
Limitierung an RL-Vorstufen liegen (vgl. 111.2.1).

Das D-Mannitol-induzierbare Expressionssystem (Abb. 1lI-12; mtl) konnte neben der hochsten
ermittelten eYFP-Fluoreszenz (s. a. I11.2.1; Abb. IlI-9) ebenfalls einen hohen mRL-Titer (1,49 g/L)
erzielen. Jedoch akkumuliert HAA hier sehr stark, da der Expressionsverlauf durch die hohe

Basalexpression einem konstitutiv aktiven Mechanismus stark &hnelt (vgl. 111.2.1). Um die
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Basalexpression zu verringen und die Induzierbarkeit des mt/lE-Promotorsystems bewerten zu
kénnen, wurde ebenfalls eine Kultivierung in M9-Medium durchgefiihrt (Abb. 111-12; mtl). Dadurch,
dass M9-Medium ein Minimalmedium ist und lediglich notwendige Spurenelemente, Salze und lonen
beinhaltet, ist das Wachstum auf Basis des Zuckers stark eingeschrankt (ca. Faktor 5). Jedoch
konnte dadurch auf der Ebene der eYFP-Fluoreszenz sowie bei den Produkt-Titern eine graduelle
Induktion gezeigt werden. Auch hier tragen die Effekte, die bereits beim Salicylat-induzierbaren
Stamm (Abb. llI-12; sal), sowie in Kapitel I11.2.1 beobachtet wurden, zu einer Akkumulation von HAA
bei. Hier betrug das Verhaltnis von HAA/mRL unter Berticksichtigung der durchschnittlichen molaren
Masse beim Einsatz von 30 mM D-Mannitol, und somit der héchsten Induktorkonzentration in
M9-Medium 19% und in LB-Medium 50%. Aufgrund des geringen Wachstums und Biotensid-Titers
lasst sich jedoch keine Aussage dariber treffen, ob eine Kultivierung in Minimalmedium bzw. die
erhohte Glucose Supplementation (30 g/L statt 10 g/L), die Umsetzung von HAA zu mRL férdert,
sodass die verwendete Glucose eher zur Produktion von RL anstatt fir die Bildung von Biomasse
verwendet wird (vgl. Abb. I-6).

Beim Anhydrotetracyclin-induzierbaren System (Abb. 1ll-12; tet) konnte hingegen innerhalb des
betrachteten Induktorkonzentrations-Bereiches keine graduelle Induktion zwischen der niedrigsten
(0,01 uM) und der hochsten (25 uM) Induktorkonzentration in YFP-Fluoreszenz sowie den RL-Titern
erkennen beobachtet werden. Die Basalexpression ist sehr gering; Als einziges hier getestetes
induzierbares System, welches Uber eine negative Regulation kontrolliert wird (vgl. 1.3.1; Becker
et al., 2010), scheint die hier getestete niedrigste Konzentration von 0,01 uM ausreichend gewesen
zu sein, um den Repressor aktiv vom Operator zu I6sen. Jedoch reicht die Expressionsstarke
lediglich fir einen mRL-Titer von ca. 0,5 g/L aus und HAA-Akkumulation in einem Verhaltnis von
17% ist ebenfalls zu beobachten.

Zusammenfassend zeigt die hier durchgefiihrte komparative Evaluierung bekannter
atfTn7-integrierter Promotorsysteme in P. putida KT2440, dass die Regulons durch die
Genomintegration andere, aber auch vergleichbare, Induktionseigenschaften im Vergleich zu den
Plasmid-basierten Pendants besitzen (Terpe, 2006; Calero et al., 2016; Chen et al., 2018; Tab. llI-3).
Fir die Anwendbarkeit der hier konstruierten Tn7-basierten yTREX-toolbox in P. putida KT2440,
sind die hier gezeigten Studien am Beispiel der induzierbaren Expression der rh/AB-Gene aus
P. aeruginosa eine gute Orientierung und lasst sich durch die gemessene eYFP-Fluoreszenz ggf.
auf alternative Sekundarmetaboliten Ubertragen. Zur genaueren Charakterisierung wurde somit
neben der Basalexpression auch die dynamische Spanne bestimmt (Tab. lll-3). Die dynamische
Spanne gibt an, um welchen Faktor sich die Expression nach Zugabe eines Induktors erhéht. Umso
héher die dynamische Spanne ist, desto starker lasst sich die Expression durch den Induktor
steigern. Um die dynamischen Spannen zu ermitteln, wurde die Biomasse-normierten
Fluoreszenzwerte betrachtet und der prozentuale Unterschied zwischen dem nicht induzierten und

der hdchsten eYFP-Fluoreszenz angegeben.
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Tab. 1lI-3: Ubersicht iiber relevante Expressionseigenschaften und resultierenden maximalen Titern der untersuchten
induzierbaren Stamme.
Positiv-regulierte Promotorsysteme sind mit (+), negativ-regulierte mit einem (-) gekennzeichnet.

Akronym | Regulation Induktor 2> Preis/kg? | Medium ex:rzssaslion" DVS':;::‘S::‘ € ﬁ::j:;g: r.:l::r ;:;{II_']
ara + L-Arabinose 2> 200 € LB gering (75) gering (20) Ja 0,05
rha + L-Rhamnose 2> 190 € LB gering (59) hoch (224) Ja 0,8
sal + Salicylat > 80 € LB gering (29) hoch (329) Ja 1,2
mtl + p-Mannitol > 70€ LB/M9 xtctiﬁfl?z)l/) mittel (59/70) Ja 1,1/0,1
tet - Anhydrotetracyclin > | 226 Mio. € LB gering (23) Nein 0,4

a2 Preise der Induktoren berechnet von der Carl Roth Website im Mai 2020 fiir 1 kg und > 99% Reinheit (|n Anlehnung an Binder, 2016).
b prozentualer Anstieg der eYFP-Fluoreszenz der Kontrolle P. putida KT« zum nicht induzierten induzierbaren Produktionsstamm KTmRLE.
¢ prozentualer Unterschied zwischen der nicht induzierten zur héchsten eYFP-Fluoreszenz.

Bezogen auf die Basalexpression sind die untersuchten Stdmme, mit Ausnahme des
mtl-Expressionsstammes, sehr dichte Systeme, sodass ohne Induktion keine Biotensid-Produktion
ausgelost wird. Hoffmann und Altenbucher, 2015 berichteten bereits, dass das
mtlE-Promotorsystem aus P. fluorescens DSM 50106 auf den Vektor pJOE7771.1 in P. putida
KT2440 2zu einer 3,4-fach hoheren Basalexpression, als bspw. das L-Arabinose- und
L-Rhamnose-Promotorsystem auf vergleichbaren Vektoren in P. putida KT2440 ausldsen. Hierbei
wurde dort zur Optimierung, die -35 Region des mt/E-Promotors mutiert, wodurch eine um den
Faktor 10 niedrigere Basalexpression erreicht wurde, jedoch mit gleichzeitigem Verlust der
Expressionsleistung. Jedoch kdnnte das hier gezeigte D-Mannitol-induzierbare Promotorsystem aus
P. protegens Pf-5 aufgrund seines kostenglinstigen Induktors und seiner hohen
Transkriptionsleistung interessant sein, eine Produktion gezielt zu einem bestimmten Zeitpunkt der
Kultivierung zu verstarken. Zudem wére es interessant auch andere Induktoren auszuprobieren, wie
z. B. D-Arabitol oder D-Sorbitol, welche als alternative Induktoren flir das D-Mannitol-abhangige
Promotorsystem beschrieben wurden (Hoffmann und Altenbucher, 2015).

Weniger zielfihrend im Zusammenhang mit der Produktion von biotechnologisch relevanten
Metaboliten scheint das Anhydrotetracylin-Promotorsystem (Adams et al., 2005) zu sein. Neben der
Tatsache, dass Anhydrotetracyclin bei hohen Konzentrationen toxisch fiir die Zellen ist (hier ab ca.
10 um; Halling-Sarensen et al., 2002), ist die geringe Transkriptions- und Produktionsleistung sowie
der Preis (vgl. Tab. IlI-3), der trotz der geringen Arbeitskonzentrationen von 0,01 uM hoch ist,
ausschlaggebend, dass dieses System sich fiir eine Skalierung einer Produktion nicht eignet. Die
Verwendung des Piia/TetR-Regulons zur Aufklarung bspw. zellularer Prozesse konnte jedoch,
aufgrund seiner Sensitivitat und der schnellen Induktion der Expression, die hier zwar nicht
untersucht, jedoch fiir Antibiotika-basierte Induktoren bekannt ist (Ehrt, 2005), hilfreich sein.

Die Zucker-induzierbaren Expressionsstamme, die im Falle des rha-Expressionssystems ebenfalls
hohe Titer erreichen konnten, eignen sich auch hier aus 6konomischen Griinden aufgrund der hohen
bendtigten Induktorkonzentrationen im Bezug zur Skalierung des Prozesses nicht. Hierbei sind
jedoch gerade Pentosen, wie L-Arabinose, die vorherrschenden Zucker in Hemicellulosen und
machen bis zu 25% der Zuckermenge in bspw. Lignocellulosen aus, insbesondere in Harthdlzern
und Grasern wie Weizen, Mais und Reis, und stellen damit eine weltweit verfiigbare nachhaltige und
kostengiinstige Ressource dar, wodurch die Zufiitterung dieser Substrate in einem grof3skaligen

Prozess einen entscheidenden ékonomischen Vorteil liefern kénnte (Kumar et al., 2009; Brodeur
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et al., 2011). Somit kdnnten zukiinftige Optimierungen, z. B. am Transport der Zucker in die Zellen,
die bendétigte Induktormenge senken und diese Systeme interessant machen. Das diese Strategie
erfolgsversprechend ist, zeigte (Chen et al., 2018) an einer Reihe Liganden-induzierbarer E. coli
Expressionssysteme.

Ein Expressionsstamm kristallisierte sich hier jedoch in besonderem Malle heraus, der fir die
heterologe Produktion von RL von bedeutendem Interesse sein kénnte. Das Ppagas/NagR
Promotorsystem, welches den Induktor Salicylat, eine wichtige nattrlich vorkommende Verbindung,
die verschiedene physiologische Funktionen und kommerzielle Anwendungen (Ren et al., 2015).
besitzt, benutzt und der im Salicylat-induzierbare mRL-Produktionsstamm enthalten ist, scheint fur
die Skalierung der Produktion (Preis/kg; mRL-Titer) sowie flr die Entkopplung der Biomassebildung
und Produktion von RL (geringe Basalexpression (s. a. Abb. A-5; hohe dynamische Spanne) vom
besonderen Interesse sein (Tab. llI-3).

Zusammenfassend bietet jedes dieser induzierbaren Expressionssysteme unterschiedlichen
Eigenschaften die unterschiedlichen Anforderungen in der Biotechnologie oder der Wissenschaft
gerecht werden. Je nachdem welchen Nutzen eine Expression haben soll, kann somit eine grolte
Biomasseentwicklung, eine geringe Basalexpression, eine starke Transkription oder eine hohe
Produktivitat ausschlaggebend fiir die Wahl des geeigneten Expressionssystems sein.

Im Hinblick auf die biotechnologische Skalierung der RL-Produktion ist maRgeblich der
Produktionstiter ausschlaggebend. Mit einem maximalen mRL-Titer von 1,2 bzw. 1,1 g/L fir die
Produktionsstamme sal und mtl, stellen diese vielversprechenden Kandidaten fir die weitere
Optimierung, mit dem Ziel einen optimalen RL-Produktionsstamm zu erhalten, dar. Aufgrund seiner
vielversprechenden Expressions- und Produktionseigenschaften (11.2.1-3) wurde P. putida
KTsamRLE und somit die Salicylat-induzierte rhIAB Expression in der atfTn7-Stelle im Genom von

P. putida als Ziel fir weitere Optimierung der RL-Produktion ausgewahilt.

Zusammenfassung | Induktions- und Biotensid-Produktionsprofile

(1) Alle hier betrachteten induzierbaren Expressionssysteme besitzen unterschiedliche Eigenschaften
im Hinblick auf die Induktion der Expression (graduelle Induktion, dynamische Spanne,
Basalexpression) und die Produktion von Biotensiden.

(2) Besonders der Salicylat-, aber auch der D-Mannitol-induzierbare Expressionsstamm, besitzen
vielversprechende Expressions- (Pragaa: geringe Basalexpression; graduelle Induktion; Pmge: hohe
Expressionslevel) und Produktionseigenschaften (hohe Titer; max. Y mRL-Titer: 1,2 bzw. 1,1 g/L)
basierend auf ihrem Promotor-basierten Regulon.

(3) Eine starke Akkumulation von HAA in Abhangigkeit der Expressionsstarke konnte beobachtet
werden (max. HAA/mRL: 50% fir Pmue; 37% fr Ppagaa).
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1.3 Optimierung der Salicylat-induzierten Rhamnolipid-Produktion in

Pseudomonas putida

Aufgrund seiner hohen Produktionsstabilitat sowie seiner  vielversprechenden
Expressionseigenschaften und Biotensid-Titer (Il.2), wurde das Salicylat-induzierbare
Promotorsystem zur Expression der RL-BSG ausgewahlt, um weitere Optimierungen hinsichtlich
des RL-Titers und der -Qualitat (vollstdndige Umsetzung von HAA zu mRL) durchzufiihren. Mit
einem bislang maximalen mRL-Titer von 1,2 g/L ist er hierbei konkurrenzfahig zu den bislang
beschriebenen P. putida KT2440 Expressionssystemen (Tab. I-3). Jedoch konnte gezeigt werden
(I1.2.1), dass bei einer starken Transkription die mRL-Vorstufe HAA akkumuliert. Hierbei wurde
postuliert, dass dies, neben mdglichen natlrlichen mRNA-Degradationsprozessen, auf eine
Limitierung der Vorstufen, die zur Bildung von RL bendtigt werden, hindeuten kann.

Eine Strategie, um die Vorstufenbereitstellung zu optimieren ist im Rahmen des metabolic
engineerings die gezielte Deletion von Biosynthesewegen, die um die Vorstufen der RL in
Konkurrenz stehen, sowie die generelle Erhdhung der fitness durch Deletion energieintensiver
Biosynthesewege (1.3.2; Liang et al., 2020). Die Auswirkungen einer solchen potenziellen
Flussanderung zur Optimierung der RL-Biosynthese auf die Salicylat-induzierbare RL-Produktion
wurde innerhalb einer Kooperationsstudie im genomreduziertem P. putida KT2440 GR18 getestet,
der durch Isabel Bator, RWTH-Aachen, bereitgestellt wurde. In GR18 sind die Biosynthesewege fur
PVD, Flagellen, Alginate, Cellulose, der EPS A und B sowie der Oberflachenproteine LapA und LapF
(vgl. 1.3.2) deletiert (Bator, 2020; Tab. A-7), um mehr Ressourcen und Vorldufermetaboliten,
insbesondere die Vorstufe dTDP-L-Rhamnose durch Mutation der EPS-Biosynthese (u. a. fir
Alginat; Rahim et al., 2000; Poon et al., 2008; vgl. 1.3.2), fiir die RL-Synthese bereitzustellen.

I11.3.1 Steuerung des metabolischen Flusses zur Optimierung der Produktion und des

Wachstums

Um die Menge verfligbarer Edukte, insbesondere durch Deletion der Alginatbiosynthese, sowie die
generelle fitness der atfTn7-integrierten, Salicylat-induzierbaren Expression der P. putida KT2440
Plattform zu steigern und somit die beobachtete Akkumulation von HAA zu verhindern bzw. die mRL-
Produktion zu férdern (111.2.1; 111.2.3) sollte eine genomreduzierte P. putida KT2440 Mutante zur
Produktion von RL verwendet werden.

Hierzu wurde der RL-Produzent P. putida GRsamRLE (Tab. lI-2) mit Hilfe des yTREX-toolbox
Vektors pYTSK40_1G7 (Tab. lI-1) konstruiert (vgl. 11l.1.1). Nach erfolgter Verifizierung der
Integration tGiber Kolonie-PCR (vgl. I11.1.1), erfolgte die Kultivierung der Stamme P. putida KT ssmRLE
sowie GRsamRLE in LB-Medium + 10 g/L Glucose im Mikrobioreaktorsystem (11.2.1.1) mit
unterschiedlichen Salicylatkonzentrationen, die nach 3,5 h mit  verschiedenen

Salicylatkonzentrationen supplementiert, und hinsichtlich ihrer Biomasse- und eYFP-Fluoreszenz fir
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24 h verfolgt wurden (11.3.1; 11.3.2). Im Anschluss an die Kultivierung erfolgte die Quantifizierung des
HAA- und mRL-Titers mittels HPLC (11.3.7; vgl. Abb. 111-13).

h B Vergleich der Expression- und Biotensidproduktion: Wildytp versus GR18-Mutante

A Deletionen in P. putida KT2440 GR18
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Abb. llI-13: Vergleich zwischen dem wildtypischen und dem optimierten Stammhintergrund in Bezug zur Salicylat-
induzierbaren Produktion von Rhamnolipiden.

A: P. putida KT2440 GR18 (Bator, 2020) enthalt sowohl Deletionen von ganzen Biosynthesewegen zur Bildung von Alginat,
Cellulose und PeA und PeB (wichtiger Bestandteile der EPS), sowie der Produktion von Pyoverdinen (PVD) und der grof3en
Oberflachenproteine LapA und LapF als auch der BSG zur Ausbildung der Flagelle. Die verwendete Abbildung ist unter der
Creative-Commons-Lizenz (CC BY-NC-ND 4.0) geschutzt (Tiso et al., 2017b).

B: P. putida KTmRLE sowie GRs;mRLE wurden zur Betrachtung der Auswirkung der Deletion von energieintensiven und
konkurrierenden Biosynthesewegen in LB-Medium + 10 g/L Glucose im Mikrobioreaktorsystem mit unterschiedlichen
Salicylatkonzentrationen, die nach 3,5 h supplementiert wurden, kultiviert (11.2.1.1) und hinsichtlich ihrer Biomasse- und
eYFP-Fluoreszenz (F) fir 24 h verfolgt (11.3.1; 11.3.2). Im Anschluss an die Kultivierung erfolgte die Quantifizierung des HAA- und
mRL-Titers mittels HPLC (I1.3.7). Zur besseren Veranschaulichung wurde nur zu jedem zehnten Datenpunkt die
Standardabweichung zugeordnet. Die Ergebnisse reprasentieren Mittelwerte aus biologischen Replikaten.

P. putida GRsamRLE zeigte im Vergleich zum P. putida KTssmRLE (Abb. 1lI-13 (B)), eine geringere
Akkumulation von HAA bei steigender Expressionsstarke und hoheren Induktorkonzentrationen
(Abb. 11113 (B)). Somit reduziert sich das molare Verhaltnis von HAA/mRL, bei einer
Induktorkonzentration von bspw. 2 mM Salicylat, von 26% fiir den P. putida KTsamRLE auf ein
Verhaltnis von 2% (GRsamRLE) bei gleichbleibenden Expressionsstarken, was anhand der
eYFP-Fluoreszenz erkennbar ist. Da bestimmte Biosynthesewege im Stamm GR18, bspw. von
Alginat (vgl. 1.3.2; Bator, 2020), deletiert sind, die um das Edukt dTDP-L-Rhamnose zur Bildung von
mRL aus HAA konkurrierend stehen, belegt diese verringerte HAA-Akkumulation, dass
dTDP-L-Rhamnose limitierend fiir die mRL-Produktion ist und durch eine verbesserte Verfiigbarkeit
die HAA-Akkumulation verhindert werden kann. Uberraschenderweise konnte jedoch keine
Steigerung des mRL-Titers beobachtet werden, entgegen anderer Studien, in denen durch die
Optimierung des metabolischen Flusses und die Eliminierung energieintensiver Biosynthesewege
(vgl. Abb. llI-13 (A)) ein hoherer RL-Titer erreicht werden konnte (Tiso et al., 2020; Wittgens, 2013).
In diesem Zusammenhang zeigte bspw. Wittgens, 2013 eine um 118% gestiegene RL-Produktion
bei Verwendung eines Stammes mit Alginat-Defizienz. Dies konnte in dieser Arbeit im multiplen

Deletionsstamm nicht beobachtet werden. Im Gegenteil: Es erschien sogar, dass die Biotensid-
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Produktivitat sinkt, da bspw. bei einer Induktorkonzentration von 2 mM Salicylat in P. putida
KTsamRLE (vgl. Abb. llI-13 (B)) ein HAA-Titer von 0,37 g/L und ein mRL-Titer von 0,98 g/L, wahrend
bei GRsamRLE ein HAA-Titer von nur 0,04 g/L und ein dhnlich hoher mRL-Titer von 1,02 detektiert
wurde (Verringerung des Biotensid-Titers um 16%). Folglich scheinen die multiplen Deletionen im
GR18-Stamm (vgl. Tab. A-7) zwar die Vorstufenbereitstellung zu verbessern, jedoch nicht die
Produktion, obwohl bekannt ist, dass der robuste Stoffwechsel P. putida’s den Energieabfluss in
bemerkenswerter Weise ausgleichen kann (Ebert et al., 2011).

So konnte es sein, dass die Bereitstellung von aktivierten Fettsduren durch unvorteilhafte Deletionen
gehindert ist und zu der beobachteten Verringerung des Biotensid-Titers flihrt. Neben der
Aufschlisselung der Auswirkungen einzelner Deletionen, kénnten auch weitere eingefiihrt werden,
um zusatzlich die Verflgbarkeit von aktivierten Fettsauren zur Bildung von HAA zu fordern. Hierbei
wurde gezeigt, dass der knockout der BSG zur Ausbildung der PHA, die in direkter Konkurrenz um
die aktivierten (R)-3-Hydroxyfettsauren stehen (vgl. 1.3.2; Rehm et al., 2001), zu einer um 78-115%
gestiegenen RL-Synthese fiihrte (Wittgens et al., 2011; Tiso et al., 2020), was wiederum auf eine
ebenfalls limitierende Menge an (R)-3-Hydroxyfettsduren hinweisen kdnnte (Wittgens, 2013). Somit
koénnte auch die Deletion des PHA-Operons interessant fur die Erhéhung des Salicylat-vermittelten
RL-Titers sein. Jedoch konnte in P. aeruginosa gezeigt werden, dass die Produktion von RL durch
Inaktivierung der PHA-Synthese nicht gesteigert wird (Choi et al., 2011), was wiederum auf die
komplexe Regulation der rhIAB-Expression (vgl. 1.2; Reis et al., 2011) und einen linearen Fluss der
(R)-3-Hydroxyfettsauren nur in Richtung PHA-Synthese (und nicht zu RL) zurlickzufiihren sein
kénnte (Choi et al., 2011). Die Expression des rhl-Operons ist jedoch im heterologen Wirt
P. putida KT2440 entkoppelt von der nativen Regulationsmaschinerie, sodass hier der Uberschuss
an (R)-3-Hydroxyfettsauren fiir die RL-Synthese verwendet werden kdnnte (Wittgens, 2013).
Weiterhin konnte in der multiplen Mutante P. putida KT2440 GR18 auch keine Verbesserung der
generellen fitness in Bezug auf Wachstumsrate und Biomasse-Ausbeute wahrend der Produktion
von RL beobachtet werden. Demnach kénnten einzelne Mutationen (wie bspw. fur PeB und LapF in
P. putida KTmRL gezeigt; s. Bator, 2020) ggf. in Kombination miteinander nicht vorteilhaft sein.
Auch die in Bator, 2020 beschriebene zunehmende Schwierigkeit den GR18-Stamm zu modifizieren,
bestatigt die hier beobachteten Phanomene beziiglich der Robustheit des Stammes. Die
Aufschlisselung dieser Kombinationen kénnte grundlegende Kenntnisse liber die metabolische Last
ausgehend von solchen multiplen Deletionen liefern. Insgesamt lasst sich jedoch festhalten, das
metabolic engineering zur Optimierung der metabolischen Flisse sowie zur Erhdhung der
Produktivitat und fitness der mikrobiellen Zellfabrik beitragen kann. Dies wurde auch durch knockout
verschiedener BSG im Expressionswirt P. taiwanensis VLB120 mit einer um 15% hdheren
Wachstumsrate sowie Biomasse-Ausbeute gezeigt (Wynands et al., 2019).

Zusammenfassend ist es in Zukunft essenziell aufzuklaren, welche der einzelnen Deletionen
vorteilhaft ist, um herauszufinden, welche Deletion welchen Einfluss in Bezug auf die fitness, die

Produktionsleistung und die Bereitstellung von Edukten hat.
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In Bezug zur Salicylat-vermittelten Produktion von RL scheint der Induktor Salicylat eine besondere
Relevanz bzgl. der generellen fitness der mikrobiellen Fabrik zu besitzen. Bei Betrachtung des
Wachstums von P. putida GRs,mRLE fallt auf (Abb. 111-13 (B)), dass im Vergleich zum wildtypischen
Pendant Wachstumsdefekte bei einer Salicylatkonzentration von 5 mM zu beobachten sind.
Weiterhin konnte zum Ender der Kultivierung hin eine intensive dunkle Farbung der Kultur
beobachtet werden, die bereits fir die Mutante ohne rhIAB-Expression beschrieben wurde (Dias,
2019). Deshalb sollte zunachst der Einfluss des Induktors Salicylat auf das Wachstum und den

Metabolismus von P. putida GRsamRLE untersucht werden.

[11.3.1.1 Einfluss des Induktors Salicylat auf das Wachstum und die Rhamnolipid-
Produktion

Das Salicylat-induzierbare Expressionssystem zeigte in P. putida vielversprechende Eigenschaften
(11.2.1-3), sodass dieser hinsichtlich der RL-Produktion optimiert werden sollte. Es fiel jedoch auf,
dass die multiple Mutante P. putida GRsamRLE, die eine vollstandige Umsetzung von HAA zu mRL
gewahrleistete (I11.3.1), noch empfindlicher gegenliber Salicylat reagierte als der P. putida
KTsamRLE.

In der assoziierten Bachelorarbeit von Fabio Manuel Anzalone Dias (2019), die sich mit der
physiologischen Antwort von P. putida KT2440 und P. putida KT2440 GR18 (ohne den Einfluss auf
die Produktion der RL) auf den Induktor Salicylat beschaftigte, wurde bestatigt, dass der Wildtyp und
die Mutante sich bzgl. der Toleranz gegenuber Salicylat deutlich voneinander unterschieden, wobei
der Wildtyp Salicylat besser tolerieren konnte. Am starksten war der Einfluss von Salicylat in der
rekombinanten Mutante P. putida GRsamRL, der exemplarisch bei 3 mM Salicylat eine Reduzierung
des Wachstums um 42% zeigte. Zudem wurde eine Braunfarbung als phanotypische Antwort der
P. putida GR18-Stamme auf Salicylatzugabe beobachtet (Dias, 2019). Deshalb wurde vermutet,
dass das Salicylat in P. putida KT2440 GR18 abgebaut werden kénnte (Dias, 2019), was allerdings
flr P. putida KT2440 noch nicht beschrieben wurde (Denome et al., 1993; Carmona et al., 2009;
M. Kohlstedt, persdnliche Mitteilung; vgl. Abb. 1ll-14 (A); nach KEGG: Tab. 1I-8). Dies wirde auch
mit Berichten einer P. putida KT2440 PVD-Mutante (APP_4219; s. a. Tab. A-7) Ubereinstimmen, die
im Vergleich zum Wildtypen nach Supplementation von Benzylalkoholen (Aromaten), vermutlich
aufgrund der Limitierung von intrazellularem Eisen, ein vermindertes Wachstum zeigte (Joshi et al.,
2014).

So koénnte auch hier vermutet werden, dass Salicylat durch ein noch unbekanntes Enzym zu
Catechol katabolisiert wird, welches unter oxidativem Stress spontan braun-gefarbte Polymere, wie
z. B. Polycatechol, bildet (Dubey et al., 1998; M. Kohlstedt, persénliche Mitteilung). Sowohl Catechol,
als auch das gebildete Polycatechol, kdbnnen auf den betreffenden Organismus toxisch wirken
(Benndorf et al., 2006; van Duuren et al., 2012). Wahrscheinlicher ist jedoch der voranschreitende
Abbau von Catechol durch das Enzym CatA (Catechol-1,2-dioxygenase) und weitere enzymatische
Schritte, wodurch cis-, cis-Muconsaure und schlieBlich Succinyl-CoA im Krebszyklus verwertet
werden kénnen (vgl. Abb. llI-14 (A); nach KEGG: Tab. lI-8). Jedoch hat Dias, 2019 auch gezeigt,
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dass sowohl im Wildtyp als auch in Stammen bei denen letale Effekte durch
Salicylatsupplementation beobachtet wurden, weder ein massiver Abbau von Salicylat noch die
Akkumulation von Abbauprodukten nachgewiesen werden konnte. Das heil}t, dass zum Ende der
Kultivierung noch mindestens 95% der zu Beginn supplementierten Salicylatmenge vorhanden ist,
wodurch die hiesige Induktion der rhIAB-Expression nicht eingeschrankt sein sollte. Jedoch ist
weiterhin ein Wachstumsdefekt, insbesondere bei der Mutante P. putida GRsamRL, bei der Zugabe
von hohen Salicylatkonzentrationen (ab 3 mM) zu beobachten, wodurch folglich eine Erhéhung der
Induktorkonzentration zur Verstarkung der rhlAB-Expression nicht vorteilhaft zu sein scheint und
auch im Wildtyp, selbst bei niedrigen Konzentrationen (unter 3 mM), einen Einfluss haben konnte.
Ein wichtiger Faktor fiir den Abbau von Aromaten, zu denen auch Salicylat gehort, ist die
Verflgbarkeit von Eisen. Die Enzyme, die fir die Spaltung des charakteristischen Rings der
Aromaten verantwortlich sind, wie bspw. CatA, gehdéren zu den Eisen-abhangigen Oxygenasen
(Dinkla et al., 2001; Dinkla und Janssen, 2003; vgl. Abb. 1ll-14 (A)). Aufgrund der haufig geringen
Mengen von freiem Eisen, z. B. im verwendeten LB-Medium, kann man hier von einem limitierenden
Faktor fir den Aromatenabbau sprechen (Lamont et al., 2002). Aufgrund der fehlenden PVD, die als
Siderophore in P. putida einen wichtigen Bestandteil des Systems zur Akquirierung von Eisen
darstellen (Cornelis, 2010), konnte in P. putida KT2440 GR18 sowie dem RL-Produzenten GRssmRL
durch das supplementierte Salicylat eine Eisenmangel-abhangige Stressantwort ausgeldst werden,
die zu einer Reduzierung des Wachstums fiihrt. Dies I&sst auch die Annahme zu, dass bei einem
durch Eisenmangel nicht funktionierenden Abbau von Salicylat und speziell dem potenziell
entstehenden Catechol, es zu einer Anreicherung von Catechol und einer darauffolgenden
Polymerisation kommen kann (Abb. llI-14 (A)). Dies kdnnte die Ursache der besonders bei P. putida
KT2440 GR18 beobachteten braunen, dunklen Farbung der Kulturen nach der Kultivierung, des
reduzierten Wachstums und der fehlenden Nachweisbarkeit von Abbauprodukten wie Catechol und
cis-, cis-Muconsaure sein (Dias, 2019).

Um herauszufinden, ob der Mangel an Eisen der Grund firr das reduzierte Wachstum darstellt, wurde
sowohl P. putida KTssmRLE als auch GRgamRLE in LB-Medium + 10 g/L Glucose und 12 mg/L
FeSO4-Lésung nach 3,5 h ohne, mit 10 und 50 mM Salicylat supplementiert und hinsichtlich ihrer
Biomasse- und eYFP-Fluoreszenz fiir 24 h verfolgt (11.3.1; 11.3.2; vgl. Abb. lll-14 (B)).
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Abb. llI-14: Potenzieller Abbau von Salicylat: Reduzierung des Wachstums aufgrund der Limitierung von Eisen?

A: Potenzieller Abbauweg von Salicylat (Dias, 2019; nach KEGG und in Anlehnung an Denome et al., 1993; Dubey et al., 1998;
Carmona et al., 2009). Salicylat kdnnte durch ein noch unbekanntes Enzym zu Catechol abgebaut werden, welches nach Dubey
et al., 1998 zu Polycatechol (Typ A oder Typ B) polymerisieren und der Grund fiir die beobachtete Braunfarbung sowohl in dieser
Studie als auch in Dias, 2019, sein kdnnte.

B: P. putida KTmRLE sowie GRmRLE wurden in LB-Medium + 10 g/L Glucose und 12 mg/L FeSO, im Mikrobioreaktorsystem
mit 0, 10 und 50 mM Salicylat, die nach 3,5 h supplementiert wurden, kultiviert (11.2.1.1) und hinsichtlich ihrer Biomasse- und
eYFP-Fluoreszenz (F) fur 24 h verfolgt (11.3.1; 11.3.2). Die Ergebnisse reprasentieren Mittelwerte aus biologischen Replikaten. Zur
besseren Veranschaulichung wurde nur zu jedem zehnten Datenpunkt die Standardabweichung zugeordnet.

Die gemessenen Wachstumskurven und eYFP-Fluoreszenz zeigen (Abb. IlI-14 (B)), dass der
erhoffte positive Effekt auf das Wachstum durch Supplementation von Eisen auf P. putida GRsamRLE
hier nicht beobachtet werden konnte: Wahrend der wildtypische KTsamRLE-Stamm bei Induktion mit
10 mM Salicylat ein kaum verandertes Wachstum zeigte, verringerte sich das Wachstum von
P. putida GRsamRLE bei gleicher Induktorkonzentration um 51%. Bei einer Induktorkonzentration
von 50 mM Salicylat konnte sowohl in der genomreduzierten Mutante GRssmRLE, aber auch im
wildtypischen KTsamRLE-Stamm kein Wachstum mehr beobachtet werden.

Die Vermutung liegt nahe, dass die Reduzierung des Wachstums im GRssmRLE-Stamm auf eine
verminderte Stresstoleranz gegentiber dem Stressor Salicylat zurtickzufuhren ist, was als mdgliche
Auswirkung einer Genomreduktion bekannt ist (Lieder et al., 2015). Dies koénnte durch die
mangelnde Aufnahmefahigkeit von Eisen (durch die Deletion der PVD-BSG) verstarkt werden. Diese
verringerte Stresstoleranz kdnnte neben der Deletion der PVD-BSG bspw. mit dem knockout von
Bestandteilen der EPS-Schicht und der groRen Oberflachenproteine LapA und LapF
zusammenhangen, welche die Hydrophobizitat der Zelloberflache, beeinflussen (Martinez-Garcia et
al., 2014c; Lahesaare et al., 2016). Dadurch konnten die Zellen ggf. angreifbarer gegeniber
Salicylat, aber unter Umstanden auch héheren RL-Titern (hier nicht betrachtet), sein.

Eine Methode, einen Organismus toleranter gegeniber toxischen Substanzen zu machen, ist das
Verfahren der adaptive laboratory evolution (ALE), welches Einblicke in die grundlegenden
Mechanismen der molekularen Evolution und in die adaptiven Veranderungen des Organismus unter
kontrollierten Laborbedingungen zulasst (Dragosits und Mattanovich, 2013). Durch diesen Ansatz
konnte in der assoziierten Bachelorarbeit von Fabio Manuel Anzalone Dias, 2019 auf Basis der
Mutante P. putida KT2440 GR18 eine stabile Alternative mit hoher Toleranz gegentiber Salicylat
generiert werden (P. putida KT2440 EvoSal). Verglichen mit Wachstumskurven von P. putida
KT2440 GR18 bei gleicher Salicylat-Konzentration, wurde eine doppelt so grof3e Biomassebildung

wie beim Ausgangsstamm, ahnlich zu der des Wildtypen, beobachtet. Dieser Stamm zeigte zudem
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keine Farbanderung mehr, die auf eine madgliche Bildung von Polycatechol schlieRen lassen kénnte.
Eine verstarkte Verstoffwechselung von Salicylat konnte hierbei ausgeschlossen werden (Dias,
2019). Somit kénnten Mutationen im unbekannten Abbau von Salicylat zu Catechol oder der
Polymerisation von Catechol zu Polycatechol entstanden sein, wodurch die Vergiftung der Zelle
inhibiert wird.

Als eine mogliche Ursache fiir den in P. putida GRsamRLE verringerten RL-Titer wurden die
Wachstumsdefekte durch Salicylat angenommen. Daher wurde nachfolgend das Wachstum, die
Expression des PA_rhlIAB-Operons und der resultierende RL-Titer des Salicylat-induzierbaren
RL-Produktionsstammes P. putida EvosamRLE (Tab. lI-2) der analog zu I11.1.1 und konstruiert und
validiert wurde, beobachtet/analysiert/untersucht. Die Stamme P. putida KTssmRLE, GRsamRLE
sowie EvosamRLE wurden in LB-Medium + 10 g/L Glucose im Mikrobioreaktorsystem (11.2.1.1)
kultiviert, mit unterschiedlichen Salicylatkonzentrationen nach 3,5 h supplementiert und hinsichtlich
ihrer Biomasse- und eYFP-Fluoreszenz fir 24 h verfolgt (11.3.1; 11.3.2). Im Anschluss an die
Kultivierung erfolgte die Quantifizierung des HAA- und mRL-Titers mittels HPLC (I1.3.7; vgl.
Abb. 11I-15).
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Abb. llI-15: Rhamnolipid-Produktion im evolvierten Pseudomonas putida Evo,,mRLE.

P. putida KTsamRLE, GRsmRLE und EvossmRLE, wurden in LB-Medium + 10 g/L Glucose im Mikrobioreaktorsystem mit
unterschiedlichen Salicylatkonzentrationen, die nach 3,5 h supplementiert wurden, kultiviert (11.2.1.1) und hinsichtlich ihrer
Biomasse- und eYFP-Fluoreszenz (F) fur 24 h verfolgt (11.3.1; 11.3.2). Im Anschluss an die Kultivierung erfolgte die Quantifizierung
des HAA- und mRL-Titers mittels HPLC (I1.3.7). Die Ergebnisse reprasentieren Mittelwerte aus biologischen Replikaten. Zur
besseren Veranschaulichung wurde nur zu jedem zehnten Datenpunkt die Standardabweichung zugeordnet.

Hier zeigte sich, dass P. putida EvosasmRLE nach Zugabe des Induktors Salicylat keine Braunfarbung
und auch deutlich geringere Wachstumsdefekte entwickelt. Im Gegensatz zu P. putida GRsamRLE,
das kein Wachstum bei 10 mM Salicylat zeigt, bestatigte sich, wie in Dias, 2019 fir P. putida KT2440
EvoSal ohne rhlIAB-Kassette gezeigt, dass P. putida EvosamRLE ein wildtypisches
Wachstumsverhalten hat (vgl. Abb. llI-15). Zudem wurde hier analog zu P. putida GRssmRLE fir
EvosamRLE demonstriert, dass nach Induktion der rhIAB-Expression mit 2 mM, aber auch mit 10 mM
Salicylat eine geringere HAA-Akkumulation als im Wildtyp zu beobachten ist. Das molare Verhaltnis
von HAA- zu mRL bei einer Induktion mit 10 mM Salicylat betrug fiir P. putida KTsamRLE 62% und

EvosamRLE 11% (GRsamRLE aufgrund minimiertem Wachstum nicht ermittelbar) und damit eine
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deutlich hohere Reinheit des resultierenden mRL-Titers (KTsamRLE: 1,42 g/L; EvosamRLE: 1,22 g/L).
Jedoch zeigte der evolvierte Stamm eine deutlich minimierte Menge an Biotensid (HAA+mRL). Diese
betrug flr P. putida KTssmRLE bei 10 mM Salicylat 6,3 mM Biotensid und fiir EvossmRLE nur 2,9 mM
Biotensid und somit einem Verlust von ca. 54%.

Dieses Beispiel zeigt, dass obwohl metabolic engineering ein effektives Werkzeug zur Optimierung
eines Produktionsstammes ist, stets die Auswirkungen, vor allem beim potenziell wechselnden
Bedingungen, betrachtet werden mussen (Liang et al., 2020). Denn wie hier bespielhaft an der
genomreduzierten Mutante gezeigt wurde (vgl. 111.3.1), kdnnen Mutationen fiir die Produktion auch
negative Auswirkungen, z. B. auf die Stresstoleranz, haben. Diese missen vor allem in Bezug auf
die Konstruktion eines robusten Produktionsstammes in Betracht gezogen werden (vgl. 3.2.1; Yang,
2007; Liang et al., 2020). Eine solche potenzielle Optimierung kann im Labormafistab vorteilhaft
sein, birgt jedoch die Gefahr, dass bei der Projektion auf eine groRangelegte Produktion (up-scaling)
unerwartete Effekte auftreten kdnnen (Peng und Liang, 2020). So wird bspw. beim Betrieb von
groBen Reaktoren zur Produktion von Sekundarmetabolien oder Naturstoffen meistens nicht mit
reinen Substraten gearbeitet, sondern es werden hierfiir z. B. landwirtschaftliche Erzeugnisse oder
Abféalle in Betracht gezogen (Potthast et al.,, 2011; Lowe et al., 2020), um die Kosten des
Gesamtprozesses zu minimieren. Exemplarisch besteht flissige Zuckerrohrmelasse, ein fir die
grof3technische Produktion diskutiertes Substrat (Halema, 2014), lediglich zu 50-60% aus Zucker
(Saccharose oder Raffinose); der Rest setzt sich zumeist aus einer komplexen Mischung von
organischen Sauren, Betain, Vitaminen und anorganischen Salzen zusammen (Ternes, 2005).
Zwar kénnen Ansatze wie ALE die Stresstoleranz, wie am Beispiel P. putida EvoSal gezeigt (Dias,
2019), erhdhen, jedoch birgt dies auch die Gefahr zusatzliche Mutationen zu generieren die
wiederrum nicht vorteilhaft fiir den gewilinschten Produktionsprozess sein kénnen (Vickers et al.,
2010). In Zukunft sollte beachtet werden, dass besonders die Wirkung einzelner (oder mehrerer)
Mutationen getrennt voneinander betrachtet und nur vorteilhafte Mutationen in den Stamm
implementiert werden sollten, jedoch stets unter voranschreitender Eruierung der resultierenden
fitness, Stresstoleranz und des gewiinschte Produkttiters. Bator, 2020 zeigte in diesem
Zusammenhang bei der Konstruktion des P. putida KT2440 GR41
(ApvdAflaghalghbecsApeallapAlFAphalpili1/3/4/5), dass diese sequentielle Optimierung des
metabolischen Flusses und des Energiehaushaltes zu einer héheren Pgg-Expression-basierten
mRL-Produktion fiihrte. Zur weiteren Bestimmung dieser Auswirkungen kénnten auch in vitro
Modellierungen zu den regulatorischen Flissen innerhalb der Zelle beitragen, die aufgrund des gut
aufgeschlisselten Stoffwechsels von P. putida KT2440 bereits Verwendung gefunden haben
(Nogales et al., 2008, 2020; Zieringer und Takors, 2018). Zudem konnten erste Versuche zur
computergestitzten Modellierung und Aufschliisselung potenzieller Optimierungsstrategien der
heterologen RL-Produktion in P. putida KT2440 vorgenommen werden (Occhipinti et al., 2018).
Zusammenfassend zeigt dies, dass die Verwendung der P. putida KT2440 GR18-Mutante zur
Salicylat-induzierten Produktion von RL zwar zu einer geringeren Akkumulation von HAA, jedoch zu

einer Verringerung des Biotensid-Titers und der Stresstoleranz, hier gegeniiber dem Aromaten
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Salicylat aufgefallen, gefiihrt hat. Es hat somit anscheinend keine starkere Konversion von HAA zu
mRL stattgefunden, sodass die Aufschlisselung einzelner Mutationen und deren Einfluss auf die
RL-Produktivitat und die fitness eruiert werden sollten. Eventuell ist die Bereitstellung der aktivierten
L-Rhamnose-Vorstufen ein bottleneck in der Produktion. Deshalb soll im ndchsten Schritt untersucht
werden, ob eine heterologe Koexpression von Genen zur Bildung von RL-Vorstufen im
Salicylat-toleranteren wildtypischen Hintergrund einen ebenfalls positiven Effekt auf die vollstandige

Konversion zu mRL, ohne die Minderung des Biotensid-Titers, haben kdnnte.

Zusammenfassung | Optimierung des metabolischen Flusses und Salicylatstresstoleranz

(1) Die Verwendung einer genomreduzierten Mutante zur Produktion von RL (GRsamRLE) kann die
Akkumulation von HAA minimieren (HAA/mRL: 2%), jedoch einhergehend mit einer Verringerung
des Biotensid-Titers um 16%.

(2) GRsamRLE zeigt Wachstumsdefizite bei hohen Salicylatkonzentrationen und somit eine geringe
Toleranz, vermutlich aufgrund einzelner unvorteilhafter Mutationen. Eine Supplementation von
Eisen, welches in dieser PVD-Mutante limitierend sein konnte, kann die fitness nicht erhohen.

(3) Die Salicylat-vermittelte Produktion im evolvierten P. putida KT2440 EvoSal (EvossmRLE) zeigt im
Gegensatz zu GRssmRLE ein verbessertes Wachstum und einhergehend eine héhere mRL-
Produktion (3> mRL-Titer: 1,2 g/L) und kaum eine Akkumulation von HAA (HAA/mRL: 11%); Dies
ist jedoch nur durch den Einsatz von 10 mM Induktor und einer anhaltenden Verringerung des
Biotensid-Titers um 54% im Vergleich zu KTssmRLE moglich.

[11.3.2 Expression von zusatzlichen Genen fiir die Bereitstellung von Rhamnolipid-Vorstufen

Durch metabolic engineering (Bator, 2020) und adaptive laboratory evolution (Dias, 2019) konnte in
P. putida EvosamRLE eine Reduktion der verbliebenden HAA im Gesamt-Biotensid zu einem
HAA/mRL Verhaltnis von 11% und einem Titer von 1,2 g/L erreicht werden (l11.3.1.1). Der Riickgang
der HAA-Akkumulation fiihrte jedoch nicht zu einem weiterem Anstieg des RL-Titers, sondern
dementsprechend zu einer Verringerung des Biotensid-Titers, was vermutlich mit der Einflihrung
einzelner Deletionen im Rahmen der Konstruktion des P. putida KT2440 GR18 zusammenhangen
konnte (vgl. Tab. A-7), die sich nachteilig auf die Biotensid-Produktion ausgewirkt haben. Zudem
konnte der mRL-Titer in P. putida EvosamRLE (1,2 g/L) nur mit einer Salicylatkonzentration von
10 mM erreicht werden. Dieser Titer war nur wenig hoher als die erhaltenen mRL-Titer im
wildtypischen P. putida KT samRLE bei Induktion mit 2 mM Salicylat (ca. 1 g/L). Die Optimierung des
wildtypischen Produzenten mit einer Induktorkonzentration von 2 mM Salicylat scheint im Hinblick
auf die Vermeidung hdherer Kosten in einem potenziellen grof3skaligen Bioraffinerieprozess durch
eine Verfunffachung der Induktorkonzentration (vgl. Tab.lll-3), aber auch aufgrund der
beobachteten Salicylat-induzierten Stressantwort (vgl. 111.3.1.1), und des bisher héchsten Biotensid-
Titers (bei 2 mM Induktor: 3,47 mM Biotensid (HAA+mRL)) erstrebenswerter zu sein. Die
Bereitstellung der aktivierten L-Rhamnose-Vorstufen schien hierbei der bofttleneck in der
vollstandigen Konversion von HAA zu mRL zu sein (vgl. [1.2.1; [11.3.1).
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Deshalb sollte die heterologe Expression von Genen zur Bereitstellung von dTDP-L-Rhamnose im
wildtypischen Hintergrund als alternative Strategie zur Verringerung der HAA-Akkumulation bzw.
weiteren Steigerung der RL-Produktion angewandt werden. Das gerade in rekombinanten
Produktionsstdmmen eine verbesserte Bereitstellung von Edukten durch die zusatzliche Expression
heterologer Gene zu einer Optimierung von Produktflissen und einer Steigerung des Produkt-Titers
fihren kann, wurde bereits in einigen Beispielen, tber P. putida und die RL-Biosynthese hinaus,
gezeigt (Cabrera-Valladares et al., 2006; Zhang et al., 2012; Wittgens, 2013; Sanchez-Pascuala et
al., 2019; Troost et al., 2019).

Im Folgendem sollten die P. aeruginosa — Gene kodierend flir die Phosphoglucomutase AlgC, die
zur Bildung von G1P, sowie fiir die Enzyme RmIABCD, welche fir die weitere Umsetzung von G1P
zu dTDP-L-Rhamnose benétigt werden (1.3.2), in P. putida KTsamRLE-exprimiert werden. Hierbei
haben die im rmi/-Operon sowie auf dem algC-kodierten Proteine aus P. aeruginosa auf
Proteinebene wenig Identitdt mit den postulierten homologen Proteinen (RfbABCD/ PP_5288) in
P. putida KT2440 (60 bis 80%; Wittgens, 2013), sodass von einer anderen Enzymkinetik
ausgegangen werden kann. Wittgens, 2013 zeigte in diesem Zusammenhang, dass die (Plasmid-
basierte) heterologe Expression des rmIBDAC-Operons aber auch des algC-Gens unter Kontrolle
des Piac-Promotors zu einer hoheren RL-Produktion beitragen konnte.

Auf dieser Basis sollten die Gene rmIBDAC und anschlieRend algCF’® aus P. aeruginosa in
Transkriptionsfusion als zusatzlicher Baustein hinter die bereits bestehenden rh/AB-Gene im Vektor
pYTSK10_0G7 kloniert werden. Dies ist durch die Architektur der yTREX-toolbox Kassette durch die
Klonierung in die I-Scel-Schnittstelle (Klonierung analog zu I11.1.1) méglich. Hierdurch konnten die
Vektoren pYTSK51_0G7 bzw. pYTSK62-63_0G7 generiert werden. Der Unterschied zwischen dem
AIgCF und AIgCS liegt darin, dass AlgCS nur die katalytisch aktive Domane des AlgC-Enzyms
beinhaltet, analog zum pVLT33 algC Vektor (Wittgens, 2013), wahrend algCF das vollstandige
Protein mit der enzymatisch nicht aktiven Domane kodiert (Zielinski et al., 1991). Mithilfe der yTREX-
toolbox Vektoren pYTSK51_0G7 bzw. pYTSK62-63_0G7 wurden die Stdmme P. putida
KTsamRL+Rha (rhIABrmIBDAC) und KTsamRL+Rha+G1PFS  (rhIABrmIBDACalgC) erzeugt
(val. ll1.1).

Zur Einschatzung der Effekte der Expression des heterologen rmi-Operons und algC-Gens auf die
vollstandige Konversion von HAA zu mRL und auf den Biotensid-Titer, sowie des Unterschieds von
atfTn7-integrierter Expressionskassette und P:/Plasmid-basierter (vgl. Wittgens, 2013), wurden die
Stamme P. putida KTsamRLE, sowie KTsamRLE + pVLT33 (Kontrolle), + pVLT33 algC und
+ pVLT33_rmIBDAC in LBsaiptco4km2s-Medium + 10 g/L Glucose im Mikrobioreaktorsystem
(I1.2.1.1), die nach 3,5 h induziert wurden, kultiviert (vgl. Abb. llI-16 (A)). Parallel hierzu wurden die
generierten Stamme P. putida KTsamRL, KTsamRL+Rha und KTssmRL+Rha+G1PFS ebenfalls in
LBsao-Medium + 10 g/L Glucose, kultiviert. Alle Stamme wurden fir 24 h hinsichtlich ihrer
Biomassezunahme und im Fall der Stamme P. putida KTsamRLE sowie KTsamRLE + pVLT33
(Kontrolle), + pVLT33_algC und + pVLT33_rmIBDAC auch hinsichtlich ihrer eYFP-Fluoreszenz
verfolgt (11.3.1; 11.3.2). Im Anschluss an die Kultivierung erfolgte die Quantifizierung des HAA- und
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mRL-Titers mittels HPLC (11.3.7). Somit konnten das Wachstum und die eYFP-Fluoreszenz sowie
der HAA- und mRL-Titer ermittelt werden (vgl. Abb. 11I-16).
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Abb. 1lI-16: Plasmid-basierte und Genomintegron-basierte heterologe Koexpression von Genen zur Bildung der
Rhamnolipid-Vorstufe dTDP-L-Rhamnose.

Die heterolog exprimierten Gene algC und rmIBDAC aus P. aeruginosa PAO1 kodieren die Proteine Phosphoglucomutase (AlgC),
G1P-Thymidylyltransferase (RmlA), dTDP-Glucose 4,6-Dehydratase (RmiIB), dTDP-4-Dehydrorhamnose-3,5-Epimerase (RmIC)
und dTDP-4-Dehydrorhamnose-Reductase (RmID), die die ersten fiinf Syntheseschritte zur Bildung von dTDP-L-Rhamnose (Rha)
Uber G1P aus G6P katalysieren (B; links). Zur besseren Veranschaulichung wurde nur zu jedem zehnten Datenpunkt die
Standardabweichung zugeordnet. Die Ergebnisse reprasentieren Mittelwerte aus biologischen Replikaten.

A: Die Plasmid-basierte Koexpression erfolgte mit P. putida KTamRLE, sowie KTsmRLE + pVLT33 (Kontrolle), + pVLT33_algC und
+ pVLT33_rmIBDAC, die in LBxmzs-Medium + 10 g/L Glucose im Mikrobioreaktorsystem (11.2.1.1) mit 2 mM Salicylat und 0,4 mM
IPTG (Induktionszeitpunkt: 3,5 h) kultiviert und hinsichtlich ihrer Biomasse- und eYFP-Fluoreszenz (F) fur 24 h verfolgt wurden
(11.3.1; 11.3.2). Im Anschluss an die Kultivierung erfolgte die Quantifizierung des HAA- und mRL-Titers mittels HPLC (11.3.7).

B: Die genomische Koexpression erfolgte mit P. putida KTemRL, KTgmRL+Rha und KTmRL+Rha+G1P™S, die in
LB-Medium + 10 g/L Glucose im Mikrobioreaktorsystem (11.2.1.1) mit 2 mM Salicylat (Induktionszeitpunkt: 3,5 h) kultiviert wurden.
Im Anschluss an die Kultivierung erfolgte die Quantifizierung des HAA- und mRL-Titers mittels HPLC (11.3.7).

Es fiel auf, dass das Einbringen von Plasmiden in P. putida KTssmRLE (Abb. 11I-16 (A)) zu einem
erheblichen Verlust der Expressionsleistung der integrierten Gene (vgl. Abb. llI-16 (A));
eYFP-Fluoreszenz) flhrte, was in einem um 78% reduzierten Biotensid-Titer (HAA+mRL) resultierte,
obwohl die Zellen kein reduziertes Wachstum vorwiesen. Dies unterstreicht, dass schon die
Erhaltung eines Plasmides in einen Organismus zu einer hohen metabolischen Last fiihren kann
und die internen Zellmaschinerien erheblich beeintrachtigt werden. Es ist bekannt, dass die
Erhaltung von Plasmiden in Mikroorganismen aufgrund des metabolic burden zu einer Verringerung
der Wachstumsrate und zu ungewiinschten Riickkopplungen hinsichtlich der Expression von Genen
fuhren kann (Bailey et al., 1986; Gyorgy et al., 2015). Es scheint, als wirden zelluldre Ressourcen
auf die Replikation und Beibehaltung des Plasmides gelenkt werden, wodurch vermutlich interne
metabolische Flisse dazu flihren, dass die Expression genomintegrierter Gene herabreguliert wird.
Dies konnte in den hier untersuchten KTsamRL + pVLT33, + pVLT33_algC und + pVLT33_rmIBDAC
Produzenten zu der beobachteten Reduktion RL-Titers beitragen. Nichtdestotrotz lasst sich im
Vergleich zum Leervektor (pVLT33) ein Trend erkennen (vgl. Abb. IlI-16 (A)): Schon durch die
Plasmid-basierte Koexpression von algC und rmIBDAC kann die Produktion von mRL im Vergleich
zum Leervektor um ca. 90% erhéht und die HAA-Akkumulation verringert werden. Dies stimmt

ungefahr mit der vormals gemachten Beobachtung einer Steuerung des RL-Titers um 109% bei
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Plasmid-basierter Koexpression des rmIBDAC-Operons bei hier ebenfalls Plasmid-basierten
rhIAB-Expression in P. putida KT2440 Uberein (Wittgens, 2013).

Im nachsten Schritt wurde das rmIBDAC-Operon und anschlielRend das Gen algC hinter das
rhIAB-Operon in Transkriptionsfusion kloniert, sodass die Expression aller genomintegrierter Gene
durch den Salicylat-Promotor initiiert werden kann (vgl. Abb. 1lI-16 (B)). Dieses Vorgehen flhrte
dazu, dass die zusatzliche Expression von rmIBDAC zu einer Erhéhung des mRL-Titers um 49%
beitragt und das molare Verhaltnis von HAA/mRL von 16% auf 7% verringert werden kann. Die
zusatzliche Expression von algC (KTsamRL+Rha+G1P), unabhangig vom Einsatz des vollstandigen
Gens (F) oder der lediglich aktiven Domane (S), zeigte hingegen eine vollstandige Konversion von
HAA zu mRL und einem resultierenden mRL-Titer von 1,45 g/L, jedoch einhergehend mit einem
geringen Verlust des Biotensid-Titers.

Damit scheint die native Expression des rfbBDAC-Operons und des pgm-Gens einen limitierenden
Faktor zur Produktion von RL in P. putida darzustellen (Abb. lll-16 (B); links). Griinde hierfir kdnnen
vielfaltig sein: Vermutlich wird durch die zusatzliche heterologe Expression dieser Gene und der
daraus héheren Menge der dTDP-L-Rhamnose die Synthesegeschwindigkeit erhéht, sodass die
Konversion von HAA zu mRL noch vor dem Einsetzen bestimmter postulierter RNA-
Degradationsprozesse erfolgen kann. Hierbei im Speziellen die Degradation von rh/iB-mRNA,
wodurch weniger aktives Enzym flr die Umwandlung von HAA zu mRL durch zunehmendes Alter
des Transkriptes (vgl. I11.2.1.1) zur Verfiigung steht.

Weiterhin kdnnte auch die rapide Konversion von D-Glucose zu dTDP-L-Rhamnose zu einer
besseren Bereitstellung der dTDP-L-Rhamnose flihren. Trotz der recht hohen eingesetzten
Glucosekonzentration (10 g/L), kdnnte die Produktion von dTDP-L-Rhamnose aus akkumulierendem
D-Gluconat/2-Keto-D-gluconat (Karmainski, 2020; vgl. Abb. I-6) nach dem Verbrauch der Glucose
erschwert sein. Der vollstandige Abbau der D-Glucose zum Entnahmezeitpunkt der Proben (24 h)
wurde hier zwar nicht bestimmt, scheint aber mdglich. Die Plasmid-basierten Produzenten
(Abb. llI-16 (A)) scheinen sich im Gegensatz zu den Stdmmen mit genomintegrierten
Expressionskassetten (Abb. 11I-16 (B) bereits in der stationaren Wuchsphase zu befinden, sodass
analog zu Tiso et al., 2020 die Produktion von RL aufgrund der fehlenden Glucose zurtickgefahren
werden kénnte (vgl. Tiso et al., 2020; M9-Medium + 17 g/L Glucose; Glucose verbraucht nach 10 h
Kultivierung bei einsetzten der stationaren Wuchsphase; s. a. Bator, 2020; Karmainski, 2020).
Aber auch die generell erhdhte Enzymkonzentration in der spat-logarithmischen Phase kann eine
Relevanz besitzen. Flr P. aeruginosa wurde eine erhdhte Expression des rml-Operons in der
spat-logarithmischen Phase gezeigt (Aguirre-Ramirez et al.,, 2012), sodass die mutmalilich
verstarkte Synthese von dTDP-L-Rhamnose hier auf die erhdhte Enzymkonzentration besonders zur
stationdren Wuchsphase hin, zurlickzufiihren sein kann (s. a. Wittgens, 2013). Ebenso kann die
Kinetik der aus P. aeruginosa stammenden Enzyme eine Bedeutung haben, die vermutlich optimaler
auf die Synthese der RL abgestimmt sind (Wittgens, 2013) und somit ein interessantes
Forschungsfeld zur Aufschliisselung der metabolischen Flisse in P. putida KT2440 zur heterologen

RL-Produktion sein konnten.
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Zusammenfassend legten die hier durchgefihrten Experimente nahe, dass die Menge an
verfligbarer dTDP-L-Rhamnose eine Limitation bei der Umsetzung von HAA zu mRL in P. putida
KT2440 darstellen konnte. Eine hdhere Bereitstellung von aktivierter L-Rhamnose kdnnte die
RL-Produktion férdern. Um die Produktion von RL in P. putida KT2440 weiter zu steigern, ware es
zuklnftig auch interessant, die homologen BSG fiir die Produktion von dTDP-L-Rhamnose
bestehend aus den Genen PP_5288 sowie dem rfbBDAC-Operon (vgl. 1.3.2) hoch zu regulieren oder
unter Kontrolle eines synthetischen Promotors zu bringen. Dies kdnnte gezielt die Limitierung an
dTDP-L-Rhamnose minimieren ohne zusatzliche Gene einzubringen und eine daraus mdgliche
entstehende metabolischen Last zu erzeugen, die hier eventuell durch die Reduktion des Biotensid-
Titers durch die zusatzliche genomintegrierte Expression des algC-Gens beobachtet werden konnte.
Neben dTDP-L-Rhamnose sollte auch die Bereitstellung der Edukte der Lipiddomane, durch
Koexpression heterologer Gene oder der Hochregulierung von nativen Genen aus dem
FAS-II-Zyklus oder der 3-Oxidation, aber auch dem gezielten metabolic engineering oder ALE der
Zelle zur Erhéhung des Fettsdurespiegels in Betracht gezogen werden (vgl. Abb. 1-6 (A)). Dieses
Edukt koénnte vor allem zur stationdaren Wuchsphase hin, in der sich die Fettsaure-
Zusammensetzung der Zellen andert (Hartig et al., 2005), einen limitierenden Faktor darstellen. Auch
die heterologe B-Ketoacyl Reduktase RhIG aus dem FAS-II-Zyklus (homologe Enzym FabG; vgl.
Abb. I-6 (A)), welche flr die Produktion von HAA und damit auch von RL in P. aeruginosa von grol3er
Bedeutung ist (Miller et al., 2006), kdénnte den RL-Titer, produziert durch P. putida KT2440, weiter
erhéhen.

Abschlielend ist der Erfolg der hier durchgefiihrten sequenziellen Optimierung des Salicylat-

induzierbaren RL-Produktionsstammes in Tab. lll-4 dargestellt.

Tab. lll-4: Ubersicht der resultierten Produktionsparameter bei der Verwendung der Salicylat-induzierbaren Rhamnolipid-
Kassette und einer Induktorkonzentration von 2 mM.

Kapitel P. putida-Stamm 3 HAA [g/L] 3 mRL [g/L] HAA/mRL [%] 2 Biotensid [mM]

111.3.1 KTsamRLE 0,37 0,98 27 3,47

111.3.1 GRsamRLE 0,04 1,02 3 2,92
1.3.1.1 EvosamRLE 0,02 0,96 1 2,72

111.3.2 KTsamRLE + pVLT33 0,04 0,21 14 0,66

111.3.2 KTsamRLE + pVLT33_rmIBDAC 0 0,42 0 1,17

1.3.2 KTsamRLE + pVLT33_algC 0 0,36 0 1

1.3.2 KTsamRL+Rha 0,14 1,42 7 4,24

111.3.2 KTsamRL+Rha+G1PF 0,01 1,45 0 4,06

So konnte gezeigt werden, dass der Biotensid-Titer lediglich in den hier konstruierten
genomintegrierten Varianten mit heterologer Expression der Gene rmIBDAC und algC erhéht wurde.
Zudem konnte die HAA-Akkumulation minimiert werden, wodurch ein reineres mRL-Extrakt
gewonnen werden kann. Damit schafft P. putida KTsamRL+Rha+G1PF eine Grundlage fiir die
RL-Produktion, welche wohl trotz Kultivierung im Labormafistab mit einem Titer von 1,45 g/L bei
einer Skalierung (up-scaling) wohl nicht mit den in P. aeruginosa erzielten bis zu 150 g/L
(Fed-Batch-Verfahren; Speiseolzufiitterung) konkurrieren kann (Gong et al., 2015; Dobler et al.,
2017; He et al., 2017). Dennoch bietet das entstandene Cargo eine Grundlage fiir weiterfihrende

Optimierungen, um die RL-Produktion in der versatilen und nicht-pathogenen P. putida-Plattform als
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nachhaltige Alternative fiir Erddl-basierten Tensiden in einem prozessrelevanten Malistab zu

ermoglichen.
Zusammenfassung | Heterologe Expression zur Bereitstellung von dTDP-L-Rhamnose

(1) Die Verwendung von Plasmiden zur heterologen Koexpression relevanter Edukt-Synthasen fiihrte
zu einem rapiden Verlust der Expressionsstarke des rhIAB-Operons einhergehend mit einer
massiven Minderung des Produktionstiters.

(2) Die beste Strategie zur Erhéhung des Biotensid-Titers bei gleichzeitiger vollstandiger Konversion
von HAA zu mRL stellte die genomintegrierte heterologe Koexpression von Genen, die fur die
Proteine AlgC und RmIBDAC kodieren, in P. putida KTssmRL+Rha+G1P dar. Hierdurch konnte
bei einer Induktorkonzentration von 2 mM Salicylat ein HAA-bereinigtes mRL-Produkt mit einem

Titer von 1,45 g/L erreicht werden.
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l1l.4 Ansatzpunkte zur zukunftigen Weiterentwicklung der Pseudomonas putida

Rhamnolipid-Plattform

Um die P. putida KT2440 Zellfabrik fir die RL-Produktion zu optimieren, wurden auf Basis der hier
konstruierten Werkzeuge (Ill.1) stabile Produzenten mit unterschiedlichen Promotoren konstruiert
und validiert sowie in Bezug zum resultierenden RL-Titer untersucht. Dabei standen besonders die
Charakterisierung des Transkriptions-, Stabilitats-, Produktions- und Induktionsprofils (I11.2) sowie
die Optimierung des metabolischen Flusses zur Verringerung der HAA-Akkumulation und der
Erhéhung des RL-Titers im Vordergrund (I11.3). Hierzu wurde die Menge der resultierenden
Transkripte in Bezug zur Biosynthese von RL gebracht (I1l.2.1), die Produktionsstabilitdt der
RL-Produzenten mit dem hochsten resultierenden Titer untersucht (111.2.2) und die Induktions- und
Produktionsprofile verschiedener induzierbarer Promotoren bewertet (l11.2.3). Zudem wurde die
Salicylat-induzierbare RL-Kassette in einer metabolisch optimierten Mutante integriert (111.3.1) und
deren Stresstoleranz evaluiert (111.3.1.1). Weiterhin wurde die genomintegrierte Koexpression der
heterologen Gene aus P. aeruginosa zur verbesserten Bereitstellung des Eduktes
dTDP-L-Rhamnose vorgenommen (111.3.2).

Im Folgenden werden die einzelnen Schritte hinsichtlich Aufwand und Erfolg in Bezug auf die
Salicylat-induzierbare Genexpression, mdgliche Optimierungen und Erweiterungen sowie auf den
grundsatzlichen Einsatz dieses Stammes in Bezug auf die Skalierung der Produktion beurteilt.
Zusatzlich wurden in Kooperation mit dem G2L-Goéttingen Ergebnisse aus einem
Transkriptomdatensatz evaluiert und die mdglichen Herausforderungen der Skalierung der
Produktion anhand von Beispielen aus der Literatur diskutiert. Abschliefiend sollen anhand von
alternativen rh/-Biosynthesegenen die Limitierungen der Produktion der RL, ausgehend vom Genom
und der Salicylat-induzierbaren Expression, aufgezeigt und Blicke auf zukinftige Perspektiven zur

Etablierung von malRgeschneiderten Biotensiden vorgestellt werden.

ll.4.1 Evaluierung der Pseudomonas putida Zellfabrik zur weiteren Optimierung der

Rhamnolipid-Produktion

Im Rahmen dieser Arbeit konnte zur Konstruktion geeigneter heterologer P. putida KT2440
RL-Produzenten eine toolbox zur effektiven Klonierung bzw. zur Integration der rhIAB-Gene aus
P. aeruginosa PAO1 in die attTn7-Stelle im Genom (Il.1.1) und eine Methode — der VPBO-Assay
(.2.1.1) — etabliert werden, mithilfe derer ein pool an interessanten Produzenten mit
unterschiedlichen Promotoren gewonnen werden konnte (l11.2). Dieser pool an vielversprechenden
Produktionsstammen wurde sequenziell auf Ebenen der Transkription, der Produktionsstabilitat, der
Induktion und des resultierenden RL-Titers hin untersucht und mit bekannten Referenzstdmmen aus
der Literatur verglichen (111.2.1-3).

Ein Vergleich verschiedener Promotoren stellt hierbei eine sinnvolle Strategie zur Optimierung der

resultierenden Expression und ggf. des entstehenden Produkttiters dar. Beispielsweise konnte Zobel
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et al., 2015 eine Bibliothek an unterschiedlichen synthetischen Promotoren anhand der Expression
von GFP und ihrer resultierenden Fluoreszenz evaluieren und die entsprechende Expressionsstarke
bewerten (s. a. Kobbing et al., 2020). Dass der Vergleich verschiedener Promotorsysteme zur
Optimierung der heterologen Naturstoffsynthese sinnvoll ist, wies auch Gemperlein et al., 2017 fur
die Coronatin-Produktion in P. putida KT2440 nach. Hier zeigte sich, dass die Verwendung des
induzierbaren Pu/XylS (vgl. Tab.1-2) Promotorsystems zu einer schlechteren Produktion von
Coronatin fiihrte und dass die Expression der kodierenden Gene ausgehend von einem konstitutiv
aktiven Promotor in diesem Zusammenhang erstrebenswerter ist. Weiterhin setzte Wittgens, 2013
die Strategie der Erstellung und Durchmusterung einer synthetischen Promtorbibliothek zur
Optimierung des RL-Titers ein. Durch Plasmid-basierte Expression ausgehend von der dort
konstruierten Psy,-Promotorbibliothek konnte diese evaluiert werden, sodass die geeignetsten
Verwendung in Plasmiden wie pSB01, pWJ02 und pPS05 (Tiso et al.,, 2016, 2017b) fanden
(2hnliches Konzept s. a. Wigneswaran et al., 2016).

Jedoch konnte im Rahmen dieser Arbeit auf verschiedenen Ebenen (111.2.1-2; 111.3.2) gezeigt werden,
dass die Plasmid-basierte Expression der rhl-Gene, hier reprasentativ anhand des P. putida KT2440
pPS05 (Tiso et al., 2016) gezeigt, nicht geeignet zur Generierung eines robusten
Produktionsstammes ist. Durch Plasmid-basierte rhIAB-Expression konnten zwar hohe
Transkriptionslevel im Vergleich zu den hier konstruierten Stdammen mit genomintegrierten
Expressionskassetten erreicht werden (Abb. IlI-9), die jedoch im Vergleich zu einigen dieser
Stamme (KTmsmRLE, KTsamRLE, KTsmRLE) mit einem deutlich geringeren Biotensid-Titer
einhergingen.

Diese starke Plasmid-basierte Uberexpression, vermutlich bedingt durch die konstitutiv aktive
Expression des stark synthetisch optimierten Promotors sowie der hohen Kopienzahl des Plasmides
und somit der Gene, kdnnte die Bildung von inclusion bodies férdern. So kénnten die Rhl-Proteine
aufgrund der erhéhten Konzentration eher zur Aggregation neigen, welches durch den Austausch
des Promotors durch eine schwachere Variante ggf. behoben werden kénnte (s .a. Wittgens, 2013).
Die Bildung von inclusion bodies ist sehr gut erforscht und kann zu einer starken Inhibierung der zu
katalysierenden Reaktion fiihren (Kopito, 2000). /nclusion bodies kénnen aber auch gezielt als
enzymatische Plattformen fiir die Darstellung vollstéandiger Biosynthesewege dienen (Krauss et al.,
2017) und bei entsprechender Optimierung eine interessante Grundlage fir die in vitro Biokatalyse
zur Bildung von RL (Magario et al., 2009; Gehring et al., 2016) sein.

Ein anderer Grund fiir den geringen Titer trotz eines hohen Transkriptionslevels kénnte der Verlust
des Plasmides in einigen Zellen aufgrund der stochastischen Ungleichverteilung wahrend der
Zellteilung sein (Nora et al., 2019). Auf einer geringen Zeitskala konnte hier (vgl. 111.2.2; Abb. llI-11)
gezeigt werden, dass eine Heterogenitat der RL-Produktion zu beobachten ist, die dazu fihrt, dass
die mRL-Produktion trotz weiterer Kultivierung auf selektivem LB-Agar rapide verloren geht. Dieses
weitere Wachstum unter selektiven Bedingungen ist Uberraschend und kdnnte an den bereits
postulierten mdglichen Mutationen in den essenziellen Biosynthesegenen oder regulatorischen

DNA-Abschnitten liegen (vgl. 111.2.2; Peng und Liang, 2020). Es kdnnte aber auch ein Indiz fur die
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spontane Rekombination des Plasmides durch den erzeugten metabolischen Stress, ausgehend von
Plasmid und RL-Produktion, in das Genom der Wirtszelle sein. Zusatzlich konnte die metabolische
Last ausgehend vom Plasmid auch bei der simplen Integration und Beibehaltung eines Leervektors
in den rekombinanten Rhamnolipid-produzierenden Stadmmen beobachtet werden (vgl. 111.3.2;
Abb. llI-16). Hierbei nahm die Expressionsleistung der genomisch-integrierten rhIAB-Gene ab.
Umso erstaunlicher ist, dass in nahezu allen der bisher etablierten rekombinanten RL-Produzenten
(Tab. I-3; Wittgens et al., 2011; Cao et al., 2012; Wigneswaran et al., 2016; Tiso et al., 2016; Noll
et al., 2019) die Expression der rhl-Gene auf Basis von Plasmiden realisiert wurde.

Hierflr kdnne verschiedene Griinde vorliegen: So lasst sich die Klonierung und Generierung eines
RL-Produzenten vermeintlich viel schneller auf Basis von Plasmiden umsetzten, da die
entsprechende Plasmid-foolbox zur Manipulation in P. putida KT2440 (SEVA; Silva-Rocha et al.,
2013) deutlich ausgepragter und erforschter ist (vgl. 1.3.1.1; Loeschcke und Thies, 2020). Zudem
lassen sich durch den Einsatz von broad-host-range Plasmiden verschiedene Wirte adressieren und
durch Plasmide mit unterschiedlichen Kompatibilitdten und Resistenzen auch mehrere Plasmide in
einen Stamm integrieren, wodurch eine gewisse Flexibilitdit des untersuchten Konstrukts
gewahrleistet werden kann (De Gelder et al., 2008). Weiterhin konnte Beuker et al., 20163,
vermutlich durch geschickte Prozessfiuhrung, durchaus mit einem Plasmid-basierten
Produktionsstamm hohe RL-Titer (14,9 g/L) erzielen.

Im Hinblick auf einen grof3skaligen Prozess, bei dem Robustheit (hohe Stresstoleranz), hohe
Produkttiter (resultierend aus ausgewogenen Transkriptraten und homogener Expression) und
geringe Kosten (keine teuren Additive wie Antibiotika) gefordert werden (Yang, 2007; Henkel et al.,
2012), sollte moéglichst vom Einsatz von Plasmiden abgesehen werden. Die im Rahmen zweier
Arbeiten gemeinschaftlich konstruierte yTREX-toolbox (diese Arbeit und Weihmann, nicht
veroffentlicht) kann durch ihre Modularitat und den Einbezug der Transposasen- oder Interposon-
basierten Integration ein Meilenstein fiir die schnelle Generierung von robusten industriellen
Produktionsstdmmen sein. Dabei stellt die Integration in die einzigartige affTn7-Stelle im Rahmen
dieser Arbeit eine wichtige Voraussetzung dar. Sie erlaubt den Vergleich von Transkript- und
Produktionsraten (Zobel et al., 2015), hier beispielhaft anhand verschiedener Fluoreszenzreporter
(11.3.1.1) und (induzierbarer) Promotoren (l1l.2.1; 11l.2.3) gezeigt. Jedoch ware es fir die
Weiterentwicklung der heterologen RL-Produktion in P. putida KT2440 auch interessant, die
Expression an anderen Integrationsorten als der atfTn7-Stelle zu Uberprifen, um Positionseffekte
(Sauer et al., 2016; Chaves et al., 2020) in Bezug zur RL-Produktion zu eruieren. So konnte bspw.
Domrose et al., 2019 zeigen, dass die Integration des pig-Operons in die rRNA-Operons zu einer
hohen Produktion des Sekundarmetaboliten Prodigiosin in P. putida KT2440 fihrt (Domrése et al.,
2019).

Die konstitutive Produktion von RL, die bspw. durch randomisierte Integration der genetischen
Information zur Adressierung eines alternativen Integrationsortes entstehen kénnte (Domrdse et al.,
2017), scheint jedoch, aufgrund des beobachteten Selektionsdrucks durch RL (Il1.2.2), nicht

erstrebenswert zu sein. Dieser Selektionsdruck ausgehend von RL zeigt eindrucksvoll, welchen
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Einfluss die genetische Stabilitat des Produzenten auf den potenziellen Produktionsprozess haben
kann (Peng und Liang, 2020). Die genetische Stabilitdt, die Stabilitdt des Transkriptes und die
metabolische Robustheit sind somit wichtige Parameter, die bei der Optimierung eines Produzenten
betrachtet werden sollten, da es sonst zu negativen Riickkopplungen kommen kénnte (Nikel und de
Lorenzo, 2018; Martinez-Garcia und de Lorenzo, 2019; Peng und Liang, 2020). In dieser Arbeit
konnte anhand des Einfluss der RL-Produktion (iber mehrere Generationen hinweg (I11.2.2) sowie
der starken Expression von Genen (lll.2.1) und der Supplementation mit dem Induktor Salicylat
(111.3.1) gezeigt werden, dass dies den RL-Titer massiv beeintrachtigten kann.

Auf Basis dessen scheinen die induzierbaren Promotoren aufgrund ihrer geringen Basalexpression,
der graduellen Steuerung von Expressionsleveln (111.2.3), aber auch der geringen Kosten der
Induktoren (Tab. 11l-3), besonders gut geeignet fiir eine Skalierung des RL-Produktionsprozesses zu
sein. Weitere Strategien zur Optimierung, hier beispielhaft anhand der Salicylat-induzierbaren RL-
Kassette durch heterologe Produktion bestimmter Edukt-Synthasen gezeigt (111.3.2), konnten im
Rahmen dieser Arbeit zur weiteren Erh6hung des resultierenden Produkttiters um 48% auf 1,45 g/L
beitragen.

In Zukunft sollte der Fokus zur weiteren Optimierung der P. putida KT2440 RL-Plattform auf zwei
unterschiedliche  Betrachtungsweisen gelenkt werden, die jedoch eng miteinander
zusammenhangen und die Kooperation verschiedener Experten auf der Ebene der Mikro- und
Molekularbiologie sowie Biotechnologie und Verfahrenstechnik bendétigt (Wehrs et al., 2020). Zum
einen sollte die Optimierung der Zellmaschinerie und die Aufklarung molekularer Zusammenhéange
vorangetrieben, zum anderen sollte die Anpassung und Verbesserung des Produktionsstammes
hinsichtlich des grof3skaligen Produktionsprozesses betrachtet werden (Tiso et al., 2020).

Auf zellularer Ebene sollte vor allem die Optimierung des metabolischen Flusses sowie die
Stabilisierung der DNA-/RNA-Struktur der rh/AB-Gene und Transkripte ins Auge gefasst werden, um
potenzielle Degradationseffekte (111.2.1) zu minimieren. Weiterhin sollte, wie in dieser Arbeit durch
ausgewahlte heterologe Gene gezeigt (111.3.2), versucht werden, den Zufluss zu den Vorstufen HAA
und dTDP-L-Rhamnose zu verbessern.

Fir die Aufklarung weiterer Ansatze zur Optimierung der Salicylat-induzierbaren zellularen Plattform,
wurde im Rahmen dieser Arbeit durch Kooperation mit dem G2L, Georg-Augustus-Universitat
Gottingen eine vollstandige Transkriptom-Sequenzierung (RNA-Seq) auf Basis des P. putida
GRsamRL durchgefihrt (11.1.2; 11.2.14; in LB-Medium; Induktion nach 3,5 h mit 2 mM Salicylat; vgl.
Abb. A-7). Diese sollte zusatzliche Aufklarung zu bislang nicht bekannten Reaktionen dieses
genetisch optimierten P. putida-Chassis auf die Produktion von RL und die Supplementation von
2 mM Salicylat (vgl. 111.3.1.1) mit potenziell nachteiligen Auswirkungen flr die Zelle geben. Hierdurch
konnten eine Reihe unter diesen Bedingungen stark hochregulierter Gene identifiziert werden, die

mogliche Angriffspunkte flr weitere Optimierungen darstellen kénnten (Tab. 1lI-5).
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Tab. llI-5: Liste ausgewadhlter hochregulierter Gene bei Transkriptomanalyse (RNA-Seq) von Pseudomonas putida
GR:.mRL als Antwort auf die Exposition mit Salicylat und Rhamnolipiden.

Der FC [log] ist ein Maf flr die Transkriptdnderung auf einer logarithmischen Skala und vergleicht hier P. putida GR(samRL) mit
und ohne/Saliclyat bzw. mit/ohne RL-Produktion (vgl. Abb. A-7). Die hochregulierten Gene wurden auf Basis der Zugehdrigkeit der
kodierten Proteine zu den folgenden Kategorien ausgewahlt: Kat. 1: potenzielle membranassoziierte Transporter-/Exporterproteine,
die die Sekretion von RL liber die Membran erleichtern kénnten. Kat. 2: potenzielle Hydrolasen, die wahrend der rekombinanten
RL-Produktion tberexprimiert werden und fir deren Abbau verantwortlich sein kdnnten. Kat. 3: potenzielle Enzyme, die mit der
Salicylat-Supplementierung assoziiert sind, die fir die Induktion der RL-Biosynthese in den verwendeten P. putida-Stammen
notwendig ist. Kat. 4: potenzielle Systeme die auf membranaktive Verbindungen wie RL reagieren kdnnten.

Kat. Locus Annotation Funktion (nach Homologie) FC [log]
1 PP_4035 transporter, NCS1 nucleoside transporter family Nukleotid-Transport und -Metabolismus 1,45
1 PP_3803 cation ABC transporter, permease protein, putative Anorgan!scher lonentransport und 2,76

Metabolismus
1 PP_3802 cation ABC transporter, ATP-binding protein, putative Anorgan.lscher lonentransport und 2,86
Metabolismus
cation ABC transporter, periplasmic cation-binding Anorganischer lonentransport und
1 PP_3801 . . ) 3,13
- protein, putative Metabolismus
1 PP_2454 mono's accharide A?C transporter substrate-binding Kohlenhydrattransport und -stoffwechsel 1,58
protein, CUT2 family
1 PP_2388 transporter, LysE family Kohlenhydrattransport und -stoffwechsel 1,25
1 PP_1273 multidrug efflux MFS outer membrane protein, putative | Zellwand/Membran/Hdllen-Biogenese 4,73
1 PP 1272 multit'irug efflux MFS membrane fusion protein, Abwehrmechanismen 4,30
— putative
1 PP_1123 putative membrane protein Unbekannt 1,37
1 PP_1122 OmpA family protein Unbekannt 1,81
1 PP_0701 MFS efflux transporter, putative Kohlenhydrattransport und -stoffwechsel 2,05
2 PP_2051 acetyl-CoA acetyltransferase Lipidtransport und -stoffwechsel 1,33
, . . Posttranslationale Modifikation,
2 PP_1894 glutathione S-transferase family protein Proteinumsatz, Chaperone 1,32
2 PP_1113 pyridoxal-phosphate dependent enzyme family protein Aminosauretransport und -stoffwechsel 1,13
2 PP_1274 short chain dehydrogenase Lipidtransport und -stoffwechsel 4,71
2 PP_0159 CAIB/BAIF family protein Lipidtransport und -stoffwechsel 2,61
3 PP_1829 hydrolase, alpha/beta fold family Lipidtransport und -stoffwechsel 1,20
3 PP_3549 multidrug efflux MFS membrane fusion protein Abvx.le.hrrnechanlsmen/ Resistenz gegen 2,79
Antibiotika
3 PP_3165 benzoate MFS transporter BenK Kohlenhydrattransport und -stoffwechsel 1,47
3 PP_2910 L-2-hydroxyglutarate oxidase Kohlenhydrattransport und -stoffwechsel 1,22
3 PP_0862 putative hydroxylase Unbekannt 2,10

3,4 PP_1270 transcriptional regulator, LysR family, pvdS Kohlenstoff- und Stickstoffmetabolismus 5,23
4 PP_3797 hypothetical protein Unbekannt 4,81
4 PP_0270 sensor histidine kinase Signaltransduktion 5,08
4 PP_1812 hypothetical protein Unbekannt 1,46

Hierbei konnte eine starke Reaktion bei Exposition von P. putida KT2440 GR18 mit Salicylat
beobachtet werden, (vgl. Abb. A-7 (C)). Insbesondere mit der Eisenhomeostase assoziierte Gene
bspw. pvdS (FC [log] = 5,23) wurden hochreguliert, vermutlich aufgrund des Siderophor-defizienten
Stammhintergrundes und der Detoxifikationsreaktion ausgelést durch den supplementieren
Aromaten Salicylat (vgl. [11.3.1.1; Heim et al.,, 2003; Joshi et al.,, 2014). Diese massive
Transkriptomveranderung einschlief3lich der Hochregulierung vieler Transkriptionsfaktoren und
Transportproteine (vgl. Tab. IlI-5; Kat. 3) weist, wie bereits in 111.3.1.1 beschrieben, auf einen starken
Stress wahrend der Salicylatexposition hin. Potenzielle Decarboxylasen oder Hydroxylasen, wie
PP_0862, kdonnten zudem ein noch unbekanntes Bindeglied zwischen Salicylat und dem
voraussichtlichen Abbauprodukt, Catechol, darstellen (vgl. Abb. 14 (A)) und sollten zur Optimierung
des Salicylat-Promotorsystems flir die Expression in P. putida KT2440 weiter evaluiert werden.

Weiterhin konnten, durch Vergleich mit dem Kontrollstamm P. putida KT2440 GR18 (+ Sal/-RL; vgl.
Abb. A-7 (A)), fir den RL-Produzenten P. putida GRsamRL einige Gene identifiziert werden, die in
Zusammenhang mit der Produktion von RL stehen konnten. Insbesondere die Hochregulierung
mutmallicher Gene fur unspezifische Exportproteine (Tab. llI-5; Kat. 1) stellt einen interessanten

Ansatzpunkt fir zukinftige Studien zur Sekretion von RL und der Toleranz von P. putida KT2440 in
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diesem Zusammenhang dar. Letztendlich wird darauf abgezielt, einen Stamm mit verbesserter
RL-Sekretion zu konstruieren, da der Mechanismus der Sekretion bislang, selbst in den
Ursprungsorganismen (Xavier et al.,, 2011), nicht aufgeklart ist. Obwohl lange in vielen
RL-Produzenten die im rhl-Operon assoziierten Gene als potenzielle Transportproteine fir RL in
Betracht gezogen wurden, die ggf. fir membranstandige Proteine/Transporter der MFS (major-
facilitator-superfamily) kodieren kénnten (vgl. Abb. 1-4; grau), konnte eine essenzielle Funktion im
Transport zunachst ausgeschlossen werden (Wittgens, 2013). Im Zusammenhang mit der hier
durchgefiihrten RNA-Seq (Abb. A-7; Tab. llI-5) konnten jedoch in P. putida KT2440 einige bislang
nicht in Bezug zur Produktion von RL charakterisierte MDR- (multi drug resistance)-Proteine in
Gegenwart von RL als stark hochreguliert identifiziert werden, bspw. kodiert durch die Gene
PP_1271, PP_1272 und PP_1273 (vgl. Tab. llI-5; Kat. 1). Dieses Operon wurde wahrend der
Salicylat-induzierten RL-Produktion bis zum 26-fachen hochreguliert. Die starke Uberexpression von
Genen, die mit der Eisenhomeostase assoziiert sind, vermutlich erzeugt durch die Exposition mit
Salicylat, erschwerte hier jedoch die eindeutige ldentifizierung von RL-spezifischen Reaktionen
(vgl. Abb. A-7 (B)). Das heildt, es ist nicht auszuschliel3en, dass diese Transkriptveranderung auch
auf das Salicylat zurlickzuflihren sein kénnte und somit eine recht unspezifische Stressantwort
darstellt. Dies lassen auch Berichte des PP_1271-3 Operons bei der Involvierung im
p-Hydroxybenzoat Export aber auch der Toleranz gegenulber Propionat vermuten (Verhoef et al.,
2010; Ma et al., 2020). Wie wichtig die Aufschlisselung solcher Sekretionsphdnomene sein kann,
zeigte Vrljic et al., 1996 mit der Entdeckung des LysE-Transporters zur Sekretion von L-Lysin, was
zu einer fiinffachen Erhéhung der sekretierten L-Lysin Menge und der erfolgreichen Etablierung von
Corynebacterium glutamicum als L-Lysin-Produzent beigetragen hat (Eggeling und Bott, 2005;
Brautaset et al., 2017). Ungeachtet dessen sind zusatzlich Strategien zur Verbesserung der Toleranz
gegenulber Salicylat, zur Aufschlisselung und Verbesserung der Sekretion, die Optimierung des
metabolischen Flusses sowie der genetischen Struktur der rh/AB-Gene und Transkripte zellulare
Ansatzpunkte zur Optimierung des Produzenten.

Ein weiterer Faktor fiir die Etablierung von P. putida KT2440 als Plattform zur Produktion von RL ist
die Anpassung des heterologen Produzenten hinsichtlich der Skalierung der Produktion. In grof3en
Bioreaktoren und im letztendlich etablierten Produktionsprozess sind besondere Herausforderungen
vorhanden, die ein Produktionsstamm bewaltigen muss. Diese waren u. a. fir die Produktion von RL
die hohe Zelldichte, die starke Schaumbildung durch die akkumulierenden Tenside sowie alternative
Substrate und Medien, die aus Kostengriinden eingesetzt werden (Henkel et al., 2012, 2017; Mdller
et al., 2012). So kann bei der Hochzelldichtekultivierung eine Ungleichverteilung von Sauerstoff und
Substraten, vor allem bei gleichzeitiger Produktion unter konstitutiv aktiven starken Promotoren und
somit einem potenziell hdheren Bedarf, enorm werden. Ein metabolic engineering hinsichtlich eines
optimierten Stoffwechsels und dem knockout energieintensiver Stoffwechselwege kann Ressourcen
einsparen und sinnvoll fiir deren Verteilung sein (Wehrs et al., 2019; Ankenbauer et al., 2020).

Die im Rahmen dieser Arbeit etablierte induzierbare RL-Produktion, die zu einer Entkopplung von

Biomassebildung und Produktion genutzt werden kann, kdnnte die RL-Produktion als Stressfaktor
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zu Beginn der Kultivierung (z. B. wahrend eines Fed-Batch Verfahrens; Vandermies und Fickers,
2019) minimieren (Delvigne et al., 2017). Weiterhin kann die starke Produktion von RL, verursacht
durch hohe Zelldichten und in Kombination mit der Begasung des Mediums, zu einer starken
Schaumbildung flhren, welche die Prozessflihrung erheblich erschweren kann (Anic et al., 2018).
Aus diesem Grund sind in bisherigen Produktionsprozessen oftmals hohe Mengen Antischaum
benutzt worden (Beuker et al., 2016a), der jedoch neben einem immensen Kostenpunkt auch einen
Effekt auf die Stressantwort und fitness von P. putida KT2440 sowie die Produktion von RL haben
kénnte (Tiso et al., 2017b). Wichtig im Zusammenhang mit der generellen fitness und Robustheit
von P. putida KT2440, aber auch unter okonomischer Betrachtung, ist die Verwertung des
supplementierten Zuckers bzw. die Reaktion auf das bereitgestellte Medium. Um Kosten zu senken,
werden oftmals alternative Substrate, bspw. landwirtschaftliche Abfalle, zur Kultivierung verwendet
(Banatetal., 2014), die u. a. andere Zucker als die im LabormaRstab verwendete Glucose beinhalten
kénnen. So zeigte Bator et al., 2020, dass eine Umprogrammierung von P. putida KT2440 durch
Integration ganzer zusatzlicher Stoffwechselwege (dort: Weimberg- und Dahms-Weg) und der
Adaption des Organismus mittels adaptive laboratory evolution (ALE), P.putida KT2440 die
Méglichkeit gegeben hat, Xylose zu verwerten. Xylose ist bspw. ein Bestandteil in Zuckerrohr-
Bagasse, den faserigen Ruckstanden aus der Zuckergewinnung, und somit ein interessantes
Substrat fir die Produktion von RL (s. a. Le Meur et al., 2012; Dvorak und de Lorenzo, 2018). Ein
wichtiger Aspekt bei der Verwertung von Zuckern ist jedoch die Betrachtung von Ausbeuten und
nicht von Titern, da die Evaluierung und Optimierung hinsichtlich der Verwertung einer
Kohlenstoffquelle in einem Produktionsprozess stets in Bezug zur eingesetzten Substratmenge
genommen werden muss (Marchant und Banat, 2012a; Kumar und Das, 2018). Fir alle in diesem
Kapitel beschriebenen Prozesse ist es jedoch unabdingbar die Stresstoleranz, generelle fitness und
den Produkttiter weiterhin im Auge zu behalten, da diese sich, wie in dieser Arbeit gezeigt (I11.3.1.1),
durch bestimmte vermeintliche Optimierungen verschlechtern kénnen.

Um wahrend der grof3skaligen Produktion im Bioreaktor die Produktion von RL in Echtzeit verfolgen
zu kénnen, ware die Entdeckung von Biosensoren zur nicht-invasiven Echtzeitiberwachung der
Produktbildung ein groRer Vorteil. Hierbei sind vor allem Transkriptionsfaktoren interessant, die eine
individuelle Antwort auf den nachzuweisenden Metaboliten auslésen (Fernandez-Lopez et al., 2015).
So konnten innerhalb der in dieser Arbeit durchgefihrten RNA-Seq (Abb. A-7) einige
Kandidatengene ermittelt werden (Tab. llI-5; Kat. 4), die aufgrund ihrer Hochregulierung durch die
Produktion von RL Potenzial zur Konstruktion eines Sensors hatten. Dabei lieRe sich aus der
kodierenden regulatorischen Einheit (z. B. einem Promotor) und einem Fluoreszenzprotein-Gen ein
Biosensor entwerfen, der es ermdglichen konnte, die RL-Bildung in Echtzeit zu verfolgen. Dass
solche Gene generell existieren, wurde durch die Supplementation von RL in Bacillus subtilis gezeigt
(Wecke et al., 2011). Im Rahmen der dort durchgefiihrten Transkriptomanalyse konnte das LiaRS-
Zweikomponentensystem als Teil der Antwort auf massiven Membranstress entdeckt werden,

welches groRRes Potenzial zur Etablierung eines solchen Biosensors haben kdnnte.
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Schlussendlich ist ein wichtiger Aspekt bei der Optimierung eines Produktionsstammes sowohl aus
prozesstechnischer als auch molekularbiologischer Sicht, die Verbesserung der Qualitat der
produzierten RL. Neben der Akkumulation von HAA, die eine Verunreinigung des gewunschten
Produktes darstellen und den Aufreinigungsprozess (down-stream processing) erheblich komplexer
machen (Biselli et al., 2020), kénnen auch Abbauprodukte der RL eine Rolle fir die Qualitat spielen
(vgl. 1.2.1; Wittgens et al. 2017). In dieser Arbeit konnten die in Wittgens et al., 2017 als
RL-Hydrolyseprodukte beschriebene mmRL bei heterologer Expression des P. aeruginosa rhlAB-
Genclusters nicht beobachtet werden, was vermutlich mit dem starken Uberschuss an Glucose und
der relativ kurzen Kultivierungsdauer von 24 h zusammenhangt. Jedoch wurde als Quelle fir mmRL
ein Abbau von mRL durch bislang noch unbekannte Hydrolasen postuliert (Wittgens et al., 2017).
Ob dieser Abbau von mRL durch ggf. vorhandene Enzyme auf Basis von Kohlenstoffmangel und
somit der aktiven Verstoffwechselung von mRL oder einer eher geringen Enzymaktivitat und somit
vermutlich erst spater in der Kultvierung auftretenden Phanomen beruhen, ist unbekannt.
Pseudomonaden wie P. putida KT2440 besitzen jedoch viele beschriebene Hydrolasen (Jaeger und
Rosenau, 2004), sodass ein moglicher Kandidat dabei sein kénnte. Einige Kandidaten konnten in
dem oben gezeigten RNA-Seq Datensatz ermittelt werden (vgl. Tab. llI-5; Kat. 2), sodass durch die
Identifikation dieser potenziellen Hydrolase(n), vor allem fir andauernde Kultivierungen, z. B. in
einem Fed-Batch Verfahren, diese gezielt deletiert werden kénnen, sodass der Abbau von mRL
verhindert werden konnte.

Zudem konnte die Entdeckung einer mRL-Hydrolase auch gezielt dazu genutzt werden, modifizierte

RL mit neuen Eigenschaften zu kreieren, um das RL Produktportfolio zu erweitern.

I11.4.2 MaRgeschneiderte Rhamnolipide zur Erhdhung der Produktvielfalt

In dieser Arbeit wurde der Fokus auf die Optimierung der mRL-Produktion gesetzt, um Einblicke in
die Voraussetzungen eines robusten Produktionsstamms flr einen potenziellen Einsatz in einem
groRskaligen Bioraffinerieprozess zu generieren. Dabei zeigen verschiedene natlrliche
Produktionsstdmme unterschiedliche BSG und daraus resultierend unterschiedliche potenzielle
Enzyme zur Produktion und Modifikation von RL (vgl. 1.2.1; Germer et al., 2020).

Isolierte RL aus unterschiedlichen Organismen kénnen stark variieren und bestehen aus bis zu zwei
L-Rhamnose-Einheiten (hydrophiler Teil) und ein bis zwei Hydroxyalkansauren (HAA) mit
unterschiedlicher Kettenldnge zwischen Cs-C24 (hydrophober Teil; 1.2.1; Wittgens et al., 2017; Abdel-
Mawgoud et al., 2010). Diese strukturelle Vielfalt von RL entsteht durch das Zusammenspiel von
drei Enzymen: RhIA ist fur die Varianz der Fettsdurekettenlange und die Produktion von HAA
verantwortlich, RhIB fligt den resultierenden HAA das erste L-Rhamnosemolekil hinzu und RhIC
katalysiert die Verknlipfung einer zweiten L-Rhamnoseeinheit zu dRL (vgl. Abb. I-3 (A); Dulcey et al.,
2019; Abdel-Mawgoud et al., 2010). Zudem wurde beobachtet, dass mRL und dRL, wie bereits
diskutiert, durch Abspaltung einer Fettsdure zu mmRL oder dmRL prozessiert werden kénnen (vgl.
Abb. I-4 (A); Wittgens et al., 2017). Weiterhin sind aus einigen wenigen Studien O-methylierte,
nichtionische RL bekannt (Abdel-Mawgoud et al., 2010).

136



Es ist zu erwarten, dass verschiedene RL-Spezies und -Kongenere unterschiedliche Eigenschaften
aufweisen, wobei der Zusammenhang zwischen der Struktur und ihren physiko-chemischen
Eigenschaften bislang weitestgehend unklar ist. Jedoch ist es wahrscheinlich, dass das
unterschiedliche Packungsverhalten sowie die Assoziation in Mizellen ausgehend von einer
differenziellen sterischen Hinderung des hydrophoben und hydrophilen Teils, welche die Grofe, die
Ladung und die Lange dieser Komponenten beinhaltet, zu unterschiedlichen tensidischen
Eigenschaften, wie z. B. der CMC, fihren kénnen, wodurch spezifische Anwendungen ermdglicht
werden (Berti et al., 2011; Baccile et al., 2019; Herzog et al., 2020).

Ein potenzieller Produzent fur methylierte RL konnte mit Burkholderia lata 383 in der assoziierten
Bachelorarbeit von Lisa-Marie Kirschen untersucht werden. Dieser besitzt ein rhl-Operon inklusive
eines putativ fiir eine Methyltransferase kodierenden Gens zwischen rhlA und rhiB (vgl. Abb. I-4 (C);
Kirschen, 2018), und kdnnte ein interessanter Kandidat fiir die Bildung von O-methylierten RL sein.
Der Stamm, der bis dahin nicht als Biotensid-Produzent beschrieben wurde, konnte durch
Kultivierung mit 1% Olivendl zur Produktion eines vermutlichen Glycolipids (nachgewiesen uber
Orcinolfarbung; vgl. Abb. I-2) angeregt werden, welches sich in der chromatographischen
Auftrennung von den bislang bekannten RL unterschied. Jedoch flihrte die Plasmid-basierte
Koexpression der Methyltransferase aus diesem rhl-Operon in P. putida KTsamRL nicht zu einer
beobachtbaren Methylierung der produzierten mRL (Kirschen, 2018). Dies kénnte aber auch an der
nicht ausreichenden Expression oder den zuvor beschriebenen Effekten, die bei der Plasmid-
basierten Expression von Genen auf die RL-Produktion auftreten kénnen, liegen (l11.4.1). Gleichwohl
ist die Investigation potenzieller O-methylierter RL aufgrund der fehlenden Ladung und einer
potenziell milderen Tensidwirkung (u. a. bei Menschen-nahen Anwendungen relevant; vgl. Tab. I-1;
Kumar und Rajeshwarrao, 2011) interessant. Neben B. /ata zeigen weitere (u. a. opportunistisch
pathogene) RL-Produzenten wie Burkholderia ambifaria oder B. cenocepacia (vgl. Abb. I-4 (C);
Germer et al., 2020) ebenfalls solche potenziellen Methyliransferasegene im rhl-Operon, die in
zukinftigen Studien untersucht werden konnten.

Da diese Arbeit eindrucksvoll das Potenzial des Salicylat-induzierten Promotorsystems zur
Expression der rhl-Gene aus P. aeruginosa und der heterologen mRL-Produktion zeigte, wurde
ebenfalls in Kirschen, 2018 ein P. putida KTsamRLBC-Stamm konstruiert, der die rhl/AB-Gene aus
B. glumae beinhaltet. Des Weiteren wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit der Stamm P. putida
KTsadRL (s. 111.1.1; Tab. 1I-1-3) generiert. Zudem wurde im Rahmen der assoziierten Masterarbeit
durch Sabrina Linden (noch nicht veréffentlicht) das rh/ABC-Operon aus B. glumae zur Konstruktion
des Stammes P. putida KTs,dRLBC® verwendet. Zur Betrachtung der unterschiedlichen Biotenside
wurden in der Arbeit (Linden, IMET, nicht veroffentlicht) P. putida KTsamRL, KTsadRL, KTsamRLEC
und KTsodRLBC kultiviert (LB-Medium + 10 g/L Glucose) und die RL-Spezies durch Extraktion der
Uberstande gewonnen. In einer DC (11.3.10) mit anschlieRender Orcinolfarbung, sowie durch den
Vergleich mit Extrakten aus den produzierenden Ursprungsorganismen, konnten die Spezies
analysiert und zugeordnet werden (Linden, IMET, nicht veréffentlicht). Im Rahmen der vorliegenden

Arbeit wurde in Kooperation mit Isabel Bator, RWTH Aachen, die Identifikation der
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B. glumae Typ-Kongenere durch HPLC-Auftrennung zusammen mit MS-Analysen durchgefiihrt, die
durch das Institut fir Anorganische und Analytische Chemie, Universitdt Minster vorgenommen
wurden (Tab. A-8; Identifikation der verschiedenen Kongenere basierend auf durch rh/l-Expression
in P. putida KT2440 erhaltenen RL). Hierdurch konnten Chromatogramme aufgezeichnet und in
Zusammenarbeit sowie nach Wittgens et al., 2017 den Kongeneren und Spezies zugeordnet werden
(Abb. 111-17).

A Rhamnolipidspezien B P. aeruginosa Typ-Rhamnolipide B. glumae Typ Rhamnolipide
Operons aus /- FIATERIBL YRR 7hll>/T13)IHHIE > [rhIA YIFRIBI »2T690)IrhICT. >
Mono-rhamno-di-lipid Mono-rt lipid Ursprung i
i i KT, mRL KT, mRLEG
= 25 ——  HPLC-CAD 4
Rha-
HMO o "MOH ?D- 20 Rha-C10-C10 3 mmRI'-"‘Rha— C14:1-C14:1 Rha- **
5 ) L 215 4 2 C10-Clg
5 o 0 o =] A Rl 1 ]\ rha-
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* postuliert nach Wittgens et al., 2017
** vollstandi tabelle in Tab. A-8

Abb. llI-17: Produktion alternativer Rhamnolipide durch Salicylat-induzierte heterologe Genexpression in Pseudomonas
putida.

Die verschiedenen RL-Spezies und -Kongenere (A) konnten in Extrakten aus rekombinanten P. putida KT.,mRL, KTsdRL,
KTsamRLE® und KT,dRLEC mittels MS-Analysen und HPLC-CAD analysiert und zugeordnet werden (B; In Kooperationsarbeit durch
Vergleich mit Referenzstandards; s. a. Tab. A-8; Extrakte aus Linden, nicht veréffentlicht). Wahrend im P. putida KTg,mRL nur mRL
(und HAA — nicht annotiert) mit den Kongeneren Rha-C4-Cg, Rha-C4¢-C+o, Rha-C+2-C1o (Hauptkongener; s. 11.3.7) und Rha-C12-C1o.1,
vorzufinden sind, stellt der P. putida KT.dRL neben einer groRen Menge an mRL (vgl. DC-Ausschnitte; Vergleich mit
Referenzstandards erfolgte in Linden, nicht verdffentlicht) auch dRL mit den gleichen Fettsduren her (und mRL - nicht annotiert).
Fir die B. glumae Typ-RL féllt in der DC auf, dass zum einem eine deutlich geringere Menge Biotensid beobachtet werden kann,
sowie vermehrt die RL-Spezies mmRL und dmRL gebildet werden (*postuliert nach Wittgens et al., 2017). Die identifizierbaren (s. a.
Tab. A-8) B. glumae Typ-mRL- und dRL-Kongenere sind Rha-C1o-C14;1, Rha-C1o-C14, Rha-C14;1-C14;1, Rha-C12-C14, Rha-C14-C14;1,
Rha-CM-CMfUr B. glumae-Typ mRL und Rha-Rha-C12;1-Cq4;1, Rha-Rha-C14-C14;1 und Rha-Rha-C14;1-C16;1.

Hierbei konnten unterschiedliche RL-Spezies (vgl. Abb. 1lI-17 (A)) durch Salicylat-induzierte
heterologe Expression gewonnen werden (vgl. Abb. llI-17 (B)). Fir P. putida KTsadRL konnte wie
im Ursprungorganismus P. aeruginosa auf diese Weise eine Mischung aus mRL und dRL (sowie
HAA) mit einem Verhaltnis von HAA:mRL:dRL von 1:4,7:4 produziert werden (Kongenere vgl.
Tab. A-8; Titer vgl. Tab. A-9). Diese Verteilung der Spezies kdnnte mit der in Wittgens et al., 2017
postulierten langsameren Enzymkinetik von RhIC im Vergleich zu dem Protein RhIB
zusammenhangen. Die Zusammensetzung der Kongenere variierte zwischen den
P. aeruginosa Typ-mRL und Typ-dRL nicht, C10-C1o stellte wie bereits beschrieben das
Hauptkongener dar (Behrens et al., 2016a).

Es wird vermutet, dass das Spektrum der Fettsaure-Kongenere abhangig von der Spezifitat des
RhIA-Proteins ist (Dulcey et al., 2019; Germer et al., 2020). Die hier produzierten RhIA-Enzyme aus
P. aeruginosa und B. glumae besitzen dabei lediglich eine Identitdt von 40% (vgl. 1.2.1; Wittgens,
2013). So konnten im Fall der Expression der B. glumae Typ-rhlABC-Gene die erwarteten
Hauptkongenere Rha-Rha-C14-C14.1 und Rha-Rha-C14-C14 (und weitere) identifiziert werden (Germer

et al., 2020; vgl. Abb. I-4) und eine nahezu vollstdndige Umsetzung in dRL, welche ebenfalls im
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Ursprungsorganismus B. glumae beobachtet werden kann (Costa et al., 2011). Dadurch dass die
Verfiigbarkeit von Fettsduren im Stammhintergrund eine gro3e Bedeutung flr die resultierenden RL
besitzt (Bukavaz, 2015; Dulcey et al., 2019), ist es auch mdglich, dass in P. putida KT2440 nicht
ausreichend langkettige Fettsduren vorhanden sind (Wittgens et al., 2017; Wittgens, 2013).

Dies kénnte auf eine physiologische Rolle zurlickzufiihren sein. So kénnte die Produktion von
B. glumae Typ-mRL und -dRL in P. putida KT2440 toxisch fiir diesen Organismus sein, dass auch
die eingeschrankte Produktion von B. glumae-Typ mRL erklaren kdnnte (vgl. Abb. 1lI-17 (B)). Hierbei
ist eine hohere Toxizitdt ausgehend von Ci4-Cis-Kongeneren mdglich, da mit zunehmender
Kettenlange die WasserlGslichkeit sinkt (Jovanovic et al., 2019; vgl. Tab. A-10) und die weniger-
I6slichen RL die Stabilitat der Zellmembran beeinflussen kdnnten (Heipieper et al., 2010). Dies wiirde
auch mit den Berichten eines reduzierten Wachstums von P. putida KT2440 bei Produktion von
B. glumae-Typ RL Ubereinstimmen (Kirschen, 2018). Somit kdnnte es sein, dass P. putida KT2440
fur die grol3skalige Produktion langkettiger RL-Varianten ungeeignet ist.

Verschiedene Strategien zur Optimierung kénnten hier angewendet werden, um diese Limitierung
zu adressieren. Zum einen koénnte untersucht werden, ob die gezielte Deletion von
Biosynthesewegen, die in Konkurrenz um die Fettsduren stehen, zu einer Erhdhung von
C14 Fettsauren fuhrt (z. B. durch Deletion der PHA-Biosynthese; Tiso et al., 2020). Zum anderen
kénnte die gezielte Zufitterung von Fettsauren, wie der bereits in Occhipinti et al.,, 2018 als
limitierend beschriebenen Myristinsaure (C1s4), die als Kohlenstoffquelle die RL-Produktion in
P. putida KT2440 anregen soll, ebenfalls einen positiven Effekt speziell auf die Produktion
langkettiger RL in diesen Stammen haben. Dariliber hinaus kénnte auch der Austausch der Gene,
bspw. aus den beschriebenen RL-Produzenten Halomonas sp. oder B. ambifaria (vgl. Abb. I-4 (C);
Germer et al., 2020), durch die Bereitstellung alternativer Kongenere interessant sein. Alternative
Kongenere kénnten sich durch potenzielle Methylierungen oder Sattigungsgrade positiv auf die
Loslichkeit auswirken (Tab. A-10) und somit die Toxizitat der resultierenden Mizellen verringern, was
wiederum einen positiven Effekt auf die Produktion langkettiger RL ausiben kénnte. Die yTREX-
toolbox, mit dem modularen Aufbau der grundlegenden Kassette (l11.1.1; Kooperationsprojekt, nicht
veroffentlicht), sowie der Hochdurchsatz-fahige VPBO-Assay (l11.1.2; Kubicki et al., 2020) kdnnten
ideale Werkzeuge sein, um eine solche Validierung verschiedener Biosyntheseenzyme auch in
Kombinationen effizient durchzuflhren. SchlieRlich kénnte durch den einfachen Transfer Uber
Konjugation und die Kompatibilitat der attTn7-Integration vermittelnden yTREX-toolbox (l11.1.1) mit
anderen Produktionswirten tber die in vielen Bakterien enthaltene attTn7-Stelle (Choi et al., 2005)
auch alternativ ein beliebiger anderer Produktionswirt hinsichtlich der Produktion von solchen
langkettigen RL untersucht werden.

Zudem konnte die chromatographische Auftrennung in der DC (Orcinolfarbung; Linden, nicht
veroffentlicht) und die Annotation in Anlehnung an Wittgens et al., 2017 sowohl bei den Stammen
KTsamRLEC als auch KTs,dRLEC (Abb. lll-17 (B)) einen Hinweis fiir die postulierten RL-Spezies
mmRL und dmRL geben. Dies und die Beobachtung, dass der Stamm KTssmRLB® eine andere

Kongenerverteilung als KTs,dRLE® (Abb. llI-17 (B)) besitzen konnte, konnte dies darauf hinweisen,
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dass das fiir den Abbau von RL verantwortliche Enzym in P. putida KT2440 eine héhere Spezifitat
fur langkettige Fettsauren aufweist und es sich somit um eine Lipase handelt (Wittgens, 2013). Die
Identifizierung des Enzyms, welches den Abbau von bevorzugt langkettigen RL katalysiert, kdnnte
das Ziel weiterer Untersuchungen sein und ein Instrument zur Erweiterung des Produktportfolios von
RL (Designer-Rhamnolipide) darstellen. Hierzu kann der RNA-Seq Datensatzes (Abb. A-7;
Tab. llI-5; Kat. 2) beitragen, indem gezielte Deletionen potenzieller Hydrolase-Gene, die mit der RL-
Produktion assoziiert sein kbnnten, vorgenommen werden.

Neben der Produktion spezieller RL-Kongenere auf Basis der Ergebnisse dieser Arbeit konnte aber
auch die gezielte Erzeugung von Mischungen oder reinen Spezies mit unterschiedlichen
Eigenschaften interessant fiir zuklinftige biotechnologische Anwendungen sein. Durch solche
Studien kdnnten zusatzliche grundlegende Kenntnisse tber das Struktur-Funktions-Zusammenspiel
erlangt werden (Wittgens, 2013; Tiso et al., 2017b; Rocha et al., 2020). Beispielsweise konnte die
selektive Trennung von mRL, dRL und HAA durch Expression von rhlA, rhIB und rhIC unter anderem
aus unterschiedlichen Ursprungsorganismen und getrennt voneinander unter Kontrolle von
verschieden-starken Promotoren bewerkstelligt werden (Du et al., 2017). So kénnten ausschlief3lich
dRL durch die Verwendung eines eher schwacheren Promotors fiir rh/AB und eines deutlich
starkeren flr rhIC (oder alternativ eines RhIC mit héherer Enzymaktivitat; vgl. Wittgens, 2013),
zusammen mit der Koexpression von algC und rmIBDAC, um die vollstandige Umsetzung von HAA
zu gewahrleisten, erzeugt werden. Dieses Konstrukt kdnnte sequenziell in der yTREX-toolbox
Kassette aufgebaut und anschlieBend stabil in das Genom integriert werden. Aber auch die
Anderungen von Stoffwechselfliissen, bspw. durch Deletion von ganzen Biosynthesewegen
(vgl. lll.3.1), kann z. B. die Konversion von HAA zu mRL férdern und somit eine alternative
RL-Mischung und unterschiedliche Mizellen mit diversen interessanten physiko-chemischen
Eigenschaften (Tiso et al., 2017b) erzeugen.

Schlussendlich kénnten die Ergebnisse aus solchen potenziellen Untersuchungen dazu dienen, die
Grundlage daflr zu legen, eine noch breitere Wissensplattform fiir die Entwicklung von Strategien
zur Herstellung und Aufreinigung von mafigeschneiderten RL zu schaffen. Dadurch kdnnte die
Marktdurchdringung von RL, als nachhaltige Alternative zu petrochemischen Tensiden, ermdglicht

werden.
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(1)

Zusammenfassung | Ansatzpunkte zur Verbesserung der Rhamnolipid-Plattform
Potenzielle Herausforderungen in der zukinftigen Optimierung der P. putida KT2440
Rhamnolipid-Fabrik liegen zum einen in der weiterfihrenden Optimierung des RL-Titers, zum
anderen in der Anpassung der zelluldren Plattform bezlglich prozessrelevanter Eigenschaften.
Auf Basis der hier durchgefuhrten Transkriptomanalyse des Produzenten GRsamRL konnten
potenzielle Angriffspunkte diskutiert werden.

Die Produktion alternativer Kongenere/Spezies und Mischungen durch Verwendung bspw.
alternativer rhl-Gene, hier anhand der zusatzlichen Expression von rhiC gezeigt, kbnnen dazu
beitragen, mafRgeschneiderte Rhamnolipide zur Erhéhung des Anwendungspotenzials zu
generieren.
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IV Zusammenfassung

Rhamnolipide sind mikrobielle Tenside, die aufgrund vielversprechender Eigenschaften als
Alternative zu den kommerziell weit verbreiteten Erdél-basierten Tensiden angesehen werden. Die
biotechnologische Anwendbarkeit von Rhamnolipiden wird derzeit unter anderem durch die
natlirliche komplexe Regulation der Biosynthese, die Pathogenitdt oder die schwierige
technologische Zuganglichkeit von Ursprungsorganismen erschwert. Als vielversprechende
Alternative wurde Pseudomonas putida KT2440 in der Vergangenheit flir die heterologe Produktion
von Rhamnolipiden etabliert. Bislang wurden in entsprechenden Studien Uberwiegend Plasmide mit
starken synthetischen Promotoren zur Expression des flr die Produktion von Monorhamnolipiden
(mRL) kodierenden rhlAB-Operons verwendet. Im Gegensatz dazu gelten im Allgemeinen
genomintegrierte Expressionskassetten als besser geeignet zur Konstruktion von stabilen
Produktionsstdmmen. Die Ziele dieser Arbeit bestanden darin, (i) Werkzeuge zur schnellen und
effizienten Konstruktion stabiler P. putida-Produzenten bereitzustellen, (i) die Rhamnolipid-
Produktion in verschiedenen Stdmmen zu charakterisieren, (iii) anschlie®end den Produktionstiter
zu optimieren sowie schlieBlich (iv) die Breite des Anwendungspotenzials der selektierten
Expressionskassette zu evaluieren.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde zunachst die atfTn7-Integration vermittelnde Transfer- und
Expressions- (yTREX) toolbox entwickelt sowie der Victoria Pure Blue BO-Assay zur Tensid-
Detektion etabliert. Diese neuen Werkzeuge ermdglichten die effektive Konstruktion eines Sets an
Stammen mit neuen Expressionskassetten und die in dieser Form erstmalig durchgefihrten
komparativen Expressionsstudien mit verschiedenen Promotoren zur Untersuchung von deren
Einfluss auf die Genexpression, Stammstabilitdt, Produktivitdt und den Rhamnolipid-Titer (i).
Bemerkenswerterweise ging bei der Verwendung starker, konstitutiver Promotoren die Fahigkeit zur
Bildung von Rhamnolipiden verloren, was auf einen negativen Selektionsdruck durch Rhamnolipid-
Produktion hindeutete. Die Induktor-gesteuerten Expressionssysteme, hier erstmalig im Kontext der
Rhamnolipid-Biosynthese angewendet, zeigten dagegen eine effiziente Zielgenexpression
verbunden mit einer herausragenden Stabilitat der Produktionsstamme (ii). Insgesamt fiihrte das
Salicylat-induzierbare, Phnagaa-vermittelte rhIAB-Expressionssystem zu den besten
Produktionseigenschaften. Die Optimierung des Rhamnolipid-Titers und die vollstdndige Umsetzung
der Vorstufe HAA konnte durch Verwendung eines genomreduzierten Stammbhintergrunds, und auch
durch heterologe Koexpression relevanter Edukt-Synthasen erreicht werden. Im (Mikro-)Batch-
MaRstab zeigte der finale Produzent P. putida KTsasmRL+Rha+G1P einen mRL-Titer von 1,45 g/L
bei einer Induktorkonzentration von 2 mM Salicylat (iii). AbschlieBend konnte die breitere
Anwendbarkeit dieses Expressionssystems durch Produktion von unterschiedlichen Rhamnolipid-
Kongeneren gezeigt werden (iv).

Zusammenfassend konnte im Rahmen der vorliegenden Arbeit erstmals eine Induktor-basierte
Expression von stabil in das bakterielle Genom integrierten rhiIAB-Genen und eine damit

vielversprechende Rhamnolipid-Produktion gezeigt werden. Die neu konstruierte Expressions-
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toolbox sowie der VPBO-Assay tragen auch Uber die konkrete Anwendung in diesem Kontext hinaus
zur Etablierung von mikrobiologisch produzierten Sekundarmetaboliten als ein Baustein auf dem

Weg zu einer Bio-basierten Okonomie bei.
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V Summary

Rhamnolipids are microbial surfactants considered to be an alternative for commercially widespread
petroleum-based surfactants due to their promising properties. Their origin from opportunistically
human pathogenic producers and the complex regulation of rhamnolipid production poses a
challenge in the establishment of production processes. Pseudomonas putida KT2440 has emerged
as an alternative heterologous production host for rhamnolipids exhibiting promising properties with
respect to the rhamnolipid tolerance and yields. Most studies so far applied plasmids with strong
synthetic promoters for the expression of the monorhamnolipid biosynthesis genes rh/AB. On the
contrary, genome-integrated expression cassettes are considered more suitable for the construction
of stable production strains in general. The aims of this thesis were to (i) provide tools for the rapid
and efficient construction of stable P. putida rhamnolipid producer strains, (ii) characterize
rhamnolipid production in different strain, (iii) optimize the production titers and (iv) evaluate the
further application potential of the best-performing cassette.

Within the scope of this work, the attTn7 integration mediating transfer and expression- (yTREX)
toolbox was developed and the Victoria Pure Blue BO- (VPBO) assay for surfactant detection was
established. These new tools allowed the effective construction of a set of strains with new
expression cassettes and for the first time performed comparative expression studies with different
promoters to investigate their influence on rhIAB expression, strain stability, productivity, and product
titers (i). Remarkably, expression controlled by strong constitutive promoters evoked a rapid loss of
rhamnolipid formation capacity; apparently because rhamnolipid production might exert a negative
selection pressure. In contrast, the tested inducer-controlled expression systems, here applied for
the first time in the context of rhamnolipid biosynthesis, lead to high-level expression of target genes
and improved strain stability (ii). Comparative studies revealed that the salicylate-inducible Pnagaa-
controlled expression system resulted in highest product titers. The optimization of the rhamnolipid
titer and the almost complete conversion of the precursor HAA could be achieved by using a genome-
reduced strain background as well as by the genome-integrated heterologous co-expression of
relevant precursor synthases. At micro-fermentation scale, the final producer strain P. putida
KTsamRL+Rha+G1P yielded an mRL titer of 1.45 g/L at an inducer concentration of 2 mM salicylate
(iii). Finally, the broader applicability of this expression system was shown by production of different
rhamnolipids in terms of chain length and rhamnose residues (iv).

In summary, the present work demonstrated for the first time an inductor-based expression of rh/AB-
genes which were stably integrated into the bacterial genome and a promising rhamnolipid
production could be achieved. The here developed expression toolbox and the VPBO-assay may
also contribute to the establishment of microbiologically produced secondary metabolites as a
building block on the road to a bio-based economy beyond the mere development of rhamnolipid

producers.
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Abb. A-1: Vergleich der Kalibrierungen von rpoB/ rhlAl rhiB und eYFP zur Berechnung der Transkriptmenge innerhalb
der RT-qPCR mit verschiedenen Thresholds.
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Abb. A-2: Gensequenz und markierte Elemente der synthetisch hergestellten L- und R-TREX-toolbox Kassette (YT_core;
s. a. Genbank Accession Nr. MT522186).
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Abb. A-4: Einfluss des Protonierungsgrades auf das Absorptionsspektrum von Victoria Pure Blue BO und Rhamnolipid-

Makrostrukturen (nach Brandt et al., 2018; Kubicki et al., 2020).

A: Die pH-Kapazitat des VPBO-Farbstoffs aus dem Absorptionsverhalten in Losungen mit unterschiedlichem pH-Werten (s. a.

Kubicki et al., 2020)

B: Rhamnolipid Makrostrukturen in Anlehnung an Brandt et al., 2018 in Abhangigkeit von Konzentration und pH-Wert.
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Abb. A-5: Induzierte Transkript- und Produktivititszunahme in rekombinanten Pseudomonas putida KT2440
Produzenten.

Die Werte reprasentieren Mittelwerte von biologischen Triplikaten mit deren Standardabweichung als Fehlerbalken. A: Zur
Veranschaulichung der Netto-Transkriptzunahme (AA) der induzierten Stdamme wurde die normierte rhlA und rhiB
Transkriptmenge in der logarithmischen (6 h) und (nahen) stationaren (24 h) Wuchsphase ermittelt und mit die in den nicht

induzierten Stdmmen vorhandene Basalexpression abgezogen.

B: Die Erhéhung der Produktivitdt durch Induktion der

rekombinanten P. putida KT2440 Produzenten wurde analog zu (A) mit dem jeweiligen normierten HAA- und mRL-Titern ermittelt.
Verwendete und modifizierte Objekte in der Abbildung von Servier Medical Art stehen unter einer Creative-Common-Lizenz (CC

BY 3.0).
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Abb. A-6: Korrelation zwischen der ausgebildeten eYFP-Fluoreszenz und der ermittelten Transkriptmenge.

Fir die Stamme ara+, rha+, sal+, mtl+, tet+, 4593, rpoS, hupA, bolA und lac (vgl. I11.2.1) wurden die Transkriptmengen zueinander
sowie mit der eYFP-Fluoreszenz korreliert. R? ist in den jeweiligen Diagrammen angegeben.

A: Korrelation zwischen der resultierenden eYFP-Fluoreszenz und der dazugehdrigen Transkriptmenge der Gene eYFP und rhiB.
B: Korrelation zwischen Transkriptmenge des Gens rhiB und des Reportergens eYFP.
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Abb. A-7: Parameter und Resultate der Transkriptomanalyse zur Identifizierung potenzieller Ziele zur Optimierung der
Rhamnolipid-Produktion.

Ubersicht (ber wichtige Parameter zur Kultiverung (A), der resultierenden heatmap zur Darstellung der Hoch- bzw.
Herabregulierung von Genen (Auswahl an vielversprechenden Kandidatengenen; s. Kategorisierung Tab. 11I-5) durch Vergleich
der Stamme induziert durch Salicylat und/oder Monorhamnolipide (B; Farben kodieren den FC [log]; blass-rot bis dunkelrot =
Hochregulation; hellgriin bis dunkelgriin = Herabregulation) und Ubersicht der Anzahl regulierter Gene (C). Zur besseren
Veranschaulichung wurde in (A) nur zu jedem zehnten Datenpunkt die Standardabweichung zugeordnet (biologische Triplikate).



A.2 Tabellen

Tab. A-1: Nomenklaturerlauterung zu yTREX-too/box Vektoren (pYTUVX_WXZ).

Fluoreszenzreporter 1-5: eYFP, mTagBFP2, mCherry, GFP (Jung, 2012);_FbFP (FMN-bindende Fluoreszenzproteine/ (*) =
Variante nicht definiert (Drepper et al., 2007)). Enzyme 6-8: P-EH (Bollinger et al., 2020); Lac Z (Weihmann et al., 2020); GUS
(Frampton et al., 1988).

Resistenzmarker (Grundgeriist/ Kassette)

Z = Integrationsmodus

W = Reporter

0 | kein Reporter
1 | eYFP

2 | mTagBFP2

3 | mCherry

4 | GFP

5 | FbFP*

6 | P-EH

7 | lacZ

8 | GUS

X=
X
A
T
C
K
G
S
Y

kein Marker
Ampicillin
Tetracyclin
Chloramphenicol
Kanamycin
Gentamicin

Spectinomycin/Streptomycin

Cycloheximid

5 Transposon Tn5

7 Transposon Tn7

i Interposon

il | Interposon 16S-RNA

U  Kirzel des Erstellers

V  fortlaufende Nummer

Tab. A-2: Heterogenitit in der Fluoreszenz nach 24 h-Kultivierung von Pseudomonas putida KT 3, KT,E, KT«%, KT,mRLE,
KTsamRLE und KT,,;mRLC.

Salicylat Stamm prozentuale Verteilung [%] Stamm prozentuale Verteilung [%] Stamm prozentuale Verteilung [%]
[mM] mBFP negativ | mBFP positiv eYFP negativ | eYFP positiv mCherry negativ | mCherry positiv
KO o 99 1 e 99 1 T_¥ 98 2
K2 ~ 99 1 ~ 100 0 ~ 99 1
0 94 6 98 2 89 11
0,001 @, 91 9 w, 83 17 o, 71 29
0,1 € 69 31 € 39 61 € 56 44
2 L_f 71 29 L_f 17 83 ,5 54 46
5 41 59 32 68 56 44
10 47 53 69 31 58 42

Tab. A-3: Wachstums- und drop-collapsing-Ergebnisse der im Victoria Pure Blue BO-Assay eingesetzten Rhamnolipid-
roduzierenden Stamme.

. ODssonm drop-collapsing
Akronym Stamm Plasmide oh 2ah oh E

PP_wt ° - 3,17 5,89

<

S
PP_HAA e pSBO1 2,81 6,55

3
PP_mRL s pPS05 2,23 5,31

Q

al
PP_dRL pwWJo2 1,85 5,15




Tab. A-4: Kongener-Titer in Kulturiiberstinden von Pseudomonas putida KT2440 pSB01, pPS05 und pWJ02 quantifiziert
iiber HPLC-CAD (Kubicki et al., 2020).

Titer [g/L]
P. putida KT2440 pSB01 P. putida KT2440 pPS05 P. putida KT2440 pWJ02
Kongenere 6h | 24h 6h | 24h 6h | 24h
Cs-Cio 0 0,02 0 0 0,01 0
:tt C10-Ca0 0,05 0,05 0 0 0,01 0
T | C10-C121 0 0 0 0 0 0
C10-C12 0 0 0 0 0 0
Rha-Ci0-Cs - 0 0,02 0 0
Z | Rha-Ci0-Cio - - 0,06 0,24 0,04 0,08
€ | Rha-C12-C101 - - 0,01 0,05 0,01 0,01
Rha-C1,-Cio - - 0,01 0,06 0,01 0,01
Rha-Rha-C10-Cs - - - - 0 0,01
= Rha-Rha-C10-C10 - - - - 0,06 0,3
T | Rha-Rha-C12-Ci01 - - - - 0,01 0,08
Rha-Rha-C12-C1o - - - - 0,02 0,1
Y Biotenside 0,06 0,08 0,08 0,37 0,17 0,6

Tab. A-5: Ubersicht iber die

in dieser Studie untersuchten stationar-Wuchsphase aktiven Promotoren auf
Transkriptebene (GEO DataSet Accession Nr. GSE85578).

Gen | Locus Annotation | FC [log] | Referenz
- PP_4593 Hypothetisches Protein 5,44 -
rpoS  PP_1623 RNA-Polymerase-Sigma-Faktor RpoS 3,78 Yuste et al., 2006
hupA  PP_5313 Histonfamilienprotein DNA-bindendes Protein 3,05 Yuste et al., 2006
bolA PP_1757 Protein der BolA-Familie 1,32 Miksch und Dobrowolski, 1995

Tab. A-6: Ubersicht iiber die erreichten HAA- und mRL-Titer der rekombinanten Pseudomonas putida KT,mRLE nach

6 und 24 h.
Die Induktion mit den in Tab. lI-10 angegebenen Konzentration entsprechend des Promotorsystem (Tab. 1-2) ist mit einem (+)
ekennzeichnet.
P. putida KTymRLE K | ara+ | rha+ | sal+ mtl+ | tet+ | 4593 | rpoS | hupA | bolA | lac ffg syn16

< > HAA [g/L] - - - 0,00 0,09 0,00 - - - - 0,00 0,11 -
© > mRL [g/L] - - - 0,01 0,24 0,01 - - - - 0,02 0,27 0,10
< S HAA [g/L] - - |o00]| 033 | 09 | 0,05 - - - - - 0,55 | 0,01
N > mRL [g/L] - |002|040]| 097 | 1,44 | 0,40 - - - - | 006 | 1,31 | 0,69

Tab. A-7: Ubersicht iiber die Reduktion des Genoms in Pseudomonas putida KT2440 GR18 (Bator, 2020).

Biosynthesewege deletierte Gene [Locus] Reduktion [bp] Reduktion [%]

Genom 6181873 100,00
Pyoverdine PP_4219-4221 24986 0,57
Flagl PP_4328-4344 18988 0,44
Flag2 PP_4351-4397 43537 1,00
Alginate PP_1277-1288 16081 0,37
Cellulose PP_2634-2638 10217 0,23
PeA PP_3132-3142 12068 0,28
PeB PP_1795-1788 11733 0,27
LapA PP_0168 26049 0,60
LapF PP_0806 18933 0,43
nach Reduktion 5999281 95,81




Tab. A-8: Retentionszeiten aus der HPLC-CAD Analyse fiir die in Pseudomonas putida KT2440 heterolog produzierten

P. aeruginosalB. glumae-Typ Rhamnolipide (Isabel Bator, iAMB, RWTH Aachen).

P. aeruginosa-Typ RL-Kongenere [15 min Methode] |

B. glumae-Typ RL-Kongenere [25 min Methode]

Kongener Retentionszeit [min] |Kongener |Retentionszeit [min]|Kongener |Retentionszeit [min]
Rha-Rha-Cs-Cio 3,23 Rha-Cs-C1o 4,30 Ci12:1-C1a1 14,00
Rha-Cs-Cio 4,41 Cs-Ci0 5,60 Ci0-Cua 14,40
Rha-Rha-Ci0-C10 5,03 Rha-Rha-Ci10-C12 6,30 Rha-Ci14:1-Cia1 14,70
Cs-C1o 6,01 Rha-C10-C10 6,67 C12-Ciaa 15,20
Rha-Rha-Cio-C12:1 6,59 Rha-Ci0-C12:1 8,20 Rha-Rha-Cis-Cia:1 15,20
Rha-C10-C10 7,07 Ci10-C10 8,30 Rha-Rha-Ci4:1-C16:1 15,50
Rha-Rha-Ci10-C12 8,20 Rha-Rha-Ci10-C14:1 8,40 Ci4:1-Caa1 16,00
Rha-Ci0-C12:1 9,11 Rha-Rha-C121-C14:1 9,00 Rha-C12-Cia 16,30
C10-C10 9,33 Rha-Rha-Ci0-C1a 9,40 Rha-C14-Cia:1 17,30
Rha-C10-C12 11,07 Rha-Ci0-C12 9,60 C12-Cus 17,60
C10-C121 11,55 C10-Ci121 9,80 Rha-Ci4:1-Cie1 17,80
Ci0-C12 12,43 Rha-Ci0-Cia:1 10,60 Rha-Rha-Cis-Cis 17,80
Ci0-C12 11,20 C14-Ciaa 18,50
Rha-Ci121-Cia1 11,40 Ci4:1-Ci61 18,90
Rha-Rha-Ci2-Cia 11,40 Rha-C14-Cia 20,00
Ci10-Ci41 12,15 Rha-Ci4-Ci6:1 20,50
Rha-Rha-Cis-Cia:1 12,62 Rha-Ci4:1-C16 20,80
Rha-Rha-Ci4:1-C14:1 12,70 Ci4-Cua 21,10
Rha-Ci10-C1s 12,90 Ci4-Ci6a 21,50
Rha-Ci12-Cia1 13,80 Ci4:1-Ci6 21,80
Rha-Rha-Ci2-Cas 13,80

Tab. A-9: Vergleich der HAA-, mRL-, und dRL-Titer in Pseudomonas putida KTs;mRL und KT,,dRL.
Die Biotensid-Titer wurden nach 24 h Kultivierung (s. a. 11.2.1.1) nach Induktion mit 2 mM Salicylat (nach 3,5 h) ermittelt.

P. putida KTssmRL

P. putida KTs,dRL

2 HAA[g/L] 2 mRL [g/L]
0,29 0,99

2 dRL[g/L]

2 HAA [g/L]
- 0,13

2 mRL [g/L] 2 dRL [g/L]
0,62 0,53

Tab. A-10: Vergleich von vorhergesagten logP-Werten einiger Rhamnolipid-Kongenere.
Die Werte wurden mit Hilfe von CAS SciFinder ermittelt (Tab. 1I-8). Ein niedriger logP-Wert indiziert eine héhere Affinitat fur die
wassrige Phase (hydrophil), ein hdherer logP-Wert ist assoziiert mit einer hdheren Konzentration der Verbindung in der Lipidphase

(hydrophob).
RL-Kongenere logP bei 25 °C Léslichkeit bei pH = 7/25 °C [g/L]
Rha-Ci0-C10 5,3 14 (I6slich)
Rha-Rha-Ci0-C10 4,8 12 (I6slich)
Rha-Rha-Cis-Ci4 8,9 0,12 (kaum l6slich)
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