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BiotechGenoMik
auf dem Wegq ins

Fl'inr.-.-'-.'l" {-"FI'II

fliinfte Jahr seiner Arbeit

Das GenoMik-Kompetenznetzwerk ,Genom-
forschung an Bakterien fiir die Analyse der
Biodiversitdt und die Nutzung zur Entwicklung
neuer Produktionsverfahren” mit dem Zentrum
an der Georg-August-Universitdt Gottingen
wurde im Sommer 2001 gegriindet. Da sein
Titel zwar zutreffend, aber sehr lang ist, nennen
wir es jetzt ,BiotechGenoMik”; darunter sind
zur Zeit 22 Projektgruppen angesiedelt, die an
12 Universitaten bzw. Forschungszentren ar-
beiten. Es war und ist das Ziel von BiotechGe-
noMik, Mikroorganismen zu untersuchen, die
flir biotechnische Produktionsprozesse interes-
sant sind bzw. interessant zu werden verspre-
chen. DarUber hinaus war und ist es das Ziel,
wenigstens einen Teil der biotechnisch interes-
santen Schatze zu heben, die nicht Uber kulti-
vierbare Mikroorganismen zuganglich sind und
nur ber Genbibliotheken direkt aus der Natur
erfasst und untersucht werden kdnnen.

In den ersten Jahren des Bestehens von
BiotechGenoMik standen Erfolge in der voll-
standigen Sequenzierung von Genomen z.B.
von Bacillus licheniformis, Bacillus amyloliquefa-
ciens, Picrophilus torridus, Gluconobacter oxy-
dans und Ralstonia eutropha im Vordergrund.
Indem diese Sequenzen genutzt und DNA-
Microarrays verflighar wurden sowie bestimm-
te Enzymsysteme in Kenntnis der Sequenz iso-
liert und untersucht werden konnten, verschob
sich das Spektrum herausragender Resultate,
und ein Beleg dafir sind die Highlights aus der
Arbeit von BiotechGenoMik, die hier prasen-
tiert werden. Sie dokumentieren, dass der Weg
von der Genomsequenz zum Produkt, freilich
Uber eine Reihe von Schritten, der Richtige ist.
Mit den heutigen Mdglichkeiten der bioinfor-
matischen Analyse von Sequenzen lasst sich
das fiir eine Mikroorganismenart charakteristi-
sche Eigenschafts- und Leistungsprofil be-
schreiben und flr experimentelle Vorgehens-
weisen mit dem Ziel der Verbesserung und Ent-
wicklung von Produktionsorganismen nutzen.

Funktionelle Genomanalyse bedeutet
Kooperation, da ein ganzes Spektrum von ana-
lytischen, biochemischen, physiologischen und
bioinformatischen Methoden zur Anwendung
kommen muss, um die erforderlichen Daten zu
gewinnen. Es wird als ein groBer Vorteil gewer-
tet, dass sich innerhalb von BiotechGenoMik
eine Reihe von sehr produktiven Kooperationen
entwickelt hat. So flieBen die erwédhnten Me-
thoden zusammen, bei der Bearbeitung von
Bacillus licheniformis durch Arbeitsgruppen in
Greifswald, Gottingen und Dusseldorf; das aus
drei Replikons bestehende Genom von Ralsto-
nia eutropha wird in Berlin, Gottingen und
Mnster bearbeitet; Arbeitsgruppen in Berlin,
Gottingen und Jilich dringen in die vielféltigen
Oxidationsgeheimnisse von Gluconobacter oxy-
dans ein; die Folgen der extremen S&uretole-
ranz von Picrophilus torridus fir die Beschaf-
fenheit seiner Proteine werden in Hamburg-
Harburg und Géttingen ermittelt. So kénnen
Fragenstellungen, wie beispielsweise die zur
Regulation der Proteinsekretion durch einge-
hende Analyse der Genomsequenz verbunden
mit Transkriptions- und Proteomprofilen beant-
wortet werden. Entsprechende Untersuchun-
gen werden an kontinuierlich wachsenden Kul-
turen bzw. solchen, die méglichst industrienah
im Batch-Verfahren gezlichtet werden, durch-
geflihrt.

In den 80er Jahren erfuhren Prozesse
wie die Aceton-Butanol-Garung, die in Landern
mit hoher Maisstérke-Produktion bis 1945 in
groBem Umfang zur Versorgung der chemi-
schen Industrie mit Ausgangsmaterialien bei-
getragen hatte, eine Renaissance. Trotz erheb-
licher Fortschritte im Verstandnis dieser Prozes-
se und bei ihrer Optimierung konnten sie im
Licht der damaligen Rohélpreise nicht auf eine
wirtschaftlich vertretbare Grundlage gestellt
werden. Angesichts einer Verdopplung der
Rohdlpreise kann man jetzt an ein ,zurlick zur
Zukunft” denken. In diesem Zusammenhang

M
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wird der Entwicklung eines Prozesses zur Her-
stellung von Butanol aus billigem Synthesegas
groBe Bedeutung beigemessen, weil dadurch
die Tiir gedffnet werden kénnte, auch an die
Weiterentwicklung von Prozessen auf Mais-
starkebasis zu denken. Die hier zu lésenden
Probleme sind andere als die fiir die Produkti-
on von Enzymen, biologisch abbaubaren Poly-
meren oder unvollstandigen Oxidationsproduk-
ten, die oben erwahnt wurden. Sie sind aber ein
wichtiger Bereich innerhalb von BiotechGeno-
Mik, das sich eben noch mit anderen Proble-
men auseinanderzusetzen hat als der funktio-
nellen Genomanalyse, so beispielsweise mit der
Auffindung von Bakterien mit einer hohen To-
leranz gegeniiber Kohlenmonoxid.

SchlieBlich wére unser Netzwerk Bio-
techGenoMik nicht umfassend genug, wenn
wir den Teil mikrobieller Komplexitdt ausge-
klammert lieBen, der sich nicht durch Isolierung
und Kultur von Mikroorganismen erschlieBen
lasst. Durch Metagenomik kann man in das
Unbekannte vorstoBen; man muss jedoch das
richtige Methodenrepertoire anlegen, um an
Produkte zu kommen, auf die gewartet wird,
oder an solche, die gegeniber verfiigharen Pro-
dukten Vorteile besitzen. Hier liegt ein groBes
Entwicklungspotenzial, das bei einer Fortset-
zung der GenoMik-Initiative in Form von Geno-
Mik-Plus noch groBeres Gewicht erhalten soll.

Wir hoffen, dass unsere diesjahrigen
Highlights Ihr Interesse finden.
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Prof. Dr. Gerhard Gottschalk,

Koordinator von BiotechGenomik
BiotechGenoMik Netzwerk Géttingen
Institut fir Mikrobiologie und Genetik
Georg-August-Universitat Gottingen
Grisebachstr. 8, 37077 Gottingen
Internet: www.genomik.uni-goettingen.de
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Gene, die als Marker fiir Stress dienen,
helfen, die Effizienz des Waschmittelenzym-Produzenten
Bacillus licheniformis zu steigern

Michael Hecker, Thomas Schweder, Birgit Voigt, Le Thi Hoi, Britta Jiirgen,
Karl-Heinz Maurer, Stefan Evers, Armin Ehrenreich, Gerhard Gottschalk

Das Bakterium Bacillus licheniformis ist einer
der wichtigsten Produktionsorganismen der so
genannten ,weiBen Biotechnologie”. Er wird
weltweit als Stamm fiir die Herstellung extra-
zellularer Enzyme, insbesondere Proteasen und
Amylasen, eingesetzt. Fur die industrielle Pro-
duktion von Enzymen werden an einen Wirts-
stamm sehr hohe Anforderungen gestellt: Er
soll hohe Enzymausbeuten in kurzen Fermenta-
tionszeiten liefern und dabei auf moglichst kos-
tengiinstigen Néhrmedien wachsen. Er sollte
Enzyme in groBen Mengen ins Medium sekre-
tieren kdnnen. Zudem sollten wenig stérende
Nebenprodukte wie andere extrazelluldre Enzy-
me, Toxine oder Schleimstoffe gebildet werden.
Als Produktionsorganismus kommt B. licheni-
formis diesen Anforderungen sehr nahe. Die
funktionelle Genomanalyse wird dazu beitra-
gen, die Produktivitat dieses bedeutenden in-
dustriellen Mikroorganismus weiter zu verbes-
sern sowie neue Verfahren zu etablieren. Um
die physiologischen Vorgange wahrend der
industriellen Fermentation von B. licheniformis
auf molekularer Ebene umfassend charakteri-
sieren zu kénnen, war die Entschlisselung der
Genomsequenz durch die Gottinger Gruppe
von entscheidender Bedeutung (1).

Diese Sequenzinformation dient nun
als Grundlage fur die funktionelle Genomana-
lyse in Greifswald, die in enger Kooperation mit
der Gottinger Arbeitsgruppe sowie der Henkel
KGaA durchgefiihrt wird. So wurde in Géttin-
gen ein DNA-Microarray hergestellt, mit dem
man die Transkription von 95% aller in der
Genomsequenz von B. licheniformis annotier-
ten Gene unter verschiedensten Bedingungen
messen kann. Die Gottinger Gruppe konzen-
triert sich auf Untersuchungen zu prozessrele-
vanten Eigenschaften des Energie- und Zen-
tralmetabolismus von B. licheniformis, der sich
in einigen wichtigen Aspekten vom Stoffwech-
sel des gut untersuchten Modellorganismus B.
subtilis unterscheidet: So kann B. licheniformis

die Endprodukte der fiir diese Organismen cha-
rakteristischen unvollstdndigen Oxidation von
Glucose — Acetat und 2,3-Butandiol — in einer
zweiten Wachstumsphase verwerten. AuBer-
dem kann dieser Organismus fermentativ unter
anaeroben Bedingungen gut wachsen. Diese
Eigenschaften konnten entscheidend fur die
gute Kultivierbarkeit von B. licheniformis in
Hoch-Zelldichte-Fermentationen sein.

In der Greifswalder Arbeitsgruppe wur-
den mit Hilfe der Proteomanalyse Uber die
zweidimensionale Gelelektrophorese kombi-
niert mit MALDI-ToF Massenspektrometrie zu-
nachst Grundziige des Stoffwechsels von B.
licheniformis unter verschiedenen Modellbe-
dingungen sowie unter Fermentationsbedin-
gungen analysiert. Diese dadurch erhaltenen
Untersuchungen unterstreichen, dass das Wis-
sen um das Erbgut zwar zeigt, was die Zellen
prinzipiell leisten konnen, die Techniken der
funktionellen Genomuntersuchungen dagegen

Abb. 1: Color coding
Image (Delta2D,
www.decodon.de) des
extrazelluldren Proteoms
von B. licheniformis unter
Phosphat-, Glukose- und
Stickstoff-Hungerbedin-
gungen (aus Voigt et al.,

2005).

sichtbar machen, was physiologisch in den Zel-
len wirklich passiert. Der Greifswalder Gruppe
gelang es im Verlauf ihrer Proteom-Untersu-
chungen mehr als 500 Proteine der wachsen-
den Zellen zu identifizieren, unter ihnen die
Mehrzahl der Enzyme, die an den grundlegen-
den metabolischen Routen beteiligt sind. Damit
konnten viele Enzyme und Stoffwechselverldu-
fe, die bereits auf der Genomsequenz basierend
postuliert wurden, bestatigt werden. Die um-
fassende Proteominformation macht es mdog-
lich, die Stoffwechselvorgange und ihre Regu-
lation vollstandiger metabolischer Sequenzen
in ihrer Gesamtheit zu studieren, was modell-
haft fiir die Regulation der Glykolyse und des
Tricarbonsaurecyclus (TCC) erfolgreich abge-
schlossen wurde (2).

Im Mittelpunkt des Interesses der
Greifswalder Gruppe stehen die Identifizierung
und detaillierte Analyse von prozesskritischen
Markergenen.  Prozesskritische  Situationen
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koénnen beispielsweise durch Nahrstofflimita-
tionen (z.B. Sauerstoff-, Stickstoff-, oder Phos-
phatmangel) sowie Sekretionsstress bzw. phy-
sikalische Stressbedingungen (z.B. Hitzestress,
oxidativer oder osmotischer Stress) ausgeldst
werden. Durch die Kombination von Proteomics
und Transkriptomanalyse kann die Gesamtheit
der Gene identifiziert werden, die spezifisch
durch ein bestimmtes Umweltsignal reguliert
werden. Dieser umfassende Blick auf die Phy-
siologie der Zellen erlaubt es, die Gene/Protei-
ne herauszufiltern, die als Indikatoren fiir pro-
zesskritische  Situationen dienen  kénnten.
Diese Gene/Proteine bezeichnen wir als Mar-
kergene oder -proteine. In Abbildung 1 sind
potentielle extrazelluldre Markerproteine von
B. licheniformis fir drei ausgewéhlte Nahr-
stofflimitationen farblich dargestellt (3).

Die Kenntnis dieser Markergene bzw. —
proteine erlaubt nun eine bessere Uberwa-
chung von industriellen Fermentationsprozes-
sen. Durch den Einsatz geeigneter Analyseme-
thoden kénnen prozesskritische Situationen
wie z.B. Nahrstofflimitationen in dem Fermen-
tationsprozess schnell erkannt werden. Aller-
dings muss dann durch Anderung der Fermen-
tationsbedingungen zeitnah darauf reagiert
werden. Elektrische DNA-Chips, die mit Sonden
flir prozesskritische Gene beladen sind (4),
kénnten in Zukunft fir derartige Prozesskon-
trollen eingesetzt werden (5). Darliber hinaus
ist die Identifizierung von streng regulierten
Markergenen mit starken Promotoren fir die
Entwicklung neuer Expressionssysteme fir B.
licheniformis von Interesse.
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Dinger aus Mikroben —
Gene in Bacillus amyloliquefaciens entdeckt,
die Pflanzen besser wachsen lassen

Rainer Borriss

Bakterien der Gattung Bacillus konnen durch
Bildung von resistenten Sporen auch unter
unglinstigen Bedingungen in der Umwelt nahe-
zu unbegrenzt Uberdauern und sind in groBer
Zahl im Boden und in der pflanzlichen Wurzel-
zone verbreitet. Durch die Sekretion extrazel-
luldrer Enzyme kénnen sie sich auch makromo-
lekulare Nahrstoffe (Kohlenhydrate, Proteine)
auBerhalb der Zelle erschlieBen; durch die Pro-
duktion antibakterieller und antifungaler Wirk-
stoffe werden konkurrierende Mikroorganis-
men unterdriickt. Diese ,natiirlichen” Eigen-
schaften werden von der Industrie fir die Pro-
duktion wirtschaftlich wichtiger Exoenzyme
(Proteasen, Amylasen, Glucanasen), Antibiotika
und Vitamine genutzt.

In dem letzten Jahrzehnt wurden Bacil-
lusstamme entdeckt, die sowohl das Wachstum
von Nutzpflanzen (,plant growth promotion”)
als auch die pflanzlichen Abwehrreaktionen
gegen phytopathogene Organismen (,indu-
zierte Systemresistenz”) fordern (Abb. 1).

So werden heute langlebige Sporen-
praparate, z.B. von Bacillus amyloliquefaciens,
mit Erfolg fiir die Ertragssteigerung im Gemdse-
und Gartenbau sowie fur Kartoffeln, Getreide
und andere landwirtschaftliche Nutzpflanzen

Abb. 1: Pflanzenwuchsférdernder Effekt von Bacillus-
Stdmmen: Wachstum von Maiskeimlingen ohne (links)
bzw. mit (rechts) Kulturfiltrat von B. amyloliquefaciens

eingesetzt. Der dkologische Vorteil dieser biolo-
gischen Formulierungen, die die Einsparung
betrachtlicher Mengen chemischer Diinger so-
wie von Herbiziden und Insektiziden erlaubt, ist
offensichtlich. Heute erlebt der Einsatz derarti-
ger Prdparate in der Landwirtschaft, insbeson-
derein den U.S.A., einen regelrechten Boom. Lei-
der sind die komplexen, molekularen Mechanis-
men, die diese Effekte in der Bakterienzelle requ-
lieren, immer noch wenig verstanden. Ausge-
hend von einer strukturellen Genomanalyse gibt
uns heute die Anwendung des von der Genom-
forschung entwickelten Methodenspektrums die
Mdglichkeit, die globalen Reaktionsnetze zel-
luldrer Antworten in ihrer Gesamtheit zu unter-
suchen. Auf dieser Basis kénnen neue hochpro-
duktive Stamme fiir den jeweiligen Anwen-
dungszweck entwickelt werden.

Die Genomsequenz des direkt aus der
pflanzlichen Wurzelzone isolierten Bacillus amy-
loliquefaciens-Stammes, der mit Erfolg fir die
Forderung des Pflanzenwachstums eingesetzt
wird, wurde mit der bekannten Sequenz eines
verwandten ,Modell”-Organismus, Bacillus
subtilis 168, der seit ca. 150 Jahren im Labor
kultiviert wird, verglichen. Es zeigte sich, dass
das genetische Potential des ,Wildisolats”
dem des Laborstammes tberlegen ist. So wur-
den im B. amyloliquefaciens-Genom groBe
DNA-Bereiche identifiziert, die fir die Produk-
tion von antifungalen und antibakteriellen
Wirkstoffen verantwortlich und nichtim —mdg-
licherweise ,degenerierten” — Laborstamm an-
zutreffen sind. Beispielsweise produziert B.
amyloliquefaciens die cyclischen Lipopeptide
Bacillomycin D und Fengycin, die Pflanzen vor
phytopathogenen Pilzen in der Wurzelzone
schiitzen (1), fordert durch die Synthese des
Pflanzenhormons Indol-3-Essigsaure das Pflan-
zenwachstum (2) und erlaubt durch die Sekre-
tion einer spezifischen Phosphatase (,Phyta-
se”) die ErschlieBung neuer Nahrstoffquellen

(3).

Die Verflugbarkeit der kompletten Ge-
nomsequenz erlaubt die Identifizierung aller an
der Exoenzym-Synthese und der fiir die Inter-
aktion mit der pflanzlichen Rhizosphare betei-
ligten Wirkstoffe und ebnet damit den Weg fiir
die Optimierung von hochproduktiven Bacillus-
Produktionsstammen. Ein besonderer Vorteil
des untersuchten B. amyloliquefaciens Stam-
mes ist seine Fahigkeit, DNA auf natirlichem
Wege aufzunehmen (,Kompetenz”), eine Ei-
genschaft, die nicht nur die funktionelle Analy-
se mit Gen-,knock-out”-Mutanten ermdglicht,
sondern auch die Etablierung eines Methoden-
spektrums fir die weitere Untersuchung der
komplexen  Wechselbeziehungen  zwischen
Pflanzen und Wurzelbakterien in einer Weise
erlauben wird, wie es exemplarisch fiir die bak-
terielle Grundlagenforschung mit den Modell-
organismen E. coli und B. subtilis seit Jahrzehn-
ten existiert.
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,Made by Ralstonia” — Entwicklung neuer
Produktionsstamme flr eine auf Wasserstoff
basierende Biotechnologie

Botho Bowien, Bérbel Friedrich und Alexander Steinblichel

Der Einsatz von Wasserstoff (H,) als umwelt-
freundlicher Energietrdger wird gegenwartig
intensiv vorangetrieben. H, kann nicht nur im
technischen Bereich verwendet werden, wie
etwa in Synthesegas oder als alternativer Kraft-
stoff flir Fahrzeuge, sondern ist auch eine her-
vorragende Energiequelle fiir viele Mikroorga-
nismen. So kann eine Vielzahl autotropher Bak-
terien diese Energie zur Assimilation von Koh-
lendioxid (CO,) als alleinige Kohlenstoffquelle
zum Aufbau ihrer Biomasse nutzen. Das Gram-
negative, fakultativ chemolitho-autotrophe
Bakterium Ralstonia eutropha Stamm H16 ist
einer der am besten untersuchten Organismen

aus der Gruppe dieser sogenannten Knallgas-
bakterien. Es oxidiert H, in Gegenwart von Sau-
erstoff, wobei unterschiedliche Hydrogenasen
flr die Aktivierung des Gases verwendet wer-
den. Ahnlich wie in Pflanzen und Algen wird
CO, Uber die Reaktionen des Calvin-Benson-
Bassham (CBB)-Cyclus fixiert. Neben H,-CO,
verwertet es auch eine Fille organischer Sub-
strate als Kohlenstoff- und Energiequellen.
Nicht zuletzt hat es sich iber die mittlerweile
mehr als vier Jahrzehnte seiner wissenschaftli-
chen Erforschung als physiologisch duBerst fle-
xibler und robuster Organismus erwiesen. Bio-
technologisch ist R. eutropha H16 bereits als

Ralstonia eutropha als Produktionsplatitform

Abb.1: Konversion von
nachwachsenden Roh-
stoffen und von Wasser-
stoff mit Hilfe von R.
eutropha H16 als Produk-
tionsplattform.

Billiga
Energiaqualle

* Biomasse

.l-'-.'.-'.-.'.r.h.:-m'a eutrapha H16 = Int

« Extrazaliuldre Produkte

Steckbrief: Ralstonia eutropha H16 (B-Proteobacteria, Familie Burkholderiaceae)

Produzent von Polyhydroxyalkanoaten (PHA)
etabliert. Diese thermoplastischen Polyester
werden als Speicherstoff in den Zellen ange-
hauft und liegen dort in Form von Grana vor.
PHA finden als biokompatible und biologisch
abbaubare Plastikstoffe in der Medizin und als
Verpackungsmaterial Verwendung, wenn auch
gegenwartig aus Kostengriinden in noch sehr
geringem Umfang.

Die Perspektiven fiir eine weitergehen-
de biotechnologische Nutzung von R. eutropha
H16 sind somit vielversprechend. Zu deren
grundsatzlicher Einschdtzung wurde die Ge-
nomsequenzierung des Organismus im Rah-
men des BMBF-Forderprogramms " Genomfor-
schung an Mikroorganismen”, Kompetenz-
netzwerk Gottingen (BiotechGenoMik), in
Zusammenarbeit mit dem Gottinger Labor fiir
Genomanalyse (Leiter: Prof. Dr. Gerhard Gott-
schalk) durchgefihrt. Sie hat zum Ziel, biotech-
nologische Anwendungen dieses Stammes auf
eine rationale genetische Grundlage zu stellen.
Davon ausgehend soll das physiologische
Gesamtpotential von R. eutropha H16 neu
bewertet werden.

Ein besonderes Augenmerk zukiinftiger
Anwendungen des Stammes wird auf der Pro-
duktion weiterer Biopolymere wie Cyanophy-
cin, Polyglutamat und Polyaspartat sowie von
Metaboliten wie organischen Sauren und Ami-
nosauren liegen, die fir die chemisch-pharma-
zeutische Industrie von Interesse sind (AG

Das Genom des Stammes hat eine GréBe von 7,45 Mb und besteht aus drei sich unabhangig voneinander replizierenden, ringférmigen
DNA-Molektlen (1). Die Sequenz des kleinsten Replikons, des Megaplasmids pHG1 (0,452 Mb), wurde bereits aufgeklart (2). Das Mega-
plasmid ist fiir die Lithoautotrophie des Organismus mit H, essentiell, weil darauf seine Hydrogenasen codiert sind. AuBerdem trgt es
Gene des CBB-Cyclus sowie Gene fiir die anaerobe Respiration und die Reduktion von Ribonucleotiden (2, 3). Nahezu alle Gene des
Grundstoffwechsels befinden sich auf Chromosom 1 (4,1 Mb). Dagegen codiert Chromosom 2 (2,9 Mb) vor allem zusétzliche Stoffwechsel-
leistungen und hat damit eher Plasmidcharakter. Es weist Duplikationen der Genregionen des CBB-Cyclus und der Nitratreduktion auf.
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Abb. 2: Bioreaktor (500 L-Fermenter) im Biotechnikum
des Instituts fir Molekulare Mikrobiologie und Bio-
technologie der Universitdt Miinster zur Anzucht von
R. eutropha. Insert: Zelle des Stammes H16 mit einge-
lagerten PHA-Grana (Aufnahme: A. Steinbdichel).

Steinblichel). Lithoautotroph kultivierte Pro-
duktionsstamme bieten die Mdglichkeit, hoch-
reine Produkte zu erhalten. Seine Lithoautotro-
phie macht R. eutropha H16 auch zu einem
besonders geeigneten Organismus fiir Markie-
rung und Produktion von Biomolekiilen mit sta-
bilen Isotopen (2H, 13C, 15N), die zunehmend in
spektroskopischen Strukturanalysen sowie bei
metabolischen Untersuchungen in der Medizin
zur Anwendung kommen. Der Industriepartner
Silantes GmbH, Miinchen, schaffte dazu die
technologischen Vorraussetzungen durch die
Entwicklung sicherer Fermentersysteme, die fiir
die Anzucht von R. eutropha mit H, unter Pro-
duktionsbedingungen unerldsslich sind.

Der gegenwadrtige Stand des Projekts
erlaubte bereits die Identifizierung einer Reihe
interessanter Gene in der Genomsequenz von
R. eutropha H16. So wurden neue, an der Bil-

dung von PHA-Grana beteiligte Gene entdeckt,
deren gezielte Kontrolle die Produktion von
PHA-Grana definierter GroBe ermdglichen und
somit eine Chance zur Anwendung dieser
Grana in der Nanotechnologie er6ffnen. Auch
sind an Biosynthese und Wiederverwertung von
PHA ganz offensichtlich wesentlich mehr Pro-
teine beteiligt als bisher bekannt. Dies betrifft
nicht nur die Polymerisation und Depolymerisa-
tion von PHA selbst, sondern auch die Uber-
flihrung von Intermedidren des Zentralstoffwe-
chels in Substrate der PHA-Synthase. Die
Kenntnisse der entsprechenden Gene ist unab-
dingbare Voraussetzung, um durch 'metabolic
engineering' zu verbesserten Produktionsver-
fahren fiir bereits bekannte Polymere oder gar
zu neuen Polymeren wie den kirzlich entdeck-
ten Polythioestern zu gelangen (AG Stein-
blichel) (4, 5). Fiir das Verstandnis der autotro-
phen CO,-Fixierung und des allgemeinen CO,-
Stoffwechsels in R. eutropha ist das Auffinden
verschiedener Gene von Carboanhydrasen von
Bedeutung. In diesem Zusammenhang wird
nach mutmaBlichen Transkriptionsregulatoren
der beiden cbb-Operone von R. eutropha H16
gesucht. Gene dieser Operone codieren Enzyme
des CBB-Cyclus (AG Bowien).

Bereits erfolgreich abgeschlossen wur-
de die Sequenzierung des Megaplasmids
pHG1, auf dem die Gene fiir die Synthese der
drei H,-oxidierenden NiFe-Hydrogenasen des
Organismus lokalisiert sind. Diese Hydrogen-
asen sind durch eine hohe Toleranz gegeniiber
Sauerstoff und Kohlenmonoxid gekennzeich-
net. Damit besitzen sie Eigenschaften, die fir
den technologischen Einsatz dieser Enzyme von
Bedeutung sind, z. B. fiir die photobiologische
Produktion von H, und die Entwicklung einer
biologischen Brennstoffzelle. Basierend auf der
Sequenzauswertung wurden auBerdem mole-
kularbiologische Arbeiten zur Etablierung von
Expressionsystemen und zur Stammentwick-
lung fir geplante Produktionsverfahren durch-
geflihrt (AG Friedrich). Darlber hinaus wurde
ein Abhéngigkeitssystem zur stabilen Expressi-
on von Fremdgenen in R. eutropha H16 bei

hohen Zelldichten entwickelt, welches auf einer
Mutante mit defekter 2-Keto-3-desoxy-6-phos-
phogluconat (KDPG)-Aldolase und einem Ex-
pressionsvektor mit intakter KDPG-Aldolase
beruht (AG Steinbiichel).
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Abftallstoffe als Nahrung — Entwicklung
eines biotechnologischen Prozesses
zur Herstellung von Butanol aus billigem Synthesegas

Peter Diirre

Der Einsatz von Fermentationen zur Synthese
von Grundchemikalien, die bislang kostengiin-
stig nur auf petrochemischer Basis herzustellen
waren, erdffnet vollig neue Perspektiven. Die
Abhangigkeit von Erddl wird reduziert, und in
industriellen Verfahren héufig anfallende Ab-
fallprodukte wie Schldamme, Maischen oder
auch Synthesegas werden in den Produktions-
prozess zuriickgefiihrt. Die modernen Mdglich-
keiten des ,metabolic engineering” erlauben
es, Mikroorganismen fiir diese Aufgabe zu opti-
mieren.

Die Ulmer Arbeitsgruppe erarbeitet
derzeit ein biotechnologisches Verfahren zur
einstufigen Erzeugung von Butanol aus Synthe-
segas. Dieses konnte das bisher iibliche 2-stu-
fige, chemisch-technische Verfahren zur Buta-
nolsynthese auf Erdélbasis ersetzen (Abb. 1).

Synthesegas ist eine Mischung aus
etwa gleichen Teilen Kohlenmonoxid (CO) und
Wasserstoff (H,) mit Spuren anderer Gase. Es
entsteht beispielsweise aus Steinkohle oder
beim Thermorecycling von Abfallen und ist ein

seit langem eingesetztes, weil in groBen Men-
gen vorhandenes und billiges Ausgangssub-
strat fiir viele Syntheseprozesse.

Nach aufwendigen Screening-Pro-
grammen ist es gelungen, einen anaeroben Or-
ganismus zu finden, der das hochtoxische Koh-
lenmonoxid im Synthesegas sehr gut als Sub-
strat verwerten kann. In dieser Tatsache liegt
aber wiederum die besondere Eleganz dieses
Ansatzes: Energieaufwendige Sterilisationspro-
zesse waren flir einen derartigen Prozess wahr-
scheinlich nicht notwendig, da ,normale” Mi-
kroorganismen die eingesetzten CO-Konzen-
trationen nicht dberleben wiirden. Aufschluss
Uber die biochemischen Details, die die hohe
Toleranz gegentiber CO ermdglichen, liefert die
momentan im Gottinger Laboratorium fir
Genomanalyse durchgeflhrte Sequenzierung
des entsprechenden bakteriellen Genoms.

Durch den Ansatz des ,metabolic
engineering” wird ein Stoffwechselweg fir die
Synthese von Butanol konstruiert und in das
CO-verwertende Bakterium eingebracht. Die

Abb. 1: Chemische und
biotechnologische Buta-
nolproduktion

entsprechenden Arbeiten zur Ubertragung und
Expression des Butanolsynthese-Operons ste-
hen kurz vor Beendigung. Parallel werden wei-
tere Bakterien wie beispielsweise Butyribacteri-
um methylotrophicum und auch Umweltgenda-
tenbanken beziiglich der Gene zur Butanolsyn-
these untersucht. Ziel ist es, eine Butanoldehy-
drogenase mit hoher Aktivitat zu finden, um die
Butanol-Ausbeuten in einem spateren Produk-
tionsprozess zu steigern.

Der schnelle Transfer der entwickelten
Stamme aus dem Labor in einen Produktions-
prozess soll durch Kooperation mit der Firma
European Oxo GmbH sichergestellt werden, die
ein groBes Interesse an den Méglichkeiten des
Verfahrens hat.
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Genomsequenz enthillt das Potenzial
von Gluconobacter oxydans fur Biotransformationen

Armin Ehrenreich, Marc Hoffmeister, Birgit Veith, Tina Prust, Uwe Deppenmeier

Essigsdurebakterien wie Gluconobacter oxy-
dans dienen den Menschen seit Jahrtausenden,
bereits die alten Babylonier und Agypter nutz-
ten sie unwissentlich. Sie lieBen Wein und Bier
einfach offen stehen, mischten ein paar Kréu-
ter hinzu und wie von selbst versauerten die
Getrdnke zu Essig. Heute wei man, dass kei-
nesfalls die Krduter oder Uberirdische Méchte
fir die Verwandlung verantwortlich sind. Essig-
saurebakterien sind auf pflanzlichem Material
weit verbreitet, daher gentigen ein paar Krdu-
ter um die so genannte oxidative Fermentation

Abb. 1: Austretende, stark zuckerhaltige Pflanzenséfte
an Friichten sowie Nektar oder der Darm von Bienen
sind die typischen Habitate von Gluconobacter, dessen
Zellen (siehe kleines Bild oben) eine charakteristische,
zitronenférmige Morphologie aufweisen. Das Genom
dieser Organismen (siehe kreisférmige Darstellung)
codiert fur eine Vielzahl von stereo- und regioselekti-
ven Dehydrogenasen.

Steckbrief Gluconobacter oxydans 621H (0.-Proteobacteria, Familie: Acetobacteraceae)

zuverldssig zu starten. In ihrem Verlauf wird
Ethanol nicht zu Kohlendioxid sondern zu
Essigsdure oxidiert — eine unvollstandige Oxi-
dation.

Die Einsatzmdglichkeiten der unvoll-
standigen Oxidationen der Essigsaurebakterien
wie G. oxydans beschranken sich jedoch nicht
auf die Essigproduktion. Unvollstandige Oxida-
tionsprozesse von Zuckern und Alkoholen, die
von G. oxydans durchgefiihrt werden, sind in
der chemischen und pharmazeutischen Indu-
strie von groBem wirtschaftlichem Interesse. G.
oxydans kann nicht nur Ethanol zu Acetat, son-
dern auch eine sehr groBe Zahl von Zuckern
und anderen Polyolen regio- und stereoselektiv
zu den entsprechenden Zuckersduren oder Ke-
tonen oxidieren. Der Organismus ist daher
gleichsam als lebender, hochspezifischer Kata-
lysator flir eine uniiberschaubare Zahl von Oxi-
dationsreaktionen anzusehen. So wird G. oxy-
dans inzwischen vermehrt flir die Produktion
von Feinchemikalien oder zur Synthese von
Zwischenprodukten bei der Herstellung von
Pharmazeutika eingesetzt. Ein Beispiel hierfiir
ist die Synthese von L-Sorbose aus D-Sorbit,
das als wichtige Zwischenstufe zur Herstellung
von Vitamin C verwendet wird.

Um den héchst auBergewdhnlichen
Stoffwechsel der Essigsaurebakterien zu ver-
stehen und ihr ganzes Potential fir Oxidations-
reaktionen abschatzen zu konnen, wurde das
Genom von G. oxydans durch die Arbeitsgrup-
pe von Uwe Deppenmeier in enger Zusammen-
arbeit mit dem Goéttinger Labor fir Genomana-
lyse vollstandig sequenziert. Die Kenntnis der
Genomsequenz tragt zum grundlegenden Ver-
standnis des ungewdhnlichen Metabolismus
der Essigsdurebakterien bei und ist Grundlage
fir eine funktionelle Genomanalyse. Darauf

aufbauend kann eine gezielte Veranderung des
Stoffwechsels durch so genanntes ,metabolic
engineering” vorgenommen werden. Dabei
sollen vorhandene, auf Essigsdurebakterien
beruhende Produktionsprozesse verbessert
und vor allem neue biotechnologische Einsatz-
gebiete fur diese Organismen erschlossen
werden.

Die bisherigen Untersuchungen erga-
ben eine ganze Reihe von Uberraschungen in
Bezug auf den Energie- und Biosynthesestoff-
wechsel dieses Bakteriums. Besonders wichtig
fur die Arbeiten, die im Verbund mit den
Arbeitsgruppen um Hermann Sahm (Jilich) und
Helmut Gorisch (Berlin) durchgeflihrt werden,
sind die neuartigen Erkenntnisse iiber Proteine,
die die erwdhnten unvollstandigen Oxidatio-
nen von Glukose und vieler anderer Substrate
steuern. So konnten allein 75 Gene identifiziert
werden, die fir biochemisch nicht charakteri-
sierte Dehydrogenasen kodieren. Die Kenntnis
dieser Gene erlaubt die Entwicklung neuartiger
Strategien zur maBgeschneiderten Konstrukti-
on von besonders geeigneten Produktions-
stammen, woran das Unternehmen BASF AG
(Ludwigshafen), welches diese Untersuchun-
gen finanziell gefordert hat, besonders interes-
siert ist.
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Gluconobacter oxydans:
Produzent industriell relevanter Biomolekiile

Ute Herrmann, Tina Hélscher, Helmut Gérisch und Hermann Sahm

Gluconobacter oxydans, ein auf Blumen und
Friichten lebendes Essigsaurebakterium, ist ein
so genannter ,unvollstandiger Oxidierer”. Die
Besonderheit dieses Organismus liegt darin,
dass er so verschwenderisch mit den zur Verfi-
gung stehenden Nahrstoffen umgeht und nur
wenig flr sein eigenes Wachstum verwendet.
Eine Vielzahl der Stoffwechselprodukte, die er
ausscheidet, sind Biomolekiile, die wegen ihrer
Wirksamkeit als Vitamine oder Arzneimittelbe-
standteile von groBem wirtschaftlichem und
medizinischem Interesse sind. Neben Dihydro-
xyaceton (Brdunungsmittel) aus Glyzerin und
Glukonsdure (Spilmittelzusatz) aus Glukose
wird G. oxydans auch zur Herstellung von Ami-
nosorbose (diabetisches Therapeutikum) aus
Aminosorbit eingesetzt.

Weinséaure

Durch unvollstandige Oxidation kann
G. oxydans aus Traubenzucker 5-Ketoglukon-
saure, ein Vorlaufer der Weinsaure, bilden.
Weinsdure ist ein gefragtes Sauerungsmittel fiir
Fruchtsafte, Bonbons und andere Lebensmittel,
eignet sich zudem als Saure und Reduktions-
mittel beim Farben und Drucken und wird in der
Glasversilberung eingesetzt.

Zwei separate Enzymsysteme regeln
den Umbau von Traubenzucker in 5-Ketoglu-
konsdure: Eines arbeitet im Inneren der Bakte-
rienzellen, das andere ist in die Zellmembran
integriert (Abb. 1). Die Gene, welche fiir die be-
teiligten Enzyme kodieren, untersuchen Her-

L+ }-Woinsdura

Abb. 1: Produktion von Weinséure mit Hilfe von Gluconobacter oxydans

mann Sahm und Kollegen vom Institut fiir Bio-
technologie des Forschungszentrums Jilich so-
wie Helmut Gorisch und Mitarbeiter vom Insti-
tut flr Biotechnologie der TU Berlin. Die Ar-
beitsgruppen versuchen G. oxydans so zu ver-
andern, dass 5-Ketoglukonsdure im UbermaB
gebildet wird (1,2). Neben der erwiinschten 5-
Ketoglukonsdure produziert G. oxydans jedoch
auch noch eine weitere Sdure aus dem Trau-
benzucker, die verwandte 2-Ketoglukonsaure.
Um das zu verhindern, wurde das Gen, dessen
Protein fir die Bildung der 2-Ketoglukonsdure
notwendig ist, im Genom von G. oxydans inak-
tiviert. Auf diese Weise wurde tatsachlich die 2-

Ketoglukonsdurebildung vollstandig unterbun-
den und die Produktion der 5-Ketoglukon-
saure beglnstigt, weil sich der Produktstrom
nicht mehr auf zwei Wege verteilt (2). Im An-
schluss wurde die Synthese der Proteine fiir die
5-Ketoglukonsaure-Bildung verstarkt, so dass
die 5-Ketoglukonsaure-Konzentration auf bis
zu 60 g/l stieg.

Fur die Industrie sind diese Ergebnisse
deshalb so interessant, weil bislang Weinsaure
ausschlieBlich aus Weinstein (Rickstand bei
der Weinherstellung) hergestellt wird und da-
her nur beschrankt verfigbar ist. Dabei entste-
hen auBerdem organisch verunreinigter Gips
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Abb. 2: Produktion von Vitamin C mit Hilfe von Gluconobacter oxydans

und organische Abfalle aus der Weinhefeauf-
bereitung, die als Sondermill entsorgt werden
mussen.

Vitamin C & PQQ

Nach erfolgreichem Abschluss des
Weinsdure-Projektes wird in Jilich derzeit ein
G. oxydans-Stamm entwickelt, der D-Sorbit,
bzw. Traubenzucker zu einem direkten Vorldu-
fer des Vitamin C, der 2-Ketogulonsdure, um-
setzt. An der Umsetzung von D-Sorbit zu 2-
Ketogulonséure sind drei Enzyme beteiligt. Her-
mann Sahm und Mitarbeitern ist es mittlerwei-
le gelungen einen G. oxydans-Stamm zu kon-

struieren, der alle fiir die Umsetzung von Sorbit
zu  2-Keto-L-gulonsdure essentiellen Gene
funktionell exprimiert.

In Berlin hingegen steht das neue Vita-
min  Pyrrolochinolinchinon (PQQ), das als
Kofaktor vieler Quinoprotein-Dehydrogenasen
dient, im Zentrum der Untersuchungen (3).
Erste Ergebnisse zur Uberexpression des pgg-
Genclusters waren erfolgreich und fiihrten
nach Kultivierung der rekombinanten G. oxy-
dans-Stamme zur Anreicherung von PQQ im
Medium.
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Umweltgenomik (Metagenomik)
als nahezu unerschopfliche Quelle fir neue
Biokatalysatoren, Stoffwechselwege und Wirkstofte

Wolfgang Streit, Karl-Erich Jaeger, Rolf Daniel und Ken Timmis

Es sind nicht die Menschen, die Tiere oder — wie
man vielleicht annehmen mdchte — die Insek-
ten, die die Welt dominieren — die Wahrheit ist
mikroskopisch klein. Mikroorganismen domi-
nieren die Biosphdre und besitzen eine erstaun-
lich hohe physiologische, metabolische und
genetische Vielfalt. Die Gesamtzahl der ver-
schiedenen prokaryotischen Arten auf der Erde
wird auf etwa 1 bis 100 Millionen geschatzt,
wobei bisher jedoch nur ein Bruchteil (<1%)
dieser Mikroorganismen mit Standardmetho-
den kultiviert werden kann. Dies liegt unter
anderem daran, dass die meisten Organismen
unter Laborbedingungen nicht wachsen, da
ihre Nahrstoffanspriiche zu komplex sind. Die
Forscher im Netzwerk verlassen sich daher
nicht langer auf die etwa 6.000 Mikroorganis-
men, die in den letzten 100 Jahren Biologie in
den Labors kultiviert wurden, oder die 600 Ein-
zelorganismen, deren Genome bisher ent-
schlusselt wurden. Vielmehr haben die Autoren
hier einen eigenen Weg entwickelt, um die Viel-
falt der Mikroorganismen zu erschlieBen. Die
Forscher im Netzwerk nutzen die Metageno-
mik als eine neue Stufe der Genomforschung,
um die Vielfalt der Mikroorganismen in mikro-
biellen Habitaten zu erschlieBen. Die biologi-

sche Vielfalt, die dabei genutzt werden kann, ist
nahezu unerschopflich und auch kaum vorstell-
bar: Wie groB diese biologische Diversitat
tatsachlich ist, lasst sich am Besten abschat-
zen, wenn man sich das Leben in einem Gramm
Gartenerde anschaut. Man muss davon ausge-
hen, dass in einem Gramm Erde einige tausend
unterschiedliche prokaryotische Mikroorganis-
men leben. Dies bedeutet im Vergleich deutlich
mehr Gesamtgenominformation in einem Gramm
Erde als im menschlichen Genom. Diese enor-
me Informationsfille war wegen fehlender Kul-
tivierungstechniken bisher jedoch nicht oder
nur geringflgig fir biotechnologische oder
pharmazeutische Fragestellungen nutzbar. Die-
ses Problem konnte im Wesentlichen durch die
konsequente Anwendung und Weiterentwick-
lung von Metagenomtechnologie geldst
werden.

Der Trick, den die Metagenomik an-
wendet, ist, dass sie die Genominformation -
also das Erbgut aller Mikroorganismen eines
Standortes — erschlieBt ohne diese zu kultivie-
ren. Dazu wird die gesamte DNA direkt aus
Umweltproben, Biofilmen oder Anreicherungs-
kulturen isoliert und als Genbibliothek in hete-
rologen Wirten - typischerweise dem Darmbak-
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Abb 1.: Metagenomik erhellt die “black box” der prokaryotischen Welt. Dabei bezeichnet der Begriff ,Meta-
genom’ die gesamte Erbinformation aller Mikroorganismen eines Standortes.

terium Escherichia coli - hinterlegt. Bei der Aus-
wahl der Umweltproben sind die Forscher sehr
wahlerisch und scheuen auch keine Kosten und
Miihen, um an viel versprechende Probenmate-
rialien von allen Teilen der Erde zu gelangen.
Die Umweltproben, die bisher bearbeitet wur-
den, reichten von einfachen Trinkwasserbiofil-
men, Proben aus Gartenteichen, Gletschereis
von der Zugspitze, Uber eher exotische Proben
aus Erzabbaugebieten oder heien Quellen, bis
hin zu Sedimentproben aus dem Wattenmeer.
Im Idealfall enthdlt eine Metagenombank den
Hauptanteil der gesamten genomischen Infor-
mation der analysierten mikrobiellen Lebens-
gemeinschaft. Die so hinterlegte Erbinformati-
on kann dann beliebig vermehrt, untersucht
und letztendlich auch wirtschaftlich genutzt
werden.

Die bisher in dieser Forschungsrichtung
durchgefihrten Arbeiten belegen, dass in der
Klonierung von Umwelt-DNA und der anschlie-
Benden Durchmusterung der daraus resultie-
renden Metagenombanken ein enormes Poten-
tial zur Entdeckung von neuartigen Biokataly-
satoren und Wirkstoffen liegt. Bisher wurden
durch diese Art der Arbeiten in den Labors der
Autoren eine Reihe von sehr auBergewdhnli-
chen und fir eine Industrieanwendung viel ver-
sprechende Enzyme isoliert. Beste Beispiele
hierflr sind die Identifizierung von Lipasen und
alkaliphilen Proteasen, die als Waschmittelzu-
satz zur Entfernung von Fett- bzw. EiweiBver-
schmutzungen eingesetzt werden kdnnen. Eini-
ge der bisher gefunden Lipasen und Esterasen
zeichnen sich dariiber hinaus auch durch hoch-
interessante Substratspektren aus und werden
derzeit vom Industriepartner, der BRAIN AG
(Zwingenberg), auf eine mdgliche Verwertung
hin geprift. Eine der gefundenen Esterasen
kénnte beispielsweise fir die Herstellung von
Parfums Verwendung finden oder fiir die
Gewinnung des Pfefferminzgeschmackstoffs im
Kaugummi. Eine groBe ¢konomische Bedeu-
tung und einen breiten Anwendungsbereich
haben auch die isolierten amylolytischen Enzy-
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Abbildung 2: Neue Biokatalysatoren und Wirkstoffe aus Umweltproben, Biofilmen und Anreicherungen.

me, die in der Stdrkeverzuckerung, im Brauwe-
sen, in der Alkoholproduktion und in der Tex-
tilindustrie verwendet werden konnen. Hier
sind sehr temperaturstabile und salztolerante
Enzyme gefunden worden, deren Einsatz der-
zeit unter extremen und industrienahen Bedin-
gungen getestet wird. Dariiber hinaus er6ffnen
die in Zusammenarbeit mit einem Industrie-
partner isolierten  Oxidoreduktasen und
Hydratasen den Zugang zur Synthese von indu-
striell-relevanten chiralen Alkoholen, die mit
Hilfe der organischen Chemie nur schwer her-
stellbar sind.

Die bisher durchgeflihrten Untersu-
chungen belegen, dass die verwendeten meta-
genomischen Verfahren in Kombination mit
effektiven Durchmusterungstechnologien zur
Isolierung von neuen robusten Biokatalysato-
ren mit hohem Anwendungspotential fihren.
Diese Vorgehensweise wird sich daher in den
kommenden Jahren als Standardmethode fir
die Suche nach neuen industriell-relevanten
Biokatalysatoren und Verbindungen durch-
setzen.

Zusétzlich zu diesen schon fast klassi-
schen Durchmusterungen der Umweltgenban-
ken nach Biokatalysatoren machen sich die
Autoren nun auch auf die Suche nach neuarti-

gen Wirkstoffen und Therapeutika. Dabei sind
die Autoren sehr daran interessiert, Wirkstoffe
bzw. neue Gene fiir Wirkstoffe zu finden, die zur
Vermeidung von  mikrobiellen  Biofilmen
genutzt werden kénnen. Biofilme, sind mikro-
bielle Aufwiichse, die ubiquitdr vorkommen,
jedoch in unserem unmittelbaren Umfeld uner-
winscht sind. In industriellen Prozessen stdren
sie meist Produktionsprozesse und im klini-
schen Bereich sind sie haufig Ausldser von
Infektionen und miissen daher frihzeitig
erkannt und bekdmpft werden. Ein Problem
dabei ist jedoch, dass Mikroorganismen in Bio-
filmen sehr resistent gegentiber klassischen
Antibiotika und Bioziden sind. Daher méchten
die Metagenomforscher nun neue Wirkstoffe
aus Metagenomen gewinnen. Da Biofilm-
wachstum als solches sehr geordnet ablauft
und Mikroorganismen miteinander kommuni-
zieren, um im Biofilm zu wachsen, suchen die
Forscher jetzt mit Hilfe der Metagenomik nach
Mdglichkeiten, die Kommunikation von Mikro-
organismen zu stéren. Dieses Wissen wollen
die Wissenschaftler dann einsetzen, um gezielt
Wirkstoffe zur Vermeidung der Biofilmbildung
zu entwickeln.

Neben der Isolierung von neuen Bioka-
talysatoren und Anti-Biofilmwirkstoffen wur-

den auch neue molekulare Werkzeuge und
Methoden entwickelt, die eine effiziente und
schnelle Durchmusterung von Genbanken mit
hoher Komplexitat erlauben. Dazu gehort bei-
spielsweise die Nutzbarmachung neuer Wirts-
stamme fiir das Anlegen der Metagenom-Gen-
banke. Hier arbeiten die Autoren mit Hochdruck
an zwei neuen Wirten: Escherichia blattae und
Burkholderia glumae. Fir diese Arbeiten wur-
den die kompletten Genome beider Organis-
men entschllsselt, und fiir beide Organismen
werden derzeit Vektoren und andere geneti-
sche Werkzeuge erstellt.

Zusammenfassend [asst sich sagen,
dass die Metagenomik als neue und junge For-
schungsrichtung bereits heute eine Schlissel-
technologie darstellt, die schon jetzt bewiesen
hat, dass sie brauchbare Lésungen fir biotech-
nologische und dartiber hinausgehende Fra-
gestellung liefern kann.
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Die Sequenzierung und funktionelle Analyse des Genoms
des saure- und hitzebestandigen Archaeons Picrophilus
torridus liefert die Information fir neuartige

Biokatalysatoren

Wolfgang Liebl und Garo Antranikian

Manche prokaryotische Mikroorganismen (Bak-
terien und Archaeen) konnen unter hochst
erstaunlichen, aus menschlicher Sicht extremen
Bedingungen gedeihen: etwa in extrem saurem
oder alkalischem Milieu (um pH 0 bzw. bis etwa
pH 13, Acidophile bzw. Alkaliphile), bei hohen
Salzkonzentrationen (Halophile), bei extrem
hohem Druck (Piezophile) oder bei sehr tiefen
oder hohen Temperaturen (nahe 0°C bzw. bis
etwa 110°C, Psychrophile bzw. extrem Thermo-
phile). Die molekularen Mechanismen, die es
erlauben, unter derart widrigen Bedingungen

Abb. 1: HeiBer, saurer Standort beim Vulkan Mount
Yo, Japan, nahe der Stelle, an der Picrophilus torridus
(elektronenmikroskopische Aufnahme von in Teilung
befindlichen Zellen unten links) erstmals isoliert wurde.
Fotos: C. Schleper, M. Hoppert.

zu leben, beinhalten spezifische Anpassungen

auf den Ebenen von

- Struktur und Funktion von Biomolekilen
und (sub)zellularen Strukturen,

- Physiologie und Stoffwechsel

- Regulation von Genexpression und
Bewahrung der Integritat der genetischen
Information.

Der Wunsch, die Mechanismen der extremophi-

len Anpassung zu verstehen, sowie die Suche

nach neuen, stabilen Biokatalysatoren fir bio-

technologische Anwendungen sind die Triebfe-

dern der derzeitigen Forschung an extremophi-
len Mikroorganismen.

Im Rahmen des Gottinger BiotechGe-
noMik-Netzwerkes fiihren wir Genomsequenz-
basierte Untersuchungen an Picrophilus torri-
dus durch, einem Organismus, der gleich zwei
Extreme in sich vereint, namlich extreme Aci-
dophilie und (moderate) Thermophilie. Dieses
Archaeon wachst optimal bei pH 0,7 und damit
am duBersten Rande des pH-Spektrums des
Lebens und ist gleichzeitig mit einer optimalen
Wachstumstemperatur von 60°C auch noch

Steckbrief Picrophilus torridus (Archaeon, Ordnung Thermoplasmales, Familie Picrophilaceae)

Das ringférmige Genom von P. torridus besitzt eine GréBe von 1.545.900 Basenpaaren mit einem G+C-Gehalt von 36% und einer Gesamt-
zahl von 1539 ORFs. 92% des Genoms stellen kodierende Sequenzen dar, womit P torridus die héchste Kodierungsdichte unter den Geno-

men von Thermoacidophilen besitzt.

GenomXPress - Sonderausgabe - September 2005



35

GenoMik-Kompetenznetzwerk Gottingen

thermophil. Das intrazellulare Milieu in Picro-
philus-Zellen weist mit pH 4,6 sogar den nied-
rigsten pH-Wert auf, der je in lebenden Zellen
gefunden wurde.

Gemeinsam mit dem Goéttinger Labor
flir Genomanalyse (G2L) wurde die vollstandi-
ge Nukleotidsequenz des Genoms von P torri-
dus ermittelt (1). Die erhaltenen Sequenzinfor-
mationen wurden editiert und umfassend an-
notiert, um den aufgefundenen offenen Lese-
rahmen (ORFs) mdgliche Funktionen zuzuord-
nen und die wesentlichen Stoffwechselwege
postulieren zu kdnnen.

Mdglicherweise haben die extremen
Lebensbedingungen im Fall von Picrophilus im
Laufe der Evolution zu einem relativ kleinen
Genom mit hoher Informationsdichte geftihrt.
Aus der Genomanalyse ergaben sich diverse
weitere Hinweise auf mogliche Strategien der
thermoacidophilen Anpassung dieses Archae-
ons. Einen Schwerpunkt des Projektes bildet die
Untersuchung von ausgewahlten P torridus
Proteinen. Vor allem Enzyme mit niedrigem pH-
Optimum und hoher Stabilitat sind fir die
Lebensmittelindustrie (z.B. Proteasen, Polysac-
charid- und Oligosaccharid-abbauende Enzy-
me) und fur die chemische Industrie (z. B.
Esterasen, Lipasen, Dehydrogenasen) von In-
teresse. Ein beeindruckendes Beispiel fir ein
extrem angepasstes Enzym von P torridus ist
dessen Glucoamylase, die optimal bei pH 2
arbeitet und zudem bei hohen Temperaturen
aktiv und stabil ist (2). Fir die rekombinante
Herstellung von P torridus Enzymen werden

verschiedene heterologe Expressionssysteme
erprobt. Dabei werden nicht nur diverse Expres-
sionsvektoren sondern auch andere Wirtsorga-
nismen als E. coli wie Hefe, Sulfolobus, Ther-
mus, Gluconobacter, Corynebacterium oder
Bacillus einbezogen. Verschiedene Gene fiir
Glycosidasen, Esterasen und Dehydrogenasen
(3) konnten inzwischen erfolgreich exprimiert
werden, die entsprechenden Biokatalysatoren
werden derzeit biochemisch charakterisiert, um
anschlieBend in Kooperation mit Industriepart-
nern ihr biotechnologisches Potential ausloten
zu kénnen.
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