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3 Zusammenfassung

Weil fossile Rohstoffe endlich sind und deren Nutzung negativ auf den immer schneller
voranschreitenden Klimawandel wirkt, ist es wichtig Alternativen zu finden. Eine derzeit schon
genutzte Losung stellen Produktionslinien gestiitzt auf Mikroorganismen dar. Diese benotigen
jedoch Zucker fiir ihr Wachstum und die damit verbundene Produktion der gewiinschten Giiter.
Zudem erzeugt der Metabolismus dieser Zellen CO, im Unterschied zu photosynthetisch aktiven
Mikroorganismen. Diese benoétigen keinen Zucker fiir ihr Wachstum und produzieren dariiber
hinaus Sauerstoff. Eine klimaneutrale oder sogar klimapositive Produktion ist so moglicherweise
erreichbar.

Entsprechend werden Cyanobakterien derzeit intensiv erforscht. Sie sollen als Produktionsplattform
fiir die Synthese verschiedenster Substanzen verwendet werden. Darunter sind Feinchemikalien,
Medikamente oder Biotreibstoff. Jedoch scheitern viele dieser Ansétze derzeit an der zu geringen
Ausbeute. Hier spielen die kostenintensive Ernte und Aufreinigung eine wichtige Rolle. Auch die
Synthese von Astaxanthin ist aus diesem Grund oft nicht rentabel, obwohl die Substanz hochpreisig
gehandelt wird und in der Pharma-, Lebensmittel- oder Kosmetikindustrie wegen starker
antioxidativer Eigenschaften gefragt ist.

Synechococcus sp. PCC7002 kann den Astaxanthin-Vorlaufer B-Carotin produzieren, aber nicht
Astaxanthin. Jedoch ist dieses Cyanobakterium leicht genetisch zu modifizieren und weist ein
extremes Wachstum, mit einer minimalen Verdopplungszeit von 2,6 Stunden, auf. Unter
Verwendung eines synthetischen Ketolase- und eines synthetischen Hydroxylase-Gens gelang die
Modifizierung des Carotin-Stoffwechsels. Der Organismus war nun in der Lage Astaxanthin zu
synthetisieren. Der zellulire Gesamtgehalt an Astaxanthin wurde durch die Uberexpression der
intrinsischen Phytoen-Synthase weiter erhoht. Bei den Versuchen der Modifizierung des Carotinoid-
Stoffwechsels zeigte sich, dass es mehr Regulationsmechanismen gibt als derzeit in der
wissenschaftlichen Literatur bekannt sind. Dariiber hinaus stellten sich gewisse durch die
wissenschaftliche Literatur begriindete Annahmen als falsch heraus.

Beziiglich der Losung des Problems der kostenintensiven Ernte und Extraktion, ermdglichte die
Expression eines E. coli-ABC-Transporter den Export von Astaxanthin. Zugleich verringert dies die
intrazelluldre Produktakkumulation. Auf diese Weise wurde die Synthese weiter gesteigert. Aus dem
Kulturmedium konnen dann erhebliche Mengen Astaxanthin zuriickgewonnen werden, ohne dass
es einer Zerstorung der Zellen bedarf.

Insgesamt ermoglichen die erzielten Erfolge, allen voran durch die erstmalige erfolgreiche Nutzung
eines ABC-Transporters fiir den Export von Carotinoiden in photosynthetisch aktiven
Mikroorganismen, eine ginzlich neue Produktionsstrategie. Der erzeugte Synechococcus sp.
PCC7002-Stamm kann eine kontinuierliche Astaxanthin-Produktion gewdahrleisten, die ohne Ernte
und Zerstorung der Zellen auskommt. Potenziell ergibt sich daraus eine klimaneutrale oder sogar
klimapositive Produktionsplattform.

Zusammenfassung 1



4 Abstract

As fossil Resourcs are finite and their use contributes to accelerating climate change, it is important
to find alternatives. One solution already in use is production lines based on microorganisms.
However, these require sugar to grow and produce the desired goods. In addition, the metabolism
of these cells produces CO2, unlike photosynthetically active microorganisms. These do not require
sugar to grow and also produce oxygen. Climate-neutral or even climate-positive production may
therefore be achievable.

Consequently, cyanobacteria are currently the subject of intensive research. As a production
platform, they can be used to synthesise a wide range of substances. These include among other
things chemicals, medicines, and biofuels. However, many of these applications are failing. The most
important reasons are the low yield combined with costly harvesting as well as purification
processes. For these reasons the synthesis of Astaxanthin is also often unprofitable, although the
substance is traded at a high price and is in demand in the pharmaceutical, food and cosmetics
industries due to its strong antioxidant properties.

Synechococcus sp. PCC7002 is able to produce the astaxanthin precursor -carotene but cannot
produce astaxanthin. However, this cyanobacterium is easily genetically modified and exhibits
extreme growth, with a minimum doubling time of 2.6 hours. Using a synthetic ketolase as well as
a synthetic hydroxylase gene, the modification of the carotene metabolism was successful. Finally,
the organism was able to synthesise astaxanthin. Total cellular astaxanthin content was further
increased by the overexpression of the intrinsic phytoene synthase. Attempts to modify the
carotenoid metabolism revealed that there are more regulatory mechanisms than currently known
in the scientific literature. In addition, certain assumptions based on the scientific literature turned
out to be incorrect.

To overcome the problem of costly harvesting and extraction, the expression of an E. coli ABC
transporter enabled the export of astaxanthin. At the same time the intracellular accumulation of
the product was reduced. In this way synthesis was further enhanced. Consequently, substantial
amounts of astaxanthin can then be recovered from the culture medium without the need to destroy
the cells.

Overall, a completely new production strategy is made possible by the successes achieved, the first
successful use of an ABC transporter for the export of carotenoids in photosynthetic microorganisms.
The Synechococcus sp. PCC7002 strain developed can ensure continuous astaxanthin production
without harvesting and destroying the cells. This could potentially result in a climate-neutral or even
climate-positive production platform.

Abstract 2
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6 Einleitung

Der Klimawandel schreitet mit enormer Geschwindigkeit voran. Um dem entgegenzuwirken,
miissen Mallnahmen ergriffen werden, die die CO2 Emissionen reduzieren oder einen CO; Kreislauf
unterstiitzen. Neue industrielle klimavertragliche Produktionsverfahren konnen einen Beitrag dazu
leisten (Dasan et al. 2019; Kumar et al. 2020; Medeiros et al. 2015).

Eine Alternative zu derzeit genutzten Verfahren stellen sogenannte ,griine Produktionslinien® dar.
Diese basieren nicht auf fossilen Rohstoffen, sondern verwenden Mikroorganismen zur Herstellung
von Produkten (Kumar et al. 2020; Medeiros et al. 2015). Die eingesetzten Mikroorganismen,
zumeist Hefen oder Escherichia coli, werden hierbei in Fermentern kultiviert und die Produkte aus
der Fermentation gewonnen. Jedoch bendtigen diese Organismen Zucker fiir Thr Wachstum, der
ebenfalls eine begrenzte, wenn auch nachwachsende Ressource darstellt. Sowohl in der Forschung
als auch der Industrie riicken Mikroalgen aus diesem Grund immer mehr in den Fokus (Gurreri et
al. 2023). Mikroalgen stellen eine Gruppe photosynthetischer, ein- oder mehrzelliger Organismen
dar, die weltweit in einer Vielzahl von Lebensrdumen vorkommen. Dazu gehoren
Meeresumgebungen und SiifSwasser sowie unerwartete Nischen wie Walder, Steinwdnde oder
Eisflichen. Die Anzahl der Arten wird auf 45.000 bis 100.000 geschitzt (Singh und Saxena 2015;
Heimann und Huerlimann 2015; Rumin et al. 2020; Maity und Mallick 2022). Sie benétigen nur
Licht, Salz und CO: fiir Ihr Wachstum. Dabei weisen sie eine bis zu 10-fach hohere
photosynthetische Effektivitidt im Vergleich zu hoheren Pflanzen auf (Xu et al. 2019). Marine
Mikroalgen sind mafgeblich an der Sauerstoffproduktion der Erde beteiligt, etwa die Halfte der
globalen Sauerstoffproduktion entfallt auf sie (Maity und Mallick 2022). Vor allem die
Sequestrierung von COz ist ein Vorteil, den bisherige Produktionsketten nicht aufweisen. Durch die
Verwendung von CO: als Kohlenstoffquelle benétigen Mikroalgen keinen Zucker fiir Thr Wachstum
(Acién et al. 2012; Zhou et al. 2017). Auch Stickstoff konnen sie aus der Luft assimilieren und fiir
ihr Wachstum verwenden. So wére eine klimaneutrale Produktion oder gar eine klimapositive
Produktion moglich (Zhou et al. 2017; Maity und Mallick 2022). In den letzten Jahren sind immer
mehr Forschungsarbeiten rund um die Nutzung von Mikroalgen als Produktionssystemen
veroffentlicht worden.

Der Fokus lag hier vor allem auf den prokaryotischen Vertretern der Mikroalgen, den
Cyanobakterien. Diese sind genetisch einfacher aufgebaut und schon bestehende Kenntnisse konnen
auf sie iibertragen werden. Hierbei dient Wissen aus nicht photosynthetisch aktiven Organismen,
welche schon in der Industrie verwendet werden (E. coli), als Quelle (Carroll et al. 2018). Zu
beachten ist jedoch, dass der Begriff Mikroalge kein offizielles Phylum beschreibt. Unter Mikroalgen
werden Organismen zusammengefasst, die photosynthetisch aktive einzellige Organismen sind. Aus
diesem historischen Hintergrund erfolgt auch die Zuschreibung der frither ob Thres kobaltblauen
Pigments Phycocyanin als Blaualgen bezeichneten Cyanobakterien zur Gruppe der Mikroalgen.
Aktuell erfolgt die offizielle Zuteilung hingegen zum Phylum der Bakterien. Im direkten Vergleich
mit eukaryontischen Mikroalgen weisen Cyanobakterien ein schnelleres Wachstum auf. Gewisse
Vertreter dieser Gattung haben eine minimale Verdopplungszeit von 1,5 Stunden, wohingegen viele
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eukaryontische Mikroalgen eine Verdopplungszeit von mindestens 12 Stunden aufweisen (Ungerer
et al. 2018; Krzeminska et al. 2014).

Des Weiteren ist der Aufbau von Cyanobakterien simpler, da sie keine abgetrennten Kompartimente
wie Zellkern, Mitochondrien oder Chloroplasten aufweisen (Carroll et al. 2018). Es wird sogar
davon ausgegangen, dass die Chloroplasten von eukaryontischen Mikroalgen, aus der Endosymbiose
mit Cyanobakterien hervorgingen (Sato 2021). Dies wiirde zudem die komplexere genetische
Regulation von eukaryontischen Mikroalgen erkliren, die nicht nur aus der Abtrennung durch den
Zellkern und der komplexeren Regulation der Zellen hervorgeht. Die Chloroplasten dieser Zellen
besitzen eine eigene genetische Regulation, infolgedessen ist eine genetische Manipulation
schwieriger. Cyanobakterien besitzen hingegen nur ein Genom, das in mehrfacher Kopie in der Zelle
vorliegt (Zerulla et al. 2016). Einzelne Stamme verfiigen dariiber hinaus noch iiber endogene
Plasmide, die ebenfalls eine Relevanz fiir den Metabolismus aufweisen (Yano et al. 1995).

Die Forschung arbeitet derzeit daran, die Regulation und Steuerung des Metabolismus solcher
Organismen aufzukldren, damit eine Manipulation dieser fiir die Nutzung in Produktionsketten
moglich ist. Hierbei ist die Idee, Cyanobakterien als Chassis fiir die Produktion von Feinchemikalien,
Nahrungsergdanzungsmittel oder klinisch relevante Stoffe zu verwenden (Ruffing et al. 2016).

Unter diesen, ist Synechococcus sp. PCC7002 einer der geeignetsten. Dieser Stamm ist natiirlich
kompetent und sein 3 Mbp langes Genom ist komplett sequenziert, infolgedessen ist er einfach
genetisch modifizierbar. Darliber hinaus besitzt Synechococcus sp. PCC7002 mehrere neutrale
Integrationsstellen (NS, fiir engl. ,neutral site“), Genombereiche die bei Verdnderung keine
Auswirkung auf den Metabolismus oder das Wachstum des Stammes haben. Mittels homologer
Rekombination konnen heterologe Gene zielgerichtet in das Genom - idealerweise in die neutralen
Integrationsstellen — eingebracht werden (Ruffing et al. 2016; Vogel et al. 2017). Dies erfolgt iiber
sogenannte Transformationsvektoren, die eine hohe Transformationseffizienz erméglichen. Die
Verwendung synthetischer Gene — Gene, die eine Anpassung an den Organismus durch Codon-
Optimierung erfahren haben, jedoch auch auf ihre RNA- und DNA-Sekundérstrukturen optimiert
sind — konnte eine verbesserte Genexpression ermoglichen (Tran und Kaldenhoff 2020a). Dies
diirfte zu einer erhohten Enzymkonzentration fithren, die in hierdurch limitierten Syntheseschritten
den Engpass aufheben.

Synechococcus sp. PCC7002 kann sowohl in Frischwasser als auch in Brackwasser wachsen und hat
eine minimale Verdopplungszeit von 2,6 Stunden. Die Moglichkeit, in Brackwasser zu wachsen,
ermOglicht die Vermeidung der Nutzung von Frischwasser. Dies sorgt fiir weniger Konkurrenz zur
Landwirtschaft und schont Ressourcen (Ruffing et al. 2016; Aikawa et al. 2014). Ebenfalls wiirden
Produktionsanlagen, die Synechococcus sp. PCC7002 nutzen, die Moglichkeit besitzen, derzeitiges
Brachland zu verwenden, um nicht in Konkurrenz zur Landwirtschaft oder Wohnraum zu stehen.
Durch den geringen Nahrstoffbedarf und die CO>-Nutzung konnten Anlagen mit Industrieprozessen
gekoppelt werden, in denen CO> und im Idealfall auch Warme als Abfallprodukte entstehen. Mittels
dieser Verkniipfung entsteht die Moglichkeit der Etablierung einer Kreislaufwirtschaft.

Einleitung 7



Fiir dieses Ziel bedarf es zuerst weiterer Forschung in der Nutzung und dem Verstdndnis der Biologie
des verwendeten Stamms. Viele Regulationsmechanismen des Metabolismus sind noch nicht oder
nur unzureichend aufgeklart. Der Einfluss durch Verdnderungen der neutralen Integrationsstellen
auf das Wachstum und den Metabolismus sind zwar erforscht, jedoch gab es keine einheitlichen
Studien zur Untersuchung der Expression heterologer Gene in diesen neutralen Integrationsstellen.
Diese Liicke konnte durch die Studie von Pappert et al. infolge unerwarteter Ergebnisse meiner
Arbeit geschlossen werden (Pappert et al. 2023).

Carotinoide, eine vielfdltige Gruppe von wasserunloslichen Pigmenten, sind in der Natur weit
verbreitet. Sie werden von praktisch allen photosynthetisch aktiven Organismen, sowie von vielen
Bakterien und Pilzen, synthetisiert. In der Welt der Mikroalgen erfolgt die Synthese von mehr als
30 verschiedenen Carotinoiden, die bei der Photosynthese eine zentrale Rolle spielen. Sie dienen
als Pigmente zur Lichtabsorption und bieten Schutz vor photooxidativen Schidden (Badger et al.
2006; Liu et al. 2022). Neben ihren grundlegenden biologischen Funktionen haben Carotinoide
auch in der Industrie eine breite Anwendung gefunden. Ihre Bedeutung in der Lebensmittel- und
Pharmaindustrie erhalten sie durch ihre leuchtenden Farben, ihre antioxidativen Eigenschaften, ihre
Anti-Aging-Eigenschaften und ihre stresslindernde Wirkung in Verbindung mit ihrer Rolle als
Vorstufen essenzieller Vitamine (Nabi et al. 2020; Shin et al. 2022; Baran et al. 2020).

Unter diesen Carotinoiden zeichnet sich Astaxanthin, ein tiefrotes Pigment, durch eine
bemerkenswerte antioxidative Wirkung aus; die geschétzte biologische Aktivitit ist etwa zehnmal
hoher als die anderer Carotinoide und tausendmal hoher als die von Vitamin E (Patel et al. 2022).
Der Trivialnamen Astaxanthin steht fiir 3,3’-Dihydroxy-3,3-carotin-4,4'-dion, woraus sich ableiten
lasst, dass es ein Derivat von [3-Carotin ist. Der Stoff zahlt zur Klasse der Xanthophylle und ist folglich
ein Tetraterpen, das sauerstoffhaltige Gruppen in Form von Hydroxy-, Carbonyl- oder
Carboxygruppen tragt (Stachowiak und Szulc 2021; Aneesh et al. 2022; Zhu et al. 2010). In der
Natur kommt Astaxanthin in vielen Mikroalgen vor und sorgt fiir die Pigmentierung von Fischen
und Krebstieren, die es nicht selbst synthetisieren konnen. Gegenwértig wird Astaxanthin vor allem
in Tierfutter fiir die Aquakultur verwendet, um die Pigmentierung von Lachs-, Forellen- und
Krabbenfleisch zu verbessern und gleichzeitig gesundheitliche Vorteile fiir diese Wassertiere zu
bieten. Seine aullergewohnlichen Eigenschaften haben es in den Fokus geriickt und zu einer
steigenden Nachfrage nach seiner Verwendung in pharmazeutischen und kosmetischen Produkten
gefiihrt (Patel et al. 2022; Varela et al. 2015; Nabi et al. 2020).

Im Jahr 2019 erreichte der Weltmarkt fiir Astaxanthin einen Wert von 1,0 Mrd. USD und es wird
erwartet, dass er bis 2027 eine stetige Wachstumsrate von 16,2 % aufweisen wird (Stachowiak und
Szulc 2021). Innerhalb dieses Marktes dominiert synthetisches Astaxanthin, dessen Gewinnung
hauptsachlich durch chemische Synthese erfolgt, den Fisch- und Tierfuttersektor aufgrund seiner
vergleichsweisen niedrigen Kosten von 1.000 USD pro Kilogramm. Die Lebensmittel-, Pharma- und
Kosmetikindustrie hingegen bevorzugt natiirliches Astaxanthin, das aus biologischen Quellen
gewonnen wird. Trotz seines hoheren Preises von 5.000 USD pro Kilogramm im Vergleich zu
synthetischen Alternativen ergibt sich die Bevorzugung von natiirlichem Astaxanthin aufgrund
seiner deutlich verbesserten und nachgewiesenen gesundheitlichen Wirkung (Patel et al. 2022;
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Stachowiak und Szulc 2021). Diese wird durch Ester-Verbindungen mit Fettsduren hervorgerufen.
Infolge dieser Verbindungen besitzt natiirliches Astaxanthin eine hoher Bioverfiigbarkeit, da die
Aufnahme bei der Verdauung verbessert ist (Yang et al. 2021b; Yang et al. 2021a). Zudem erhohen
diese Verbindungen die antioxidativen Eigenschaften, in dem die Elektronendichte des konjugierten
m-Systems beeinflusst wird.

Die Gewinnung von natiirlichem Astaxanthin erfolgt derzeit durch die Kultivierung von
verschiedenen eukaryontischen Mikroalgen wie Haematococcus pluvialis. Diese Mikroalgen besitzen
einen Metabolismus, der fihig ist, Astaxanthin zu produzieren. Jedoch ist entweder die Ausbeute
sehr gering oder es bedarf eines zweistufigen Produktionsprozesses (Li et al. 2020). In diesem
erfolgt zuerst der Aufbau von Biomasse unter streng kontrollierten Kultivierungsbedingungen. In
einem zweiten Schritt werden die vegetativen Zellen Stress, z.B. Licht- oder Trocken-Stress,
ausgesetzt. Dies sorgt dafiir, dass die Mikroalgen ihr Wachstum einstellen und zum Schutz
Carotinoide, insbesondere Astaxanthin, produzieren. Diese Umstellung kann bei gewissen Spezies
zur Bildung von Zysten - ein Zelltyp der nur noch grundlegende Stoffwechselprozesse
aufrechterhdlt und sich nicht mehr fortpflanzt — fiihren. In der Dauerform ist es moglich,
Astaxanthin Anteile von 5 % an der Zelltrockenmasse zu erreichen (Bauer und Minceva 2021; Shah
et al. 2016). Fiir eine solch hohe Ausbeute bedarf es jedoch einer mehrwochigen Kultivierung. Einen
wesentlich einfacheren Prozess ergibe eine Verwendung von Mikroalgen, die Astaxanthin dauerhaft
in ihren vegetativen Zellen produzieren. In der wissenschaftlichen Literatur gibt es fiir diesen Zweck
mehrere potenzielle Stdmme (Liu et al. 2019; Shimada et al. 2020; Amendola et al. 2023). Zumeist
wurden diese durch ,Metabolic Engineering“, zur Astaxanthin-Synthese befdhigt oder ihr
natiirlicher Astaxanthin-Syntheseweg erfuhr eine Verbesserung. Alle Versuche zeigen in der Regel
nur ein ,,proof of principle”, in denen Enzyme Verwendung fanden, die aus bekannten Astaxanthin
produzierenden Organismen stammten. Regulationen jeglicher Art wurden dabei nicht beachtet und
sind noch immer wenig bis tiberhaupt nicht erforscht (Patel et al. 2022; Wan et al. 2021).

Der Stamm Synechococcus sp. PCC7002 besitzt einen eigenen Carotinoid-Syntheseweg, iiber den er
B-Carotin und geringe Mengen Zeaxanthin synthetisieren kann (Hasunuma et al. 2019). Durch dies
und die oben erwédhnten Eigenschaften der leichten genetischen Modifizierbarkeit und dem
schnellen Wachstum bei geringem Nahrstoffbedarf, ist die Verwendung dieses Stammes zur
Produktion von Astaxanthin naheliegend. Der natiirliche Carotinoid-Syntheseweg miisste in der
Theorie lediglich mit zwei zusatzlichen Genen versehen werden, einer (3-Carotin-Ketolase und einer
B-Carotin-Hydroxylase. Diese beiden Enzyme kénnen sowohl -Carotin als auch dessen Derivate als
Edukte nutzen. Eine Ketolase fiigt eine Keto-Gruppe an das Kohlenstoffgeriist hinzu. Im Falle der §-
Carotin-Ketolase wird die Keto-Gruppe (=0) an das C4-Atom von einem der beiden endstédndigen
B-Ionon-Ringe angefiigt. Durch diese Reaktion wird aus {-Carotin Echinenon. Im Fall einer
Verdnderung beider endstdndigen C4-Atome entsteht Canthaxanthin. Die B-Carotin-Hydroxylase
fiigt eine Hydroxyl-Gruppe (-OH) an einen der beiden asymmetrischen Kohlenstoffe (C3- oder C3’-
Atom) an. Eine Reaktion erzeugt -Cryptoxanthin und eine Zweifachreaktion Zeaxanthin. Beide
Enzyme konnen alle Derivate von (-Carotin verdndern. Mogliche Reaktionen der zwei Enzyme fiir
die Astaxanthin-Synthese sind in der Abbildung 1 schematisch dargestellt. Nicht fiir jedes der
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Intermediate besitzen die Enzyme die gleiche Bindungsaffinitit. In der Natur gibt es verschiedene
Organismen, die entweder eines der beiden oder beide Enzyme besitzen. Hierbei unterscheiden sich
jedoch die Aminosaure-Sequenzen, wahrend die intrinsische Funktion gleichbleibt. Es dndern sich
dabei aber die Bindungsaffinitdten zu den unterschiedlichen Intermediaten. In der Studie von Wang
et al. (Wang et al. 2017) konnte gezeigt werden, dass dies einen erheblichen Einfluss auf die
Astaxanthin-Synthese hat. Im Detail erforschten Wang et al. die Auswirkung der Kombination von
B-Carotin-Ketolasen und [-Carotin-Hydroxylasen aus verschiedenen Organismen auf die
Astaxanthin-Produktion in Saccharomyces cerevisiae. Alle Kombinationen fithrten in diesen
Versuchen zur Bildung von Carotinoid-Gemischen, deren Zusammensetzung stark variierte, jedoch
zumeist mit Astaxanthin als Hauptprodukt. Die Kombination von Enzymen mit der hochsten
Astaxanthin-Ausbeute erbrachten die B-Carotin-Ketolase aus Brevundimonas sp. und eine 3-Carotin-
Hydroxylase aus Alcaligenes sp. strain PC-1.

Fiir Synechococcus sp. PCC7002 hingegen gibt es bereits eine Studie, die demonstriert, dass der
Organismus durch die Verwendung einer [B-Carotin-Ketolase und f-Carotin-Hydroxylase aus
Brevundimonas sp. in die Lage versetzt wird, Astaxanthin als Hauptprodukt zu synthetisieren
(Hasunuma et al. 2019). Dies steht im Widerspruch zur Studie von Wang et al., die fiir diese
Kombination der Enzyme eine eher moderate Astaxanthin-Bildung ergab (Wang et al. 2017). Dieser
Widerspruch ist moglicherweise auf artspezifische Regulationen des Metabolismus zuriickzufiihren.
Ein Vergleich beider Enzym-Kombinationen in Synechococcus sp. PCC7002 sollte Hinweise darauf
liefern, ob die von Wang et al. ermittelte optimale Kombination auch in Cyanobakterien eine
verbesserte Astaxanthin-Ausbeute liefert. Zu moglichen Regulationen ist bisher nichts weiter
bekannt, es konnten die verwendeten Promotoren, die verwendete Integrationsstelle im Genom
oder die ,Codon usage“ einen Einfluss besitzen. Zur Uberpriifung der Hypothesen, dass die
genannten Elemente eine Auswirkung auf die Astaxanthin-Synthese haben, erfolgten Analysen
hierzu in dieser Arbeit.

Die Regulation beschrinkt sich hierbei nicht nur auf die heterologen Gene, sondern auch auf
Synthese-Schritte des natiirlichen Carotinoid-Metabolismus von Synechococcus sp. PCC7002. Fiir
eukaryontische Mikroalgen ist ein limitierender Schritt die Synthese von Phytoen aus zwei
Geranylgeranylpyrophosphaten (GGDP) durch die Phytoen-Synthase (PSY). Die GGDPs entstehen
wiederum aus dem Methylerythritolphosphatweg - kurz MEP -, iiber dessen Endprodukte
Dimethylallylpyrophosphat (DMAPP) und Isopentenylpyrophosphat (IPP) (Deng et al. 2020).
Wahrend der MEP-Syntheseweg und die Bildung von GGDP in Mikroalgen hoch funktionelle
Enzyme aufweisen die zudem miteinander agieren, um den Produktfluss zur Carotinoid-Synthese
zu verbessern, sind die Reaktionen zur Bildung von Phytoen und zu -Carotin unerforscht und
zeigen Limitierungen (Zhou et al. 2022; Deng et al. 2020). Eine Uberexpression der natiirlichen
Gene konnte in Synechococcus sp. PCC7002 dazu fithren, dass es zu einer gesteigerten (3-Carotin-
Synthese kommt. Dies diirfte auf die nachfolgenden Syntheseschritte hin zum Astaxanthin ebenfalls
positive Auswirkungen haben, denn dann stiinde mehr Edukt in den Reaktionen zur Verfiigung.
Infolgedessen sollte eine Verschiebung des Reaktionsgleichgewichtes hin zu den Produkten
erfolgen. In gewisser Weise erhoht dies den Reaktionsdruck der enzymatischen Reaktion.
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Abbildung 1: Die Syntheseweg-Erweiterung von B-Carotin zu Astaxanthin in Synechococcus sp. PCC7002. Erfasst sind alle moglichen
Intermediate und auf den Pfeilen gestrichelt eingerahmt heterologe oder iiberexprimierte Enzyme. Das Endprodukt Astaxanthin ist rot
eingerahmt. Darunter ist die Strukturformel dieses in der Keilstrichform wiedergegeben.

Hohe Biomassen neben der eigentlichen Astaxanthin-Konzentration pro Zelle sind in der Regel
entscheidend, um eine kosteneffiziente Produktion zu erméglichen. Dies liegt daran, dass Ernte und
Aufreinigung eine der grofdten Kostenpunkte in der Produktion von Astaxanthin in Mikroalgen sind
(Singh und Patidar 2018). Jedoch konnte die Umgehung dieser Schritte erfolgen, wenn die Zellen
das produzierte Astaxanthin direkt in das Kulturmedium abgeben. Interessanterweise gibt es auf
diesem Gebiet noch keine veroffentliche Studie. Fiir E. coli hingegen wurden bereits Transporter-
Proteine erforscht, die bestimmte Carotinoide {iber die Membran in das Medium abgeben konnen
(Doshi et al. 2013). In dieser Studie kamen sogenannte ABC-Transporter zum Einsatz, die in der
Theorie verschiedene Carotinoide aktiv iiber die Membran Transportieren. Im Detail erfolgte der
Einsatz von MsbA-Transportern. Uber diese ist bekannt, dass sie verantwortlich fiir den Transport
der Lipid-A-Kernkomponente von Lipopolysaccharid vom Inneren der Zellmembran zur Aul3enseite
der Membran sind. Uber einen alternativen Mechanismus konnen diese Transporter eine breite
Variation von Chemotherapeutika, Medikamenten und Antibiotika ebenfalls durch die Membran
bewegen, siehe Abbildung 2 (Doshi et al. 2013; Bonifer und Glaubitz 2021). Die Anwendung auf
Carotinoide war in E. coli ein Erfolgt. Auch, wenn nur fiir einen Teil der gebildeten Carotinoide ein
Transport erfolgte, ergab sich eine erhohte Gesamt-Carotinoid-Produktion fiir die Stdmme mit ABC-
Transportern.

Ein solcher Transporter konnte méglicherweise auch in Synechococcus sp. PCC7002 die Losung sein,
um den kostenintensiven Schritt der Ernte zu umgehen (Abbildung 2). Die Membran unterscheidet
sich jedoch von E. coli-Membranen. Die Zellen von Synechococcus sp. PCC7002 weisen eine dulere
und eine innere Plasmamembran auf. Zwischen den beiden Membranen, dem Periplasma, erfolgt
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eine Ansammlung von Peptidoglykanen und Cellulose. Die Anreicherung dieser Stoffe bildet eine
Zellwand, die fiir die Klassifizierung dieses Stammes als ein gramnegatives Cyanobakterium
sorgt (Zhao et al. 2015). Hinzu kommt eine Thylakoidmembran (Pisareva et al. 2011), die teilweise
mit der inneren Plasmamembran verbunden ist und in der die respirativen und
photosynthesebezogenen Proteinkomplexe sitzen (Mullineaux 2014). Durch die Verbindung mit der
inneren Plasmamembran kommt es zur Bildung des Lumen, ein vom Cytoplasma abgegrenzter
Raum.

Astaxanthin MsbA1-Transporter

SEANTY RSN

S A A

£S
O

Abbildung 2: Biomembran von Synechococcus sp. PCC7002 mit ABC-Transporter-Protein. Die an der Membran produzierten Carotinoide,
bevorzugt Astaxanthin, kdnnen mittels des MsbA1-Transporters durch die Membran auf deren AuRRenseite transportiert werden. Hierzu
wird der alternative Funktionsmechanismus dieses Transporters verwendet (gestrichelte Line), denn eigentlich dient er dem Transport
von Lipid A.

Aus Versuchen, in denen die Synthese von Limonen und Bisabolen in Synechococcus sp. PCC7002
erfolgte geht hervor, dass die Kulturen mittels organischem Losemittel iiberschichtet werden konnen
(Davies et al. 2014; Chenebault et al. 2023). Dies diente in der Studie von Davies et al. dazu, dass
die fliichtigen Terpenoide nicht aus dem Kulturmedium verdampfen und dadurch der Nachweis
ihrer Bildung verloren geht, denn diese konnen iiber die Zellmembran diffundieren. Im organischen
Losemittel reicherte sich tiber die Zeit der Kultivierung das synthetisierte Limonen oder Bisabolen
infolgedessen an.

Die Verwendung von Losemittel als Uberschichtung von Fliissigkulturen kénnte der letzte Baustein
sein, um ein vollendetes Verfahren zur kosteneffizienten Produktion von Astaxanthin in
Synechococcus sp. PCC7002 zu ermoglichen. Durch die richtige Regulation des Astaxanthin-
Synthesewegs mittels synthetischer Gene fiir bisher nicht moégliche Reaktionsschritte und die
Verbesserung natiirlicher Synthesewege sollte eine Astaxanthin-Anreicherung in den Zellen moglich
sein. Potenziell angereichertes Astaxanthin konnte, iiber einen geeigneten ABC-Transporter, von
den Zellen ins Kulturmedium abgegeben werden. In dem es dann iiber Diffusion in ein organisches
Losemittel wandert und sich dort akkumuliert. Diese vier notwendigen Schritte sind in der
Abbildung 3 schematisch dargestellt. Im Schritt eins soll die Expression von synthetischen Genen
fir eine [-Carotin-Ketolase und eine [-Carotin-Hydroxylase die Astaxanthin-Synthese in
Synechococcus sp. PCC7002 ermoglichen. Hierbei gilt es, die Expression so zu optimieren, sodass
potenzielle Regulierungen sich nicht negativ auswirken. Zudem bedarf es einer sorgsamen Auswahl
der genutzten Enzyme, deren zugrunde liegenden DNA-Sequenzen die Basis fiir die synthetischen
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Gene liefern. Die Enzyme in Kombination sollten eine optimale Astaxanthin-Synthese ergeben, ohne
Intermediate des Synthesewegs zu akkumulieren. Der darauffolgende zweite Schritt konnte eine
Optimierung des natiirlichen Carotinoid-Stoffwechsels darstellen, z.B. durch die Entfernung von
limitierenden Synthese-Schritten mittels Uberexpression von stammeigenen Enzymen. Die Abgabe
des synthetisierten Astaxanthins in das Medium durch die Zellen wire der dritte Schritt, der durch
genetische Modifikation erreicht werden konnte. Die Nutzung von Transporter-Proteinen der
Familie MsbA konnte hierfiir der Schliissel sein. Der vierte Schritt bezieht sich weniger auf die
Biologie und eher auf ein chemisches Verfahren. Durch die Uberschichtung von Kulturen mit
organischen Losemitteln sollte es moglich sein, Carotinoide aus Schritt 3 durch Diffusion in der
Losemittel-Phase zu akkumulieren und sie so ohne viel Aufwand von den Kulturen zu dekantieren.
In einem solchen Verfahren erfolgt die Produktion von einer hochwertigen Chemikalie durch die
Verwendung von Sonnenlicht und CO.. Eine Entkopplung von fossilen Ressourcen entstiinde und
dennoch eine Produktion des hoherwertigeren natiirlichen Astaxanthin.

Gaseinlass Gasauslass

Dodecan

Wasserbad

e

Astaxanthin

1O

p-Carotin

Abbildung 3: Schema eines auf Synechococcus sp. PCC7002-gestlitztes Astaxanthin-Produktionsverfahrens. Ein Blasensaulen-Reaktor mit
Flussigkultur von genetisch veranderten Stammen Uberschichtet mit einem organischen Losemittel. Die Zellen sind durch synthetische
Gene in der Lage Astaxanthin zu produzieren (1), durch die Optimierung von limitierenden Schritten erfolgte eine Ausbeuten-Steigerung
(2) und ein Transporter ermoglicht es den Zellen das Produkt in das Medium abzugeben (2). Im Medium findet eine Phasentrennung

statt, sodass sich das Astaxanthin in der organischen Phase akkumuliert.
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7 Material und Methoden

7.1 Molekularbiologische Verfahren

7.1.1 Erzeugung synthetischer Gene
In diesem Verfahren wurden die DNA-Gensequenzen aus verschiedenen Organismen fiir

Synechococcus sp. PCC7002 optimiert. Mittels einer ,,Codon-Usage“-Tabelle erfolgte die Anpassung
an die Verwendung der Codonen durch Synechococcus sp. PCC7002. Zum Einsatz kamen der Codon-
Optimizer von IDT (Integrated DNA Technologies) oder die Codon Tabelle von kazusa.or.jp. Der
hier genutzte Algorithmus verwendet jedoch nicht immer nur das am héaufigsten verwendetet
Codon, sondern sorgt zudem fiir eine optimale Ausnutzung des t-RNA-Pools. Zudem wird auf
mogliche Sekundérstrukturen der mRNA geachtet und versucht, diese zu vermeiden. Dadurch kann
eine optimale Translation in das gewiinschte Enzym gewadhrleistet werden. Die Synthese der so
erzeugten synthetischen DNA-Gensequenzen erfolgte durch die BioCat GmbH. Die Sequenzen sind
im Anhang angegeben.

7.1.2 Plasmid-Mini-Praparation
Der Transfer von 3 mL einer E. coli-Ubernachtkultur in ein 1,5 mL Reaktionsgefi und die

Sedimentation durch Zentrifugation fiir 30 sec bei 14.000 RPM ermoglichte die Ernte der Zellen.
Der Uberstand wurde vollstindig verworfen und das Pellet in 300 ul. P1-Puffer resuspendiert.
RNAse A wurde erst nach dem Autoklavieren, direkt vor der Verwendung, hinzugegeben (siehe
Tabelle 1). Zur Lyse der Bakterien erfolgt die Zugabe von 300 uL P2-Puffer (siehe Tabelle 2) und
eine Inkubation bei Raumtemperatur fiir maximal fiinf Minuten. Die Zugabe von 300 uL P3-Puffer
(3 M NaOAc (pH 5,2)) und zehnminiitiger Inkubation auf Eis ermoglichte die Ausfillung der
Zelltrimmer und der genomischen DNA. Durch eine zehnminiitige Zentrifugation wurde das
Prizipitat nachfolgend bei 14.000 RPM sedimentiert. Der Transfer des Uberstandes erfolgte in ein
neues Gefdl} und die Féllung der DNA mit dem O0,7-fachen Volumen Isopropanol begann.
AnschlieRend erfolgte eine zehnminiitige Zentrifugation bei 14.000 RPM. Der Uberstand wurde
vollstdndig entfernt und das verbleibende DNA-Pellet mit 1 mL 70 % Ethanol gewaschen. Die
Losung des Pellets in 20 bis 30 uL MilliQ-H2O bildet das Ende der Aufarbeitung.

Tabelle 1: Zusammensetzung des Resuspensionspuffers (P1) Tabelle 2: Zusammensetzung des Lysepuffers (P2)
Bestandteil Endkonzentration Bestandteil Endkonzentration
Tris/HCl pH 8 50 mM NaOH 200 mM
EDTA 10 mM SDS 1% (w/v)

RNase A 100 pg/mL
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7.1.3 Ethanol/Natriumacetat-Prazipitation
Zu einem Volumen DNA-L6sung wurde 1/10 Volumen 3M NaAc (pH 5,2) und 2,5 Volumen 98 %

Ethanol hinzugegeben und {iber Nacht bei -20 °C inkubiert. Am néachsten Tag erfolgte die
Zentrifugation des Reaktionsansatzes fiir 10 Minuten bei 4 °C und 13k RPM. Es bedarf anschliel3end
der Entfernung des Uberstandes und das zweifache Waschen des Pellets mit 70 % Ethanol, bevor es
zur Losung des Pellets in MilliQ-H20 kommt. Das Volumen des Wassers wurde je nach Pelletgrole
und zu erwartender DNA-Menge gewahlt.

7.1.4 Oligodesoxynucleotidprimer-Synthese
Die Verwendeten Oligosesoxynucleotidprimer wurde durch die Firma Merck KGaA synthetisiert

(Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland). Hierzu diente die sogenannte Festphasen-
Oligonukleotidsynthese. Der Produktmalf3stab betrug stets 0,025 umol und als Aufreinigung wurde
die Kategorie ,Entsalzen“ gewdahlt. Erhalten wurden die Primer getrocknet und wurden nach
Produktdatenblatt in der jeweiligen Menge MilliQ-H20 aufgenommen.

7.1.5 Polymerase Chain Reaction (PCR)

PCR mit PrimeStar Polymerase
Zur Erzeugung der DNA-Fragmente fiir die Vektor-Klonierung wurde die Polymerase ,PrimeStar”
von , TaKaRa“ verwendet, da diese eine ,high-fidelity“ Polymerase mit Korrekturlesefunktion ist.

12,5 uL Ansatz

e PrimeSTAR Mastermix (2X) 6,25 ul (final conc. 1X)
e Primer 1 10 - 15 pmol (final conc. 0.2 - 0.3 uM)

e Primer 2 10 - 15 pmol (final conc. 0.2 - 0.3 uM)

e Template < 2,5 uL.

e Add MilliQ-H20 auf 12,5 ul

Folgende Einstellungen des , Thermocycler* (T Gradient von Biometra GmbH, Gottingen,
Deutschland) wurden verwendet:

1. 98 °C 10 sec

2. 55°C5or15sec

3. 68°C5 - 10 sec/kb (Erhohung auf 20 -30 sec/kb bei Amplifikation iiber 4k bp lédnge)
4. 4°C o

PCR mit Taqg-Polymerase

Fiir Kolonie PCR wurde die Tag-Polymerase von Biozym (Biozym Scientific GmbH, Hess. Oldendorf,
Deutschland) verwendet. Durchgefiihrt, um einen Nachweis der erfolgreichen Transformation von
E. coli oder Synechococcus sp. PCC7002 Zellen zu erbringen, wurde hierbei mittels eines
autoklavierten Zahnstochers ein Teil einer Kolonie in 4 uL. MiliQ-H2O iiberfiihrt und davon 1 uL in
der PCR eingesetzt.

15 uL Ansatz:

e 1,5 ulL 10x Taq Reaction Buffer
e 0,75 uL DMSO
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e 0,6 uL 10 uM forward Primer

e 0,6 mL 10 uM reverse Primer

e 1 uL Template (gepickte Kolonie resuspendiert in 4 uL. und 1 uL eingesetzt)
e 0,15 uL 10 mM dNTPs

e 0,075 uL Biozym Taq DNA Polymerase (5 U/uL)

e 10,33 uL MilliQ-H,0

20 uL Ansatz:
e 2 ul 10x Taq ,,Reaction Buffer®
e 1uLDMSO

e 0,8 uL 10 uM forward Primer

e 0,8mL 10 uM reverse Primer

e 1 uL Template (genomische DNA-Extrakt)

e 0,2l 10 mM dNTPs

e 0,01 uL Biozym Taq DNA Polymerase (5 U/uL)
e 14,19 uL MilliQ-H20

Folgende Einstellungen des ,Thermocycler (T Gradient von Biometra GmbH, Gottingen,
Deutschland) wurden verwendet:

1. 95 °C 1 min

2.95°C 15 sec

3.55°C 15 sec

4. 72 °C 15 sec/kbp (fiir Amplifikationen, die langer als 1,5k bp sind Erh6hung auf 30 sec/kbp)
5.4°C o

Die Schritte 2 bis 4 erfuhren eine 25- bis 29-malige Wiederholung.

7.1.6 Auftrennung von DNA durch Elektrophorese
Fiir eine Analyse von DNA-Proben aus PCR oder genomischem DNA-Extrakt diente eine Agarose-

Gelelektrophorese. Das Agarosegel bestand aus 0,8 % Agarose (w/v) und 1x TAE-Puffer (Tabelle 3).
Nach dem Aufkochen in einer Mikrowelle und der vollstindigen Losung der Agarose erfolgte die
Zugabe von einer 1 %-igen Ethidiumbromid-Lésung (EtBr; 10 uL auf 200 mL Agarosegel). Die
fertige Gelmischung lagerte bis zur Verwendung im Warmeschrank bei 55 °C. Zur Anfertigung eines
Gels musste ein Gelschlitten in einen Giel3stand eingespannt und Gelkdmme, zur Erzeugung von
Probenaufnahmetaschen, an den vorhandenen Arretierungspunkten eingesetzt werden. Darauf
folgte die Befiillung des praparierten Gelschlittens mittels fliissigem Agarosegel, dessen Aushartung
ca. 15 min dauert. Der Gelschlitten wurde anschliefend in eine Elektrophoresekammer gegeben,
die mit 1x TAE-Puffer befiillt war. Nach dem Entfernen der Gelkdmme erfolgte die
Probenauftragung. Zu analysierende Proben mussten im Vorfeld mit 5X ,orange Loading Dye“,
bestehend aus ,,Orange G“ 2,2 mM und Ficoll 7,5 % (w/v), versetzt werden, ehe 5 — 10 uL der Probe,
durch Auftragung in die Probentasche, zum Einsatz kamen. Die Auftrennung erfolgte bei 90-100 V
fiir ca. 25 Minuten und endete nach Erreichen des unteren Gelendes durch die orangene Lauffront.
Ein Gel-Dokumentationsgerdat (TCP-26.M von LTF Labortechnik GmbH & Co.KG, Wasserburg,
Germany) half bei der Analyse der Gele, das durch die Anregung des sich in die DNA
interkalierenden EtBr mittels UV-Licht die Detektion von DNA ermoglicht.
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Tabelle 3: Zusammensetzung von 50xTAE

Bestandteil Endkonzentration
Tris/HCl pH 8,3 2M

EDTA 0,05 M

Essigsaure 0,057 % (v/v)

7.1.7 Auftrennung von RNA durch Elektrophorese
Die Analyse von RNA verlangt eine Auftrennung mittels eines Agarosegels. Das verwendete Gel

beinhaltete 1g Agarose und 42,5 mL autoklaviertes MiliQ-H2O. Zur Losung der Agarose kam eine
Mikrowelle zum Einsatz, die die Mischung erhitzte. Nach Abkiihlen des Agarosegels auf 60 °C
erfolgte unter einem Abzug die Zugabe von 5 mL 10x MEN-Puffer (siehe Tabelle 4) und 2,7 mL
37 % Formamid. Die Vorbereitung des Gelschlittens entsprach der von DNA-Agarosegelen (siehe
Abschnitt 7.1.6). Vor dem Auftragen mussten ca. 500 ng RNA in einem Verhéltnis 1:1 mit 2x RNA-
Ladepuffer (mit EtBr) versetzt werden (siehe Tabelle 5). Vor der Auftragung der Proben fand eine
Denaturierung dieser durch die Erhitzung auf 65 °C fiir 10 Minuten mit anschlieRender
zweiminiitiger Abkiihlung auf Eis statt. Eine Regelauftragung beinhaltete 10 uL. Die Kammer
enthielt 1x MEN als Laufpuffer und wurde bei 60 — 70V betrieben. Die elektrophoretische
Auftrennung, unter einem Abzug stattfindend, dauerte 30 — 45 min. Die Analyse der Gele erfolgte
durch ein Gel-Dokumentationsgerit (TCP-26.M von LTF Labortechnik GmbH & Co.KG, Wasserburg,
Germany), das durch die Anregung des sich in die RNA interkalierenden EtBr mittels UV-Licht die
Detektion von RNA ermoglicht.

Tabelle 4: Zusammensetzung des 10x MEN-Puffers Tabelle 5: Zusammensetzung des 2x RNA-Ladepuffers
Bestandteil Endkonzentration Bestandteil Endkonzentration
MOPS 0,2 M Formamid 48 % (v/v)

EDTA 0,01 M 10x MEN 1,06x

NaAc 0,05 M Formaldehyd (37 %) 6,4 % (v/v)
Glycerin (86 %) 5,33 % (v/v)
Bromphenolblau (2 %) 0,106 % (v/v)
EtBr-Losung (1 %) 0,002 % (v/v)

7.1.8 Aufreinigung von DNA aus Agarosegelen
DNA-Fragmente, die mittels elektrophoretischer Auftrennung im Agarosegel eine Separation

erfuhren, mussten aus diesem zur Weiterverwendung isoliert werden. Fiir diesen Zweck kam das
,Nucleospin™ Gel and PCR clean-up Kit“ (MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG, Diiren,
Deutschland) zur Verwendung. Zuvor mussten die gewiinschten Banden, die das zu isolierende
DNA-Fragment darstellten, mit einem Skalpell aus dem Gel geschnitten werden. Fiir den Schutz der
DNA vor Schdden durch UV-Licht darf die Exposition nur moglichst gering ausfallen. Das
ausgeschnittene Gel-Fragment wurde in ein zuvor gewogenes 1,5 mL Reaktionsgefif3 gegeben und
das Gewicht bestimmt. Pro 100 mg Agarose kamen 200 uL. NTI-Puffer hinzu. Der Anleitung des
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Herstellers konnte Folge geleistet werden. Die DNA wurde in 30 uL. NE-Puffer eluiert und bis zur
weiteren Verwendung bei 4 °C gelagert.

7.1.9 Synthese von cDNA
Fiir den Nachweis einer Genexpression auf RNA-Ebene bedarf es einer Umschreibung der RNA in

DNA.

Eine quantitative Analyse der vorhanden RNA kann dann mittels gPCR (quantitative “Real-time”
PCR) erfolgen. Die Synthese der cDNA erfolgte nach dem Standardprotokoll des Herstellers der
verwendeten RNA-abhdngigen DNA-Polymerase (M-MuLV Reverse Transkriptase, New England
Biolabs, Ipswich, Massachusetts, Vereinigte Staaten von Amerika). Ein Reaktionsansatz bestand aus
den in Tabelle 6 angeben Bestandteilen. Zur Verhinderung des Abbaus von RNA durch RNase
wiahrend der Inkubation erfolgte die Zugabe von RNase Inhibitor. Der Reaktionsansatz wurde in
einem ,Thermocycler” (T Gradient von Biometra GmbH, Goéttingen, Deutschland) zunéchst fir
5 min bei 25 °C und anschlief3end fiir 1 h bei 42 °C inkubiert, bevor die Inaktivierung der reversen
Transkriptase fiir 20 min bei 65 °C geschah. Die ¢DNA wurde bis zur weiteren Verwendung
bei -20 °C gelagert.

Tabelle 6: Reaktionsansatz fiir die cDNA-Synthese

Bestandteil Einzusetzen
RNA ca.lug
Random hexamer Primer 2 puL

(60 um)

dNTPs (10 mM) 1uL

10x MulV Reaktionspuffer 2 uL

MulV RT (200 U/pl) 1uL

RNase Inhibitor (40 U/pl) 0,5 puL
Autoklaviertes, deionisiertes Ad 20 pL
H.0

7.1.10 qPCR-Analyse
Die quantitative ,Real-time“ Polymerase-Kettenreaktion (QPCR) dient der Analyse des Transkript-

Niveaus einzelner Gene. Dies wird durch die Messung eines fluoreszierenden Farbstoffes (SYBR-
Green), der wiahrend der Kettenverldngerung in doppelstrangige DNA interkaliert, ermoglicht. Nach
jeder Elongationsphase eines PCR-Zyklus wird die Signalstidrke des Farbstoffes gemessen. Hierbei
steigt die Fluoreszenz proportional zum exponentiellen Anstieg des Amplifikats. Der Vergleich
verschiedener Proben wird durch das Mitfiihren eines endogenen Markers erreicht. Dieser ist ein
Gen, dessen Expression unabhingig vom Metabolismus und der Expression anderer Gene ist und
infolgedessen immer eine gleiche Amplifikation zeigt. Zur Auswertung gibt es verschiedene
Methoden. Hier kam die CT-Methode zum Einsatz. Der CT-Wert ist ein Schwellenwert, der festgelegt
wird und als Vergleichspunk fiir verschiedene Proben dient. Hierbei gibt der CT-Wert die Zyklenzahl
der PCR an, ab der das gemessene Fluoreszenzsignal den Schwellenwert (i.d.R. die
Hintergrundfluoreszenz) iibertritt.
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Zunichst erfolgte die Erstellung eines Mastermix fiir jedes verwendete Primerpaar, jedoch ohne
,lemplate“. Die Zusammensetzung des Mastermix ist in Tabelle 7 angegeben. Es wurde der
Reaktionsmix ,,2x qPCRBio SyGreen Mix Hi-ROX“ von PCRBiosystems Ltd (London, Vereinigtes
Konigreich) verwendet und als ,,Template“ diente cDNA (sieh Abschnitt 7.1.9). Nach der Aufteilung
des Mastermix in einer ,MicroAmp Fast 96-Well Reaktionsplatte“ (Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, Massachusetts, Vereinigte Staaten von Amerika) erfolgte die Zugabe des ,,Templates“ und
die Versieglung der Platte mittels einer optisch klaren Klebefolie (QPCR-Folie, Sarstedt AG & Co.
KG, Niimbrecht, Deutschland). Mittels Plattenzentrifuge wurden die Platten zentrifugiert, um
mogliche Tropfchen mit dem restlichen Reaktionsansatz zu vermengen. Die PCR fand in einem
Thermo-Cycler (Stepone Plus RTPCR System, Applied Biosystems, Foster City, Kalifornien,
Vereinigte Staaten von Amerika) statt, der auf folgende Parameter eingestellt war.

Initiale Denaturierung bei 95 °C fiir 120 sec

Denatu‘rlerung . bei ?5 C fut5 sec }Wdh. 40x

Annealing & Elongation bei 60 °C fiir 30 sec

Denaturierung bei 95 °C fiir 15 sec

Schmelzkurve von 60 °C auf 95 °C (0,3 °C Schritte) fiir 60 sec und halten fiir 15 sec

e wN e

Die Ergebnisse dieses Verfahrens wurden zu weiteren Berechnungen verwendet. Fiir die ermittelten
Cr-Werte der untersuchten Gene erfolgte eine Normalisierung (ACr-Wert probe = Cr-Wert gen — Cr-
Wert suandard) auf den endogenen Standard. Fiir den endogenen Standard wurde das Gen
Phosphoenolpyruvat-Carboxylase (ppc), auf Grundlage der Arbeit von (Szekeres et al. 2014),
ausgewahlt. Nach der Normalisierung auf den endogenen Standard folgte eine Relativierung (AACr-
Wert = ACr-Wert probe — ACT-Wert referenz) des nicht verdnderten Stamms (Referenz) auf das
Transkript-Niveau des jeweils zu untersuchende Gen. Fiir die Berechnung des relativen Quotienten

(RQ) wurde anschlieRend die Formel RQ = 2~®ACT yerwendet.

Tabelle 7: Zusammensetzung eines qPCR-Ansatzes

Bestandteil Einzusetzen
2x qPCRBio SyGreen Mix Hi- 10 pL

Rox

Primer forward (10 uM) 0,8 uL
Primer reverse (10 uM) 0,8 uL
cDNA , Template” 10 ng
Autoklaviertes, MilliQ-H.0 Ad 20 pL

7.1.11 Restriktion
Fiir Ligationen oder zur Analyse von isolierten Plasmiden fand eine Restriktion durch Nukleasen

Anwendung. Zum Abbau von DNA-Strangen an bestimmten DNA-Sequenzen wurde je 1 ug der DNA
mit 1 U der Nuklease (Restriktionsenzym) in 1x Reaktionspuffer (enzymspezifisch) gegeben (siehe
Tabelle 8). Die Inkubation des Reaktionsansatzes erfolgte fiir 20 min bei der enzymspezifischen
optimalen Temperatur. Als Kontrolle diente die Mitfithrung eines Ansatzes ohne DNA sowie eines
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Ansatzes ohne Enzym. Mittels Gelelektrophorese wurde die Reaktion anschlieend auf Richtigkeit
gepriift.

Tabelle 8: Zusammensetzung des Restriktionsansatzes

Bestandteil Einzusetzen
10x enzymspezifischer 10 uL
Reaktionspuffer

DNA-Template 1ug
Restriktionsenzym (1 U/pL) 1uL
Autoklaviertes, MilliQ-H.0 Ad 100 pL

7.1.12 Ligation
Zur Erzeugung zweier Vektoren wurde zu Beginn der Arbeit die Klonierung von neuen Vektoren

mittels Ligation durchgefiihrt. Alle anderen Vektoren wurden mittels In-Fusion® HD cloning (siehe
Abschnitt 7.1.13) hergestellt. Bei der Ligation konnen zuvor abgebaute DNA-Fragmente mit
Uberhéngen, die komplementér sind, verbunden werden. Die Ligase verkniipft dabei die DNA-
Fragmente, die sich aneinandergelagert haben. Es kam die T4-DNA-Ligase von Thermo Fisher
(Thermo Fisher Scientific Inc.) zur Anwendung. Zu 20 ng eines Vektorfragments, das mittels
Restriktionsenzymen abgebaut wurde, erfolgte die Zugabe eines ,Inserts“ -DNA-Fragments mit der
Sequenz fiir das einzubringende Gen im molaren Verhéltnis von 5:1 (Vektor:Insert).

Ein Ansatz hatte ein Volumen von 20 uL, bestehend aus 2 ul. T4-DNA-Ligase-Reaktion-Puffer, 1 u
T4-DNA-Ligase und MilliQ-H20 zum Auffiillen nach der Zugabe der DNA-Fragmente. Es folgte eine
Inkubation fiir 20 min bei RT. Die Reaktion wurde nach der Inkubation fiir 5 min bei 65 °C
abgestoppt und 5 ul. des Ansatzes in chemisch kompetente E. coli-Zellen transformiert (siehe
Abschnitt 7.3.4).

7.1.13 In-Fusion® HD cloning
Die Klonierung von Vektoren geschah durch In-Fusion Cloning von TaKaRa Inc. (Kusatsu, Prafektur

Shiga, Japan). Zur Durchfiihrung bedarf es zwei bis 10 DNA-Fragmente mit jeweils einem 15 bp
langen homologen Bereich zum Nachbarfragment. Das Enzym des In-Fusion Cloning Mixes erzeugt
an den Enden der eingesetzten DNA-Sequenzen einzelstringige Bereiche, die sich durch die
homologen Endbereiche an die Nachbarbereiche anlagern (siehe Abbildung 4). Nach der
Transformation in kompetente Stellar™-Zellen reparieren diese die vermeintlichen DNA-
Strangbriiche und es entstehen neue Vektoren. Es konnten so auch Inserts (DNA-Fragmente) in
bestehende Vektoren eingebracht werden.

Fiir die PCR der Fragmente erfolgte die Nutzung der PrimeStar Polymerase (siehe hierzu den
Abschnitt 7.1.5). Nach einer Auftrennung der erzeugten DNA-Fragmente wurden diese mittels eines
Agarosegels aufgetrennt und aus diesem eluiert. Bei der Insertion von einem Insert in einen Vektor
betrug das eingesetzte molare Verhéltnis 1:2 (Vektor:Insert). Fiir die Nutzung von gleich gro3en
Fragmenten dnderte sich das Verhéltnis auf 1:1. Ein Reaktionsansatz bestand aus 5 uL mit folgender
Zusammensetzung:
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e 1 uL 5x In-Fusion Snap Assembly Master Mix

e X uL. DNA-Fragment Mix (100 ng) (z. B. Vektor + Insert oder Fragment + Fragment +
Fragment)

e X uL MiliQ-H20

Der Reaktionsansatz wurde fiir 15 min bei 50 °C inkubiert und anschliefend bis zur Verwendung
fiir die E. coli-Transformation auf Eis gelagert.

Vektor Primer

=y
Primer
e v
T lPCR

|Term.H NS down'—|Ns upH Resist.H Prom.| | | synthetisches Gen | | f %

In Fusion® HD cloning !

Abbildung 4: Theoretischer Ablauf des ,,In-Fusion® HD cloning”. Amplifikation des Vektor-Fragments und des Synthetischen Gens, mit 15

v

bp langen homologen Sequenzen zum Vektor, mittels PCR. Behandlung der aufgereinigten DNA-Fragmente mit dem In-Fusion-Enzym,
zum Erhalt des gewiinschten Vektors.

7.1.14 Vektoren
Fiir die Integration von Genen in Synechococcus sp. PCC7002 bedurfte es Transformationsvektoren.

Diese wiesen den im Folgenden beschriebenen Aufbau auf. Auf einen cpc560 oder psbA1l Promotor
-Sequenzen im Anhange aufgefiihrt (Markley et al. 2015; Nair et al. 2001; Li et al. 2018)- folgten
die synthetischen Gensequenzen, die anschliellend eine Terminator-Sequenz aufweisen. Die
Expressionskassette und der vorangestellte Antibiotikums-Selektionsmarker wurden von den
yupstream“  und ,downstream“ homologen Bereichen fiir die jeweiligen neutralen
Integrationsstellen flankiert. Zudem verfiigten die Vektoren iiber einen Ori fiir die Replikation in
E. coli. Als Selektionsmarker wurde entweder eine Kanamycin- oder eine Spectinomycin-Resistenz
verwendet. In den Abbildung 5 bis 8 sind die konstruierten Vektoren dargestellt. Alle dafiir
verwendeten Primer und eine Liste aller erzeugten Vektoren sind im Anhang aufgefiihrt (siehe
Tabelle 23 und Tabelle 24).
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pSyn
5490 bp

JyasWoaa

Abbildung 5: Vektor-Karte des verwendeten pSyn-Vektors, mit allen moéglichen Varianten. Die Varianten werden durch eingeschobene
Elemente dargestellt. Bei den neutralen Integrationsstellen sind die ,,upstream” und ,downstream” Stellen bei Variation aus der gleichen
neutralen Integrationsstelle.

pSyn_doppel_Konstrukt
6240 bp

Abbildung 6: Vektor-Karte des verwendeten pSyn-Vektors fiir Konstrukte mit zwei Genen unter der Kontrolle eines Promotors, mit allen
moglichen Varianten. Die Varianten werden durch eingeschobene Elemente dargestellt. Bei den neutralen Integrationsstellen sind die
»upstream” und ,downstream” Stellen bei Variation aus der gleichen neutralen Integrationsstelle.
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pBK
5648 bp

Abbildung 7: Vektor-Karte des verwendeten pBK-Vektors, mit allen méglichen Varianten. Die Varianten werden durch eingeschobene
Elemente dargestellt. Bei den neutralen Integrationsstellen sind die ,,upstream” und ,downstream” Stellen bei Variation aus der gleichen

neutralen Integrationsstelle.

pBK_doppel_Konstrukt
6751 bp

Abbildung 8: Vektor-Karte des verwendeten pBk-Vektors fir Konstrukte mit zwei Genen unter der Kontrolle je eines Promotors, mit allen
moglichen Varianten. Die Varianten werden durch eingeschobene Elemente dargestellt. Bei den neutralen Integrationsstellen sind die

»upstream” und ,downstream” Stellen bei Variation aus der gleichen neutralen Integrationsstelle.
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7.1.15 Sequenzierung
Zur Analyse von Kklonierten Vektoren erfolgte eine Sequenzierung, nach der Sanger

Strangbruchmethode (GREEN 2012), der Expressionskassette durch die Firma Microsynth Seqlab
GmbH (Gottingen, Deutschland). Diese erhielt Probenréchen mit 12 ul Plasmid-DNA
(Endkonzentration 40-100 ng/ul in 15 ul) und 3 ul eines Primers (20 uM). Der Primer musste
spezielle Merkmale aufweisen: ca. 18 bp Lidnge, eine Schmelztemperatur von ca. 48 °C und
mindestens 50 bp vor der zu analysierenden Sequenz an die DNA binden.

7.2 Verwendete Organismen

Die Sequenzen der Gene, welche als Grundlage fiir die synthetischen Gene dienten, stammen aus
der online Datenbank von NCBI. Die B-Carotin-Ketolase und -Hydroxylase von Brevundimonas sp.
(GenBank: AB181388.1) sowie die B-Carotin-Hydroxylase von Alcaligenes sp. PC-1 (GenBank:
D58422.1) fanden Verwendung. Fiir den ABC-Transporter kam die Sequenz des EcoMSBA1l-
Transporters aus E. coli str. K-12 substr. MG1655 (GenBank: CP097884.1) als Vorlage zum Einsatz.
Die Sequenzen wurden von BioCat GmbH synthetisiert und im pBlueScript II KS(+) Vektor zur
Verfligung gestellt. Alle weiteren Sequenzen befanden sich auf Plasmiden in E. coli DH5a Zellen
(Genotyp: +recAl, +endAl und +lacZAM15) oder in Synechococcus sp. PCC7002. Mittels der
Technik ,In-Fusion Cloning“ von TaKaRa Bio Inc. erfolgte die Klonierung von neuen Vektoren.
Diese wurden in mitgelieferte, kompetente Stellar™-Zellen (E. coli HSTO8 mit Genotyp: -mirr, -
hsdRMS, -mcrBC & -mcrA) transformiert.

7.3 Verfahren mit Escherichia coli (E. coli)

7.3.1 Kultivierung
Fiir verschiedenen Anwendungen war es erforderlich, E. coli zu kultivieren. Hierzu kam LB-Medium

zum Einsatz (siehe Tabelle 9). Ubernacht-Kulturen wurden aus 3 mL LB-Medium in Reagenzglisern
erstellt. Mittels autoklavierter Zahnstocher geschah die Ubertragung der jeweiligen E. coli Zellen.
Kultiviert wurde der Ansatz tiber Nacht in einem Schiittler (Laboshake RO 500 von Gerhardt) und
bei 37 °C.

Zur Generierung von hochkompetenten Zellen fand ein Selektionsausstrich von Zellen auf einer LB-
Agar-Platte (siehe Tabelle 10) statt. Mittels Impfose wurden die gewiinschten Zellen aus einem
Kryostock entnommen und auf der Platte verteilt. Hierbei erfolgte die Verfolgung des Schemas in
Abbildung 9. Die Platten wurden iiber Nacht in einem 37 °C Warmeschrank inkubiert und am
ndchsten Morgen wurde eine Einzelkolonie in einem 100 mL Erlenmeyerkolben mit 50 mL LB-
Medium resuspendiert. Die erzeugte Kultur bedurfte einer Inkubation bei 37 °C auf einem Schiittler
fiir 6 Stunden. Von dieser Vorkultur wurden drei Kulturen in 500 mL Erlenmeyerkolben mit 100 mL
SOB-Medium (siehe Tabelle 11) angezogen. Es erfolgte die Verwendung von 0,2 mL, 0,4 mL und
1 mL Vorkultur zur Beimpfung der Kulturen. Die Inkubation wurde auf einem Schiittler und
Kiihlung auf 19 °C iiber Nacht durchgefiihrt. Erreichte eine der Kulturen eine ODgoonm von 0,55,
konnten diese weiterverwendet werden. Andere Kulturen wurden verworfen. Die so erzeugte Kultur
kam im Abschnitt 7.3.2 zur Verwendung.
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Tabelle 9: Zusammensetzung von LB-Medium Tabelle 11: Zusammensetzung von SOB-Medium
Bestandteil Einzusetzen Bestandteil Einzusetzen
Hefeextrakt 5g Trypton 20g
Trypton 10g Hefeextrakt 5g
NaCl 5g NaCl 05¢g
Einstellen von pH =7,5 MgCl2 (2 M) 5 mL
ddH,0 Ad1L KCI (250 mM) 10 mL

Einstellenvon pH?7
ddH,0 Ad1lL

Tabelle 10: Zusammensetzung von LB-Agar

Bestandteil Einzusetzen
Hefeextrakt 5g

Trypton 10g

NaCl 5g

Agar 8¢g
Einstellen von pH=7,5
ddH,0 Ad1lL

Abbildung 9: Schema eines Selektionsausstriches fur E. coli oder
Synechococcus sp. PCC7002 mittels Impfose.

7.3.2 Generierung von chemische kompetenten E. coli

Fiir die Generierung von hochkompetenten Zellen bedurfte es einer bei 19 °C angezogenen
Vorkultur (100 mL), die eine ODgoonm von 0,55 aufwies (siehe Abschnitt 7.3.1). Eine solche Kultur
wurde bei 4 °C mittels Zentrifuge (3.500 RPM, 10 min.) geerntet, gefolgt von der Entfernung des
Uberstandes und der Trocknung des Pellets durch Inkubation an Raumluft. AnschlieRend folgte die
Resuspendierung des Zellpellets in 32 mL 0 °C kaltem Inoue-Puffer (siehe Tabelle 12), ehe eine
erneute Ernte mittels Zentrifuge (3.500 RPM, 10 min.) durchgefiihrt wurde. Daraufhin kam eine
erneute Verwerfung des Uberstandes und die Trocknung des Zellpellets an der Raumluft.
AbschlielRend erfolgte die Aufnahme des Zellpellets in 8 mL Inoue-Puffer, der mit 0,8 mL DMSO
versetzt war. Die so erhaltene Zell-Suspension wurde in 1,5 mL Reaktionsgefdl3e zu je 250 uL
aliquotiert und in fliissigem Stickstoff eingefroren. Eine Lagerung der Zellen geschah bei -80 °C.

Tabelle 12: Zusammensetzung von Inoue-Puffer

Bestandteil Endkonzentration
PIPES (pH 6,7) 10 mM

MnCl; * 4 H,0 55 mM

CaCl, * 2 H,0 15 mM

KCl 250 mM

ddH,0 Ad1llL
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7.3.3 Kryokonservierung
Die Kryokonservierung von E. coli-Linien wurde durch die Vermischung von 600 ul Kultur mit 300 ul

80 %igem Glycerol in einem 1,5 mL Reaktionsgefil und die nachfolgende Lagerung bei -80 °C
erreicht.

7.3.4 Transformation
Fiir die Klonierung von Plasmiden mittels In Fusion® HD clonings war es notig, die DNA-

Reaktionsansétze in E. coli zu transformieren. Die Transformation von Plasmiden lief nach dem
gleichen Protokoll ab. In der Regel wurden chemisch kompetente E. coli Stellar™ Zellen (Takara
Bio Euorpe SAS, St. Germain en Laye, Frankreich) verwendet. Den Start bildete das Auftauen von
einem Zellgefal3 auf Eis. Zu 50 bis 100 ul Zellsuspension wurden 2,5 ul des In-Fusion HD cloning
Reaktionsmixes oder 1 ul (1-2 ng/ul) DNA-Suspension gegeben. Fiir den Reaktionsansatz vollzog
sich eine Inkubation auf Eis fiir 30 min, ehe dieser fiir 45 sec bei 42 °C einem Hitzeschock ausgesetzt
und mittels Eis anschieRend fiir 2 min gekiihlt wurde. Die Regeneration erfolgte durch die Zugabe
von 450 ul vorgewdrmten SOC-Medium (siehe Tabelle 13) und einer einstiindigen Inkubation bei
37 °C, um den Zellen die Moglichkeit zur Ausbildung der Antibiotikums-Resistenz zu erméglichen.
Nachfolgend wurden verschieden grofse Volumen (50, 100, 150 und 200 ul) der Zellsuspension auf
LB-Platten (siehe Tabelle 10) mit der benétigten Antibiotikumskonzentration gegeben (100 g/ mL
Ampicillin, Sepctinomycin oder Kanamycin). Als Kontrolle erfolgte die Mitfithrung von Zellen ohne
Zugabe von DNA, die auf Selektivplatten und LB-Platten ohne Antibiotikum ausgebracht wurden.
Die Transformation konnte nach einer Inkubation iiber Nacht in einem 37 °C Warmeschrank
abgeschlossen werden. Fiir entstandene Kolonien erfolgte eine Kolonie-PCR (siehe Abschnitt 7.1.4),
wenn das Verhéltnis der entstandenen Kolonien zu denen der Kontrollen (Plasmid-Fragment ohne
Insert und Zellen ohne DNA) circa zehn Mal hoher waren.

Tabelle 13: Zusammensetzung von SOC-Medium

Bestandteil Einzusetzen
Trypton 20¢g
Hefeextrakt 5g

Nacl 05¢g

MgClz2 (2 M) 5 mL
KCl (250 mM) 10 mL
Glucose (1 M)} 20 mL
Einstellenvon pH?7
ddH,0 Ad1L

! Die Glucose wurde sterilfiltriert und erst nach dem Abkiihlen zum Medium dazugegeben
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7.4 Verfahren mit Synechococcus sp. PCC7002

7.4.1 Kulturbedingungen
Fir die Kultivierung von Synechococcus sp. PCC7002 wurde A*-Medium (siehe Tabelle 14)

verwendet. Die Beimpfung von Vorkulturen erfolgte aus Kryostocks oder von A*-Agar-Platten (siehe
Tabelle 15). In 50 mL A*-Medium wurde ein aufgetauter Kryostock oder mittels Impfose eine
Kolonie von einer A*-Agar-Platte resuspendiert. Darauf folgte die Kultivierung bei 30 °C und 100
wmol/m?*sec WeifSlicht (6500 K). Fiir Experimente wurden 200 mL Kulturen aus den Vorkulturen
angeimpft. Hierbei ist eine OD73 von 0,1 oder 0,5 einzustellen. Die Kultivierung der Kulturen
erfolgte bei 30 °C und 300 umol/m?*sec Weilflicht 6500 K, mit einem Hell/Dunkel-Rhythmus von
16/8 Stunden. Alle Kulturen wurden in Blasensdulen-Reaktoren (siehe Abbildung 10) kultiviert und
permanent mit 1 % CO- begast.

Tabelle 14: Zusammensetzung von A*-Medium Tabelle 16: Zusammensetzung von 1000x P1 Metal Mix
Bestandteil Einzusetzen Bestandteil Einzusetzen
NaCl 18¢g B(OH)3 34,26 g
KCl 0,6g MnCl2*4 H2O 4,32 g
NaNOs lg ZnCl 0,315g
MgSO4*7H20 5g MoO3 0,03g
KH,PO4 (50 g/L) 1mL CuSO4*5H20 0,003 g
CaClz2(37 g/L) 7,2 mL
NaEDTA (3 g/L) 10 mL Gaseinlass Gasauslass
FeCl3*6H20 (3,89 gin1L0,1 NHCl) 1 mL
Tris pH 8,2 (100 g/L) 10 mL Wasserbad
1000x P1 Metal Mix 1 mL LEDs —
dH20 Add 1L
Tabelle 15:Zusammensetzung A*-Agar
Bestandteil Einzusetzen
NaCl 18¢g
KClI 0,6g
NaNOs 1g
MgS04*7H20 5g
KH,PO4 (50 g/L) 1 mL
CaCl2(37 g/L) 7,2 mL
NaEDTA (3 g/L) 10 mL
FeCl3*6H20 (3,89 gin1L0,1 NHCl) 1mL
Tris pH 8,2 (100 g/L) 10 mL o o
1000x P1 Metal Mix 1 mL Abbildung 10: Blasensdulen Reaktor fiir die Anzucht.
Agar 10g zylindrisches ReaktionsgefdB in einem Wasserbad zur
dH20 Add 1L Thermosteuerung und belichtet mit Weilllicht LEDs von zwei

Seiten. Die Begasung erfolgt Uber ein Glasrohr, das im
Reaktionsgefall bis zum Boden reicht. Das Gefal} ist mittels
Gummistopfen abgeschlossen und hat ein weiteres Glasrohr zur
EntlUftung.

Material und Methoden 27



7.4.2 Transformation
Die erzeugten Vektoren wurden fiir die Transformation von Synechococcus sp. PCC7002 verwendet,

alle erzeugten Stdmme sind in Tabelle 24 zusammengefasst. Kulturen wurden in der exponentiellen
Phase (ca. OD730nm= 1) geerntet und auf eine OD730nm VOn 3,5 eingestellt. Zu 400 uL Zellsuspension
wurde 1 ug Plasmid gegeben und die Suspension fiir 5 Stunden bei 37 °C und in Dunkelheit
inkubiert. Anschlielend wurden die Proben auf A*-Agar-Platten ausgebracht, wo sie fiir 38 Stunden
bei 30 °C und 100 umol/m?*sec Weildlicht inkubierten. Nach der Erholungszeit wurde das jeweilige
Antibiotikum auf die Platten gegeben (i.d.R. 100 ug/ mL Endkonzentration). Zur gleichméaligen
Verteilung des Antibiotikums wurde dieses in 1 mL ddH2O gelost und mittels einer Pipette tiber die
Platte verteilt und anschlieend mittels eines Drigalskispatels gleichmé&Rig verteilt. Fiir die Selektion
wurden die Platten bei 30 °C und 100 umol/m?*sec Weilllicht 10 Tage lang inkubiert. Entstandene
Kolonien konnten mittels eines autoklavierten Zahnstochers in 25 ul. Wasser iiberfiihrt und darin
resuspendiert werden. Auf Selektionsplatten mit erhohter Antibiotikumskonzentration erfolgte die
weitere Selektion der so resuspendierten Kulturen (siehe Abschnitt 7.4.3).

7.4.3 Selektion
Durch die Transformation erhaltene Kolonien wurden einer Selektion unterzogen, um nicht oder

nur zum Teil verdnderte Zellen zu entfernen. Zu diesem Zweck erhohte sich die
Antibiotikumskonzentration in jedem Schritt von 100 ug/ mL auf 200 ug/ mL und dann auf
300 wg/ mL. Dies sollte dafiir sorgen, dass heterozygote Zellen durch eine Wachstumsinhibition von
homozygoten Zellen verdringt werden. Kolonien, fiir die mittels Kolonie PCR eine Uberpriifung
stattfand, wurden in MilliQ-H2O resuspendiert und auf Selektionsplatten mit der néchsten
Antibiotikumskonzentration ausgebracht. Die Kultivierung benétigte 3 Tage bei 30 °C unter
100 umol/m2*sec Weillicht, ehe eine weiter Ubertragung der Kolonien auf neue Selektionsplatten
moglich war. Nach der Kultivierung — erneut fiir 3 Tage bei 30 °C unter 100 umol/m?*sec
WeiRlicht — erfolgte die Uberfiihrung der Kolonien in Fliissigkulturen. Aus diesen entstanden
nachfolgend Kryostocks (siehe Abschnitt 7.4.8).

7.4.4 Erweiterte Selektion
Sollte die Standardselektion keine homozygoten Linien erzeugt haben, musste die erweiterte

Selektion angewendet werden. Hierfiir bedurfte es der Anzucht von Stimmen, fiir die bereits eine
Kolonie-PCR-Analyse erfolgt ist. Die Kultivierung fand in 250 mL Erlenmeyerkolben statt, in die 50
mL A*-Medium und das jeweilige Antibiotikum (100 ug/ mL Kanamycin oder Spectinomycin)
gegeben wurde. Die Animpfung von Kulturen mit Zellen erfolgte auf eine OD730nm von 0,1. Kultiviert
wurde anschlieend fiir fiinf Tage bei 120 RPM, 30 °C und 90 umol/m?*sec Weilllicht. Fiir so
erhaltene Kulturen folgte ein Reinigungsausstrich (siehe Abbildung 9) auf A*-Agar-Platten (siehe
Tabelle 15) mit dem jeweiligen Antibiotikum. Nach 3 bis 5 Tagen konnten Einzelkolonien detektiert
werden, die, wie zuvor, in Fliissigkultur gebracht wurden. Jedoch erfolgte die Verdopplung der
Antibiotikumskonzentration von 100 ug/ mL auf 200 ug/ mL. Die beschriebenen Schritte wurden
3-mal wiederholt, sodass zum Ende eine Fliissigkultur mit einer Antibiotikumskonzentration von

Material und Methoden 28



800 ug/ mL vorlag. Es erfolgte anschlielend eine PCR fiir Stimme, die mittels dieser Methode
erhalten wurden.

7.4.5 Ermittlung der relativen Integrationszahl
Die Analyse der relativen Integrationszahl (rI-Zahl) ermoglicht es, Stdmme, die mittels

Transformation erhalten wurden, auf eine vollstindige Verdnderung zu iiberpriifen. Es erfolgte die
Analyse von Linien mittels der Standardselektion oder der erweiterten Selektion. Die eigentliche
Bestimmung geschah durch die Extraktion der genomischen DNA (siehe Abschnitt 7.4.6) aus
Synechococcus sp. PCC7002 Kulturen. Darauf wurde eine PCR-Analyse, fiir die Ermittlung auf das
Vorhandensein von unverdnderten DNA-Bereichen der neutralen Integrationsstellen und durch die
Integration der synthetischen Gene verdnderten Bereiche, durchgefiihrt. Es kamen Primer (siehe
Tabelle ff im Anhang) zum Einsatz, die gleich lange Fragmente erzeugten und eine gleiche Effizienz
aufwiesen. Fiir die Reaktion kam die Taq-Polymerase von Biozym (Biozym Scientific GmbH, Hess.
Oldendorf, Deutschland) zum Einsatz (sieh Abschnitt 7.1.5). Fiir erhaltene Ergebnisse erfolgte eine
Analyse mittels Agarosegel (siehe Abschnitt 7.1.6). So erhaltene Gelbilder wurden mittels des ,,open
source“ Computer-Programms Fiji auf die Bandenintensitit analysiert. Durch eine
Verdiinnungsreihe der PCR-Ansétze diente der Ausbeuten Berechnung. Unter der Verwendung
dieser konnte mittels der erhaltenen Bandenintensitit und der Relativierung auf die
Bandenintensitat des mitgefithrten DNA-Markers [HyperLadder™ 1kb von meridian Bioscience®
(sieche Abbildung 11)] eine DNA ausbeute berechnet werden. Mittels des Verhéltnisses von
verdnderten DNA-Bereichen zu nicht verdnderten DNA-Bereichen erfolgte dann die Berechnung der
relativen Integrationszahl. Eine rI-Zahl von eins gibt an, dass ein Verhéltnis von 1:1 fiir beide DNA-
Bereiche vorliegt. Ist das Verhéltnis >1 gibt es mehr DNA, die verdndert wurde und bei <1 gibt es
mehr nicht verdnderte DNA.

SIZE (bp) | ng/BAND

10037 100
8000 80
6000 60
5000 50
4000 40
3000 30
2500 25
2000 20

1500/1517 | 15/15

1000 100
800 80
600 60
400 40
200 20

Abbildung 11: Zur Analyse bereitgestelltes Bild des aufgetrennten DNA-Markers. Mit Angaben der DNA-Ldnge in bp die die jeweiligen

Banden erzeugen und das DNA-Gewicht in ng. Bild von der Internetseite des Herstellers (Meridian Bioscience Inc.).
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7.4.6 Extraktion von genomischer DNA aus Synechococcus sp. PCC7002
Zur Extraktion von genomischer DNA aus Synechococcus sp. PCC7002 erfolgte die Anwendung des

Protokolls von (Kasajima et. al. 2004) mit leichten Adaptionen. Fiir die Extraktion wurden 500 ul
einer Zellkultur mit einer OD730 nm=1 bei 10.000 RPM fiir 5 min zentrifugiert und das
entstandene Zellpellet anschlieBend mit H2O gewaschen. Der Uberstand wurde verworfen und
200 uL Extraktionspuffers, der aus einer Mischung von einem Teil Edwards-Losung (siehe Tabelle
17) und neun Teilen TE-Puffer bestand (siehe Tabelle 18), hinzugefiigt. Fiir den mechanischen
Aufbruch durch den BeadBlaster 24 (Benchmarkt Scientific, Syreville, New Jersey, Vereinigte
Staaten) bei 4000 m/s fiir 10 sec bedurfte es zwei Spatelspitzen ,glass beads“ (@ 0,25-0,5 mm). Die
Sedimentation der Zelltrimmer ermoglichte die Zentrifugation bei 10.000 RPM fiir 5 min. Der
Uberstand wurde in ein neues GefiR iiberfiihrt und die DNA-Lésung bei 4 °C aufbewahrt.

Tabelle 17: Zusammensetzung der Edwards-Losung Tabelle 18: Zusammensetzung von TE-Puffer
Bestandteil Endkonzentration Bestandteil Endkonzentration
Tris/HCl (pH 7,5) 200 mM Tris/HCI (pH 8) 10 mM
EDTA 25 mM EDTA 1mM
SDS 0,5%

NacCl 250 mM

7.4.7 Extraktion der RNA
Die Extraktion erfolgte durch den Einsatz von Zelltrockenmasse, die durch die Behandlung eines

Zellpellets aus einer zentrifugierten Fliissigkultur (4000 RPM fiir 15 min ohne Bremse) mittels
Lyophilisator entstand. Das Morsern unter Zugabe von fliissigem Stickstoff ermoglichte das
Aufbrechen der Zellen unter Verwendung von ca. 100 mg Trockenmasse. Das erhaltene Pulver
wurde in ein 1,5 mL Reaktionsgefal$ {iberfiihrt und mit 1 mL Lysepuffer versetzt (sieche Tabelle 19).
Es folgte die Zugabe eines Gemisches von Phenol:Chloroform:Isoamylalkohol (25:24:1) und die
Schiittung mit einer Rittelplatte fiir 30 min bei Raumtemperatur. Anschlieffend wurde die
Suspension bei 13.000 RPM fiir 15 min zentrifugiert, um die Sedimentation der Zelltriimmer zu
erreichen. Tropfchenweise erfolgte die Zugabe von 8 M LiCl (0,75-fache Volumen) zur Fallung der
RNA. Nach einer einstiindigen Inkubation bei 4 °C wurde das RNA-Prazipitat von den fliissigen
Bestandteilen durch eine Zentrifugation mit 13.000 RPM fiir 15 min bei 4 °C separiert und der
Uberstand verworfen. Die RNA wurde mit 70 %igem eiskaltem EtOH gewaschen und anschlie@end
in 17,5ul autoklaviertem MiliQ-H20 aufgenommen. Nach Zugabe von 2ul 10x DNAse-
Reaktionspuffer (New England Biolabs, Ipswich, Massachusetts, Vereinigte Staaten von Amerika)
und 0,5 ul DNase (2 U/ul, New England Biolabs, Ipswich, Massachusetts, Vereinigte Staaten von
Amerika) mussten DNA-Verunreinigungen durch 30-miniitige Inkubation bei 38 °C entfernt werden.
Zur Inaktivierung der DNAse bedurfte es der Zugabe von 2,5 ul 25 mM EDTA und einer Inkubation
bei 75 °C fiir 10 min. Die RNA-Losung wurde mit weiteren 277,5 ul autoklaviertem MilliQ-H2O
versetzt und durch Zugabe von 30 ul 3M Kaliumacetat (pH 5) und 750 ul eiskaltem 100 % EtOH
iiber Nacht bei -20 °C geféllt. Das RNA-Préazipitat wurde am nédchsten Tag bei 4 °C und 13.000 RPM
fir 15 min zentrifugiert, um es zu sedimentieren. Der Uberstand konnte verworfen und das
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Préazipitat mit eiskaltem 70 %igem EtOH gewaschen werden. Es folgte eine Trocknungsphase, in der
das geoffnete Gefaf3 auf Eis inkubierte. Abschliefdend konnte die RNA in 50 ul autoklaviertem MiliQ-
H,0 aufgenommen werden. Die Lagerung der isolierten RNA erfolgte bei -80 °C. Zur Uberpriifung
der erfolgreichen Isolation bedurfte es einer photometrischen Messung, in der die
Absorptionsverhéltnisse  Azso/28o0nm  und — Aszeo/2sonm  gebildet wurden oder durch eine
elektrophoretische Auftrennung in einem 1 % MEN-Agarosegel (siehe Abschnitt 7.1.7).

Tabelle 19: Lysepuffer zur Extraktion von RNA nach Sokolovsky et al. (1990)

Bestandteil Endkonzentration
NacCl 600 mM

Tris/HCl pH 8 100 mM

EDTA 10 mM

SDS 4 % (w/v)

7.4.8 Kryokonservierung
Fiir die Erhaltung von Synechococcus sp. PCC7002 und den erzeugten Transformanden {iber einen

langeren Zeitraum erfolgte eine Kryokonservierung. Hierzu wurden 950 ul einer Zellsuspension mit
einer optischen Dichte bei 730 nm zwischen 2 und 9 mit 50 ul DMSO vermischt und in fliissigem
Stickstoff eingefroren. Die Lagerung geschah anschlieend bei -80 °C. Zur Reaktivierung mussten
die Proben fiir 10 min bei 37 °C Inkubiert werden. Die Anzucht erfolgte dann in A*-Medium (siehe
Abschnitt 7.4.1).

7.4.9 Uberschichtung mit organischem Losemittel
Fiir die Analyse der Funktionsfihigkeit des ABC-Transporters wurden 50 mL Synechococcus sp.

PCC7002 Kulturen aus Vorkulturen in 200 mL Erlenmeyerkolben mit einer OD730 von 0,5 angeimpft.
Die Kulturen wurden fiir drei Tage bei 30 °C und 100 umol/m?*sec Weif3licht unter Rotation (120
RPM) inkubiert. Nachfolgend erhielten die Kulturen eine 5 mL Dodecan-Uberschichtung und
wurden unter den gleichen Bedingungen fiir weitere fiinf Tage inkubiert. Nach fiinf Tagen wurden
die Dodecan-Uberstinde abgenommen und durch neues Dodecan ausgetauscht, welches nach
erneuten fiinf Tagen Kultivierung ebenfalls abgenommen wurde. Die erhaltenen Dodecan-Proben
wurden mittels einer SpedVac eingedampft und die zuriickgebliebenen Carotinoide in 50 uL
Chloroform gelost.
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7.5 Verfahren mit Carotinoiden

7.5.1 Extraktion von Carotinoiden aus Synechococcus sp. PCC7002
Die Extraktion erfolgte durch die Entnahme von 50 mL Kultur nach 7 Tagiger Kultivierung und 15-

miniitige Zentrifugation bei 3500 RPM ohne Bremse. Das Pellet wurde zweimal mit ddH»O
gewaschen und anschlie(end lyophilisiert. Fiir die Extraktion wurden 10 mg Trockenmasse
eingesetzt, die durch eine Losung aus Methanol: Chloroform: Wasser (10:3:1) gelost wurde. Um die
Zellen aufzubrechen, erfolgte die Zugabe von zwei Spatelspitzen ,glass beads“ (Durchmesser
0,5 mm). Die Suspensionen erhielt anschlief3end eine zweifache Behandlung fiir 30 Sekunden in
einem BeadBlaster Microtube Homogenizer (Biozym) bei 7 m/s. Die Zelltriimmer mussten
daraufhin abzentrifugiert und die Losemittelphase in ein neues Gefals tiberfithrt werden. Die Zugabe
von 260 ul. Wasser loste die Phasentrennung aus. Zur génzlichen Trennung erfolgte eine
Zentrifugation fiir 2 min bei 10.000 RPM. Die Chloroform-Phase wurde in ein neues Gefal3
tiberfiihrt und fiir die Untersuchung verwendet.

7.5.2 Extraktion von Carotinoiden aus organischen Losemitteln
Die Uberfiihrung der Losemittel von den Kulturen in neue Gefifde gelang mittels Pipette. Die Proben

wurden zentrifugiert (2 min, 10.000 RPM), um eventuelle Verunreinigungen zu pelletieren,
anschliefend 0,7 mL in neue GefdRe {iberfiihrt und fiir 72 Stunden in einer SpeedVac bei 40 °C
behandelt. Das Losemittel konnte so riickstandslos verdampft werden, ohne die Carotinoide zu
beschidigen. Zur Kontrolle erfolgte die Mitfithrung eines Astaxanthin-Standards. Die getrockneten
Carotinoide wurden in 50 uL. Chloroform gelost.

7.5.3 Verseifung von Carotinoiden
Alle Carotinoid-Extrakte bedurften einer Verseifungsreaktion. Hierfiir wurden die Extrakte in einem

Gesamtvolumen von 300 pL Chloroform gelost und mit 300 uL 2 % (w/v) KOH-Methanol versetzt,
ehe eine Inkubation der Losung fiir 3 Stunden auf Eis und anschliel3end eine Waschung durch die
Zugabe von 600 uL 10 %iger-NaCl-Losung (w/v) stattfand. Mittels Zentrifuge (2 min, 10.000 RPM)
wurde die Phasentrennung erreicht und anschlielfend die Chloroform-Phase in ein neues Gefal3
iiberfiihrt. Der Waschschritt erfolgte zweimal.

7.5.4 HPLC-Analyse
Vorbereitete Carotinoidproben kamen zur Erwdrmung auf Raumtemperatur in neue Gefifde. Es

erfolgte nur die Uberfiihrung der zu analysierenden Menge in HPLC-GefiRe, die in den Probenhalter
des HPLC-Geriétes - ein Agilent Series 1100 - platziert wurden (Agilent Technologies, Inc., US).
Hierbei wurde eine C30 YMC-carotenoid Saule (YMC, Japan, 250 mm X 4.6 mm, 5 um particles)
fiir die Auftrennung verwendet. Bei der Sdule handelt es sich um eine sogenannte ,reversed-phase
column® auf Basis von C30- gebundenem Siliziumdioxid. Hierdurch weist die Séule eine starke
Hydrophobizitat auf, welche die ebenfalls hydrophoben Carotinoide zuriickhélt. Da der Puffer A
Polar ist werden die unpolaren Carotinoide erst eluiert, wenn der Puffer B in ausreichender
Konzentration vorhanden ist, da dieser ebenfalls unpolar ist. Fiir die Analyse erfolgte die
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Vermessung von einer Leer-Probe, von Standardsubstanzen fiir die zu erwartenden Carotinoide und
die der Probe. Es wurden 10 uL Probe aufgetragen und mittels Zwei-Puffer-System analysiert. Das
Gerét erzeugte durch die zwei Puffer einen zeitlichen Gradienten. In den Tabellen 20 und 21 sind
die Pufferzusammensetzungen zu finden. Ein Durchlauf setzte sich aus folgenden Schritten
zusammen:

e Probenauftragung bei 100 % Puffer A

e Kontinuierliche Anderung des Puffers von A zu B {iber 30 min
e Durchfluss von 100 % Puffer B fiir 5 min

e Wechsel auf 100 % Puffer A und dessen Durchfluss fiir 5 min
e Start einer neuen Messung durch den ersten Schritt

Die Analyse der aufgetrennten Proben erfolgte durch einen UV/Vis-Detektor, der auf 470 nm
eingestellt war. Zur Quantifizierung der detektierten Substanzen wurden im Vorfeld die jeweiligen
Standard-Substanzen in einer Verdiinnungsreihe vermessen. Aus den erhaltenen Ergebnissen
wurden dann Formeln zur Bestimmung der Menge der untersuchten Stoffe in ug ausgehend von der
Peakflache berechnet. Die Retentionszeiten der wichtigsten Stoffe dieser Arbeit konnen der Tabelle
22 entnommen werden. Im Anhang sind Beispiel Chromatogramme der vier wichtigsten Substanzen
Astaxanthin, Zeaxanthin, Canthaxanthin und B-Carotin zu finden, siehe Abbildungen 34 bis 37. In
den HPLC-Chromatogrammen sind die Stoffnamen direkt iiber den zugeordneten Peaks angegeben.

Tabelle 20: Zusammensetzung Puffer A Tabelle 21:Zusammensetzung Puffer B
Bestandteil Anteil Bestandteil Anteil
Methanol 81 % (v/v) Methanol 8 % (v/v)
MTBE 15 % (v/v) MTBE 88 % (v/v)
H,O 4% (v/v) H,0 4% (v/v)

Tabelle 22: Retentionszeiten fir die Stoffe der Astaxanthin-Synthese

Substanz Retentionszeit
Astaxanthin 6,96 min
Adonirubin 7,62 min
Adonixanthin 7,88 min
Zeaxanthin 9,12 min
Canthaxanthin 10,15 min
Hydroxylechinenon 12,45 min
Echinenone 15,26 min
B-Cryptoxanthin 16,32 min
B-Carotin 19,43 min
Phytoen 21,20 min
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7.5.5 HPLC-MS-Analyse
Fiir diese Analyse erfolgte ein Losemittelwechsel von Chloroform zu Methanol der Proben durch

Erhitzung auf 40 °C unter einer Stickstoffatmosphére. Die Proben wurden dann durch die Abteilung
fiir Massenspektrometrie des Fachbereichs Chemie der TU Darmstadt analysiert und die Ergebnisse
zur Auswertung bereitgestellt. Zur Analytik erfolgte eine HPLC (mit einer ,reversed-phase column®
und Trennung nach Polaritit) gefolgt von einer Massenspektrometrie durch APCI.

7.6 Statistik

Wie beschrieben wurden fiir alle Versuche 6 biologische Replikate angefertigt. Fiir jedes dieser
wurde dann wiederum 3 technische Replikate analysiert. Alle Daten wurden anschliefend auf ihre
Signifikanz gepriift. Zu diesem Zweck erfolgte zuerst eine Priifung auf Gleichverteilung, mittels des
Shapiro-Wilk-Test und anschlielfend noch auf Varianzhomogenitdt. Wenn beides gegeben war,
erfolgte eine zweiseitiger T-Test, mit einem gesetzten Signifikanzniveau von a = 0,05. Alle
gezeigten Vergleiche von Daten weisen dabei eine Signifikanz fiir die zwei in Bezug gesetzten
Stichproben auf. Die verschiedenen Tests wurden durch ein Python-Skript auf die Daten
angewendet.
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8 Ergebnisse

8.1 Funktionsanalyse von Einzelgenen

Synechococcus sp. PCC7002 besitzt die Grundausstattung zur Synthese von B-Carotin. Fiir die
Herstellung von Astaxanthin miissten zwei weitere Gene, eine Hydroxylase (CrtZ) und eine (-
Carotin-Ketolase (CrtW), zur Verfiigung stehen. Es bieten sich als Vorlage Gene aus anderen
Cyanobakterien, eukaryotische Mikroalgen oder Bakterien an.

Fiir den Versuch, einen eigenen Astaxanthin-produzierenden Stamm zu generieren, erfolgte die
Nutzung der Gensequenzen fiir die B-Carotin-Hydroxylase und die [-Carotin-Ketolase aus
Brevundimonas sp. Die Gensequenzen wurden entsprechend optimiert und die kiinstlichen Gene
transformiert. Die Integration erfolgte unter der Regulation eines psbAl-Promotors in die neutrale
Integrationsstelle 2 des Genoms. Transformanden mit entweder der 3-Carotin-Hydroxylase oder der
B-Carotin-Ketolase wurden kultiviert und anschlief3end die Carotinoid-Zusammensetzung mittels
HPLC analysiert. Als Kontrolle wurde der Ausgangsstamm in 10 Kulturen iiber alle Experimente
hinweg angeziichtet und der Mittelwert der entsprechenden Inhaltsstoffe als Referenz benutzt. Die
Daten der Transformanden beruhen in allen Experimenten auf sechs biologischen Replikaten (n=6).
Die Erwartung war, dass der nicht verdnderte Stamm B-Carotin und geringe Mengen Zeaxanthin
produziert. Dies konnte in den Untersuchungen bestdtigt werden. In Abbildung 12 ist ein
Beispielergebnis einer HPLC-Analyse fiir den nicht verdnderten Stamm gezeigt. Ein HPLC-Diagramm
stellt die Absorption eines detektierten Stoffes in der Einheit mAU (eng. Miliabsorbance Units)
gegeniiber der Retentionszeit in Minuten dar. Als Hauptprodukt wird B-Carotin produziert, als
Nebenprodukte treten noch Zeaxanthin und a-Carotin auf.

= 120

mAU

—PCC7002 WT

=
o
o

80

60

40 B-Carotin

Absorption bei 470 nm (

20 Zeaxanthin a-Carotin

0 5 10 15 20 25
Retentionszeit (min)

Abbildung 12: HPLC-Diagramm eines Carotinoid-Extraktes des unveranderten Synechococcus sp. PCC7002 Stamms. Identifiziert wurden

drei Carotinoide, Zeaxanthin bei min 9, B-Carotin bei min 19,5 und bei min 20,8 a-Carotin.
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Fiir die Stamme mit einer synthetischen B-Carotin-Ketolase sollte Canthaxanthin als Hauptprodukt
entstehen. Linien mit einer synthetischen B-Carotin-Hydroxylase dagegen sollten Zeaxanthin als
Hauptprodukt synthetisieren. Die Experimente lieferten jedoch teilweise unerwartete Ergebnisse.
Linien mit -Carotin-Ketolase ergaben, wie erwartet, Canthaxanthin als Hauptprodukt. Dies ist in
Abbildung 13 gezeigt. Zudem konnte festgestellt werden, dass, im Vergleich zu nicht verdnderten
Kontrollen, die Gesamt-Carotinoid-Konzentration stieg. Dies ist darauf zuriickzufiihren, dass eine
hohere Konzentration an Canthaxanthin enthalten war. Solche mit einer B-Carotin-Hydroxylase
dagegen zeigten nur eine sehr geringe Zeaxanthin Konzentration; vergleichbar mit der in
Kontrollen. Es konnte in diesem Versuch keine Funktion der -Carotin-Hydroxylase nachgewiesen

werden.
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Abbildung 13: Analyseergebnis eines Carotinoid-Extraktes des [(-Carotin-Ketolase-Stamms. Die zwei wichtigsten Carotinoide wurden
markiert, Zeaxanthin bei min 9 und Canthaxanthin bei min 10.

8.2 Enzymfunktionsanalyse

Da in Synechococcus sp. PCC7002 keine Funktion der B-Carotin-Hydroxylase nachgewiesen werden
konnte, bedurfte es eines alternativen Testsystems, um die Aktivitdt und Funktion des durch das
synthetische Gen kodierten Enzyms zu zeigen. Hierfiir wurde ein E. coli-Testsystem etabliert. Es
handelt sich bei diesem um einen E. coli DH5a-Stamm, der durch das Plasmid pACCAR16 in der
Lage ist, B-Carotin zu synthetisieren, dieser Stamm wird nachfolgen als pACCAR16 Stamm
bezeichnet (Misawa et al. 1995). Die Genregulierung ist in E. coli einfacher und besser erforscht als
in Cyanobakterien. Zudem ist die Detektion von Enzymaktivitdt in E. coli einfacher, da weniger
storende Metabolite, wie andere Carotinoide, vorliegen. Eine Regulation der Carotinoid-Synthese
ist deswegen unwahrscheinlich. Hierdurch sind ungewollte Nebenreaktionen mit anderen
Carotinoid-verdndernden Enzymen ausgeschlossen. Die zu testenden Gene wurden in den E. coli
pACCAR16 Stamm transformiert.
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Hierbei nutzte ich die Transformationsvektoren fiir Synechococcus sp. PCC7002, um das Gen mit
seiner gesamten Expressionskassette aus Promotor-, Gen- und Terminator-Sequenz zu testen. Nach
einer fiinftagigen Kultivierung von Fliissigkulturen erfolgte die Carotinoid-Extraktion mit
anschlie@ender HPLC-Analyse. Fiir den pACCAR16 Stamm konnte das erwartete Ergebnis erbracht
werden. Die Analyse ergab nur den Gehalt von B-Carotin. Auch fiir Linien mit einer B-Carotin-
Ketolase konnten die vorhergesagten Ergebnisse, dass es zu einer Canthaxanthin-Synthese kommt
und dieses das Hauptprodukt bildet, belegt werden. Die Ergebnisse der Stdmme mit B-Carotin-
Hydroxylase wichen jedoch von der Erwartung ab, dass Zeaxanthin als Hauptprodukt zu finden sei.
Die Analysen zeigten eine geringe Synthese von Zeaxanthin und das Hauptprodukt blieb -Carotin.
Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die B-Carotin-Hydroxylase nur eine geringe Aktivitét
aufweist.

8.3 Funktionstest von mehrfach veranderten Transformanden

Auch mit einer nur geringen Aktivitit der B-Carotin-Hydroxylase sollte dennoch eine Astaxanthin-
Produktion moglich sein. Aus diesem Grund wurde in das E. coli-Testsystem ein Plasmid mit einem
Fusionsprodukt aus [-Carotin-Hydroxylase und f-Carotin-Ketolase eingebracht. Dieses
Fusionsprodukt besteht aus einem psbAl-Promotor, dem ersten Gen, einer Linker Sequenz, dem
zweiten Gen und einer Terminator-Sequenz. Einmal enthielt das Konstrukt zuerst die -Carotin-
Hydroxylase und dann die B-Carotin-Ketolase (crtzw) und ein zweites Mal war die Reihenfolge
vertauscht (crtwz). In der nachfolgenden HPLC-Analyse von Carotinoid-Extrakten aus solchen
Kulturen zeigte sich, dass Canthaxanthin, Zeaxanthin und Astaxanthin als Produkte gefunden
werden konnten. Die Astaxanthin-Konzentration war am geringsten und die Canthaxanthin-
Konzentration am hochsten.

Auch in Synechococcus sp. PCC7002 erfolgte ein Test von Kulturen mit beiden Enzymen. Wie im
E. coli-Testsystem kamen die Fusions-Konstrukte zum FEinsatz. Hinzu kamen sogenannte
Doppeltransformanden, in denen je ein Gen in eine neutrale Integrationsstelle eingebracht wurde.
Zu diesem Zweck erfolgte die Integration der B-Carotin-Hydroxylase entweder in die neutrale
Integrationsstelle 1 oder 2. Die B-Carotin-Ketolase wurde entsprechend in die freie neutrale
Integrationsstelle 1 oder 2 integriert (crtzIw oder crtwilz).

Alle vier Transformanden lieferten die gleichen Ergebnisse. In Abbildung 14 ist ein Beispielergebnis
dargestellt. Hier ist die HPLC-Analyse der Carotinoid-Zusammensetzung der nicht verdnderten
Kontrolle gegen die eines Stammes mit beiden Genen aufgetragen. Es zeigt sich, dass die Gesamt-
Carotinoid-Ausbeute gesteigert werden konnte. Entgegen der theoretischen Annahme, dass
Astaxanthin als Hauptprodukt entsteht, konnte Canthaxanthin als Hauptprodukt gefunden werden.
Als Nebenprodukte erzeugte der Stamm Zeaxanthin und Adonirubin. Das Ergebnis untermauert die
Vermutung, dass die -Carotin-Hydroxylase nur eine geringe Aktivitit besitzt. Durch die Detektion
von Adonirubin zeigt sich aber, dass die 3-Carotin-Hydroxylase zumindest einen Teil der Reaktionen
katalysiert, die sie katalysieren sollte. Unklar bleibt aber, warum die Reaktion von Adonirubin zu
Astaxanthin nicht erfolgt. Dies deutet auf eine Produktselektivitidt der B-Carotin-Hydroxylase hin.
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Abbildung 14: HPLC-Ergebnisvergleich fir den unverdanderten Stamm und einen zweifach verdanderten Stamm. In orange ist die Analyse
des Carotinoid-Extraktes des zweifach modifizierten Stammes mit den synthetischen Genen fiir die f-Carotin-Ketolase und B-Carotin-
Hydroxylase mit Ursprung in Brevundimonas sp. gezeigt. Verglichen wird dieser mit einem unverdnderten Synechococcus Stamms als
Kontrolle in griin.

8.4 Expressionsnachweill auf RNA-Ebene

Die geringe Aktivitdt der (3-Carotin-Hydroxylase (CrtZ) konnte aber auch auf einem fehlerhaften
Gen beruhen. Um dies auszuschliellen, erfolgte eine qPCR-Analyse. In dieser kann eine
Genexpression auf RNA-Ebene nachgewiesen werden. Bei einer erfolgreichen Expression der zwei
heterologen Gene sollte das Expression-Level gleich sein. Ein defektes Gen konnte jedoch zu einer
Nichtexpression des Gens fiihren. Zudem ermoglichen zelleigene Regulationsmechanismen eine
potenzielle Inhibition der Expression. Als interner Standard kam das ppC-Gen
(Phosphoenolpyruvat-Carboxylase) zum Einsatz. Dieser interne Standard dient dazu das RNA-Level
verschiedener Transformanden miteinander zu vergleichen, da das RNA-Level des internen
Standards in allen Zellen ungefdhr gleich sein sollte. Der Test des hauseigenen crtr-Gens, welches
fiir eine B-Carotin-Oxygenase kodiert, die nur B-Carotin in Zeaxanthin umwandeln kann, erfolgte
ebenfalls. Der Test wurde durchgefiihrt, um mogliche Regulationen zwischen CrtR und (-Carotin-
Hydroxylase-Expressions-Level festzustellen, da die beiden Enzyme teilweise die gleichen
Reaktionen katalysieren. In Abbildung 15 ist eine Ubersicht der Ergebnisse dargestellt. Allen
Kulturen wurden auf die Expression der Gene ppc, crtr, crtz und crtw analysiert. Normiert auf den
internen Standard ppC erfolgte der Vergleich der Expression zwischen den einzelnen Kulturen. Der
nicht verdnderte Stamm (WT), die Stdmme mit B-Carotin-Ketolase (CrtW) und [-Carotin-
Hydroxylase (CrtZ) zeigten wie erwartet keine Expression flir Gene, die sie nicht enthielten. Die
Expression des crtr-Gens wies immer die gleiche Expression auf. Linien mit einer 3-Carotin-Ketolase
exprimierten das Gen signifikant mit einem AACr von 25.000 im Durchschnitt. Inkonstante
Ergebnisse lieferte die Analyse des -Carotin-Hydroxylase-Gens.
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In Stimmen mit nur diesem Gen als Verdnderung zeigte sich ein AACt von 350. Daraus lasst sich

eine Uberexpression ableiten, diese ist aber signifikant geringer als die Expression des p-Carotin-
Ketolase-Gens. In Stimmen mit beiden Genen liegt die Uberexpression bei einem AACr von 8.000,
ist aber immer noch signifikant geringer als die des B-Carotin-Ketolase-Gens. Aus diesen Ergebnissen
lasst sich schlussfolgern, dass beide eingebrachten Gene exprimiert werden. Die B-Carotin-Ketolase
diirfte in einer hoheren Konzentration vorliegen als die B-Carotin-Hydroxylase, gemessen an der
Expression auf RNA-Ebene. Die B-Carotin-Hydroxylase scheint einer Regulation zu unterliegen.

Relative Expressionslevel
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Abbildung 15: Ergebnis der gPCR-Analyse. Die relativen Expressionslevel der Gene crtr (grin), crtz (gelb) und crtw (orange) sind in Form
der Balken gegeben. Analysiert wurden der unveranderte Stamm (WT), eine Zelllinie mit synthetischer B-Carotin-Ketolase (CrtW), eine
Zelllinie mit synthetischer B-Carotin-Hydroxylase und zwei Stamme mit beiden synthetischen Genen (crtwlz und crtziw). Fur jede

Zelllinie sind die Ergebnisse auf ppC (grau) normiert und auf den WT relativiert.

8.5 Funktionsanalyse einer alternativen B-Carotin-Hydroxylase

In der wissenschaftlichen Literatur sind geringe Aktivitdten von (-Carotin-Hydroxylasen oder (-
Carotin-Ketolasen ebenfalls beschrieben. Hierbei ist der Grund, dass es verschiedene B-Carotin-
Ketolasen und B-Carotin-Hydroxylasen gibt, die alle die gleichen Reaktionen katalysieren. Die
verschiedenen Enzyme unterscheiden sich stark in ihrer Intermedidr-Selektivitdt. Dies fiihrt zur
Akkumulation verschiedener Intermediate, je nach verwendeter Kombination der Gene. Fiir
Saccharomyces cerevisiae wurde eine umfassende Studie zur Verwendung und Kombination von
verschiedenen B-Carotin-Hydroxylasen und -Ketolasen erstellt. Wang et al. ermittelten dabei, dass
der Ursprung des Gens eine bedeutende Rolle in der Carotenoid-Synthese spielt. Die meisten
Kombinationen von Genen fithren zu einer Akkumulation von Astaxanthin-Vorstufen, aber nicht
zum gewiinschten Astaxanthin. Das eben beschrieben Phanomen tritt hdufig bei Genkombinationen
auf, in denen die heterologen Gene fiir beide Enzyme aus demselben Organismus stammen. Die
Arbeit von Wang et al. stellte fest, dass die Kombination aus B-Carotin-Ketolase mit Ursprung in
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Brevundimonas sp. und der B-Carotin-Hydroxylase mit Ursprung in Alcaligenes sp. PC-1 die
effektivste Astaxanthin-Synthese ergab.

Diese Kombination der Gene wurde in eigenen Untersuchungen getestet. Auch das B-Carotin-
Hydroxylase-Gen mit Ursprung in Alcaligenes sp. PC-1 (crtz A.PC-1) erfuhr wie beschrieben eine
Optimierung. Stamme mit dem synthetischen Gen crtz A.PC-1 ergaben in nachfolgenden HPLC-
Analysen die erwarteten Ergebnisse. Die Abbildung 16 stellt ein Beispielergebnis der durchgefiihrten
HPLC-Analysen dar. Zeaxanthin bildete das Hauptprodukt, es konnten zusitzlich -Carotin und a-
Carotin detektiert werden.
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Abbildung 16: HPLC-Ergebnis einer Zelllinie mit dem synthetischen Gen crtz A. PC-1. In diesen Stammen kann Zeaxanthin (min 9) als

Hauptprodukt gefunden werden. Zusatzlich besteht das Carotinoid-Gemisch noch aus B-Carotin und a-Carotin.

Wie schon fiir die anderen Enzyme wurde auch fiir die B-Carotin-Hydroxylase mit Ursprung in
Alcaligenes sp. PC-1 ein Enzymfunktionstest im E. coli-Testsystem durchgefiihrt. In diesem Test
erzielte das Enzym eine hohere Aktivitdt und setzte (-Carotin zur Gédnze in Zeaxanthin um. Die
Ergebnisse aus beiden Organismen zusammen betrachtet ergeben die Schlussfolgerung, dass die B-
Carotin-Hydroxylase mit Ursprung in Alcaligenes sp. PC-1 die erwartete Aktivitdt aufweist, jedoch in
Synechococcus sp. PCC7002 entweder die Expression nicht ausreichend hoch ist oder das Enzym
einer unbekannten Regulierung unterliegt. Im Vergleich mit den Ergebnissen der nicht verdnderten
Kontrolle und den Linien mit 3-Carotin-Ketolase steigert die $-Carotin-Hydroxylase mit Ursprung in
Alcaligenes sp. PC-1 die Carotinoid-Konzentration von Synechococcus sp. PCC7002 nicht. Die
B-Carotin-Ketolase sorgt hingegen fiir eine erhohte Carotinoid-Konzentration in den Zellen im
direkten Vergleich mit dem nicht verdnderten Stamm (siehe Abbildung 17).

Ergebnisse 40



= 120
< PCC7002 CrtZ A.PC-1
E ——PCC7002 Crtw
e PCC7002 WT
c
R 80
pad Canthaxanthin
Q
2 60
c
e
4 &
2 40 Zeaxanthin B-Carotin
2 \
o ;
< 20 ; a-Carotin
0 5 10 15 20 25

Retentionszeit (min)

Abbildung 17: Vergleich der Carotinoid-Zusammensetzungen. Die HPLC-Ergebnisse der Stamme mit dem crtz A.PC-1-Gen (gelb) und dem
crtw-Gen(orange) sind gegen die Ergebnisse aus dem unveranderten Stamm (WT, griin) aufgetragen. Die CrtZ A.PC-1-Zelllinie und der
WT beinhalten Zeaxanthin, B-Carotin und a-Carotin. Dabei liegt im WT eine héhere Konzentration an B-Carotin und a-Carotin vor als
Zeaxanthin. In der CrtZ A.PC-1-Zelllinie ist dies umgekehrt. Die Carotinoid-Zusammensetzung der CrtW-Zelllinie besteht dagegen nur aus
Canthaxanthin und dessen Vorstufen in geringen Mengen. Dafiir ist die Gesamt-Carotinoid-Ausbeute in diesem Stamm gegeniiber dem

unveranderten Stamm gesteigert.

8.6 Analyse von mehrfach verdanderten Transformanden mit alternativer B-Carotin-Hydroxylase
Mittels der Kombination aus Ketolase mit Ursprung in Brevundimonas sp. und der Hydroxylase mit
Ursprung in Alcaligenes sp. PC-1 produzierte Synechococcus sp. PCC7002 Adonirubin und
Adonixanthin als Hauptprodukte. Diese zwei Carotinoide sind die direkten Vorldufer von
Astaxanthin, wobei nicht nur diese, sondern auch geringe Mengen an Astaxanthin in HPLC-Analysen
gefunden wurden. Die Analyse der zwei direkten Vorstufen gelang nur iiber eine HPLC gekoppelt
mit einer Massenspektrometrie (MS), da fiir diese Stoffe keine Standardsubstanz zur Verfiigung
stand und die Separation der Peaks via HPLC nicht gelang. Zur Identifikation erfolgte der Vergleich
mit simulierten MS-Zerfallsmustern, im Anhang unter Abschnitt 12.7 sind zwei Teilergebnisse fiir
eine solche Analyse gezeigt. Interessanterweise konnte in Stdmmen mit einer Kombination aus
beiden Genen wieder -Carotin und a-Carotin detektiert werden. Linien mit nur dem Gen fiir die B-
Carotin-Ketolase produzierten nur Canthaxanthin. Jedoch stieg die Gesamt-Carotinoid-
Konzentration um das Dreifache im Vergleich zur nicht verdnderten Kontrolle (siehe Abbildung 18).
Im E. coli-Testsystem konnte hingegen Astaxanthin als Hauptprodukt identifiziert werden.
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Abbildung 18: Carotinoid-Zusammensetzung einer mehrfach modifizierten Zelllinie. Das HPLC-Chromatogramm gibt die Ergebnisse der
Vermessung eines Carotinoidextraktes aus einem Stamm mit synthetischer Ketolase mit Ursprung in Brevundimonas sp. und einer
Hydroxylase mit Ursprung in Alcaligenes sp. PC-1 (roter Graph) wieder. Die Hauptprodukte sind Adonixanthin (min. 8) und Adonirubin
(min. 7,5) Fur den Vergleich dient ein Ergebnis aus dem unveranderten Stamm (griiner Graph).

8.7 Vergleich der neutralen Integrationsstellen auf Ihr Expressions-Niveau

Das Genom von Synechococcus sp. PCC7002 liegt ca. in dreifacher Kopienzahl vor. Hingen ist die
Kopienzahl des endogenen Plasmids pAQ1 ca. 50 (Akiyama et al. 1998). Es scheint zudem ein
Zusammenhang zwischen Genom-Kopienzahl und Expressionslevel zu bestehen (Pappert et al.
2023). Aus diesem Grund sind Teile dieser Arbeit hier gezeigt, auch wenn sie kein Bestandteil dieser
Arbeit sind. Fiir die Untersuchung der moglichen Einfliisse der neutralen Integrationsstellen erfolgte
die Entwicklung eines auf GFP-basierenden Expressionssystems. Ein unter der Kontrolle eines
synthetischen cpc560-Promotors (Markley et al. 2015) liegendes sfGFP wurde in die drei Genom-
NS (NSI, NSII und NSIII) sowie in die vorhergesagte Neutralstelle des endogenen Plasmids pAQ1
mit der Bezeichnung FlankelB eingebracht (Hasunuma et al. 2019). Eine Untersuchung dieser
Stamme (in der Regel n=10 biologische Replikate) auf Thre GFP-Fluoreszenz ermoglicht
Riickschliisse auf die GFP-Menge und so auf die Stirke der GFP-Expression. Ein
Fluoreszenzmikroskop erbrachte die Messungen fiir einzelne Zellen. Fiir jede Linie umfasste die
Auswertung 5000 Zellen. Mittels dieser Untersuchung gelang es, folgende Aussagen zu treffen: Die
Expression zwischen den einzelnen genombasierten neutralen Integrationsstellen NSI, NSII und
NSIII zeigten keine Anderungen in IThrer Expressionsstiirke (siehe Abbildung 19). Die Expression des
GFP im endogenen Plasmid pAQ1 war hingegen um ein Vielfaches (Faktor 10) gesteigert (Pappert
et al. 2023). Es konnten noch zwei weitere Phdnomene erfasst werden. Wird das GFP mit einem
anderen Protein fusioniert, in diesem Fall mit der 3-Untereinheit des Phycocyanin, ist die Expression
um einen Faktor von 1,2 gesteigert. Dies ist ebenso fiir die Fusion mit einem His-Tag zu detektieren.
Die gesteigerte Expression von GFPHis (siehe Abbildung 19) konnte mittels CrtZHis- und CrtWHis-
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Stammen weiter belegt werden. CrtZHis- und CrtWHis-Transformanden zeigten eine gesteigerte
Carotinoid-Konzentration und eine stdrkere Bildung Ihrer Hauptprodukte Zeaxanthin und
Canthaxanthin. In Abbildung 20 ist ein Vergleich zwischen den Linien CrtW und CrtWHis gezeigt.
Die Konzentration an Canthaxanthin ist in CrtWHis-Stimmen hoher.

HIS-FUSION - . R-SU FUSION

Abbildung 19: Fluoreszenzmikroskopie Aufnahmen der GFP-exprimierenden Synechococcus-Stamme. Fir den Vergleich der GFP-
Intensitat pro Zelle sind Aufnahmen aller vermessenen Stimme gegeben. In der oberen Reihe sind Stamme, die das gfp-Gen in einer der
neutralen Integrationsstellen inseriert haben (NSI, NSIl und NSIII) gegen den unverdanderten Stamm (WT) aufgetragen. Die untere Reihe
zeigt Zelllinien, in denen das gfp-Gen in der NSII integriert ist und als Fusion mit einem endstandigen His-Tag (His-Fusion) oder
vorangestellter Beta-Untereinheit des Phycocyanin (B-SU Fusion) vorliegen. Die Fluoreszenzintensitat ist um das 1,2-Fache erhoht. Das
Bild unten rechts dagegen stellt das Ergebnis fiir die Integration des GFP-Gens in das endogene Plasmid pAQ1 (PAQ1) dar. Hier ist die
Fluoreszenzintensitat um das 10-Fache erhoht (Pappert et al. 2023).
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Abbildung 20: Auswirkung des endstandigen His-Tags auf die Carotinoid-Zusammensetzung. Die HPLC-Ergebnisse zeigen eine erhohte

Canthaxanthin-Konzentration in der Zelllinie mit einem angefiigten His-Tag an die Ketolase (grauer Graph). Im Vergleich dazu sind die
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Ergebnisse fiir die Zelllinie mit Ketolase-Gen in orange dargestellt. Die Zusammensetzung andert sich nicht, nur die Ausbeute des
Hauptbestandteils Canthaxanthin und des Vorlaufers werden gesteigert.

8.8 Expression der synthetischen Gene durch die Integration in das endogene Plasmid

Die Integration in das endogene Plasmid pAQ1 sollte eine erhohte Expression der synthetischen
Gene zur Folge haben. Infolgedessen sollte auch mehr Enzym fiir die Umsetzung von B-Carotin
vorhanden sein. Moglicherweise kann die erhohte Enzymkonzentration nicht nur das noch
vorhandene B-Carotin umsetzen, sondern erhoht zudem den Astaxanthin-Anteil.

Fiir eigene Untersuchungen erfolgte die Integration der Kombination aus Ketolase mit Ursprung in
Brevundimonas sp. und der Hydroxylase mit Ursprung in Alcaligenes sp. PC-1 in das endogene
Plasmid pAQ1l. Zur Integration von zwei separaten Gen-Konstrukten in die gleiche neutrale
Integrationsstelle wurden die beiden Gene jeweils unter der Kontrolle eines eigenen Promotors
integriert. In der anschlieRenden HPLC-Analyse konnte fiir den so erzeugten Stamm (Stamm A)
Astaxanthin als Hauptprodukt identifiziert werden (siehe Abbildung 21). Die Ausbeute lag bei
1,2+0,13 mg/g Zelltrockengewicht. Als Nebenprodukte traten Zeaxanthin, a- und B-Carotin auf.
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Abbildung 21: HPLC-Chromatogramm eines Stammes mit Astaxanthin als Hauptprodukt. In rot ist die Carotinoid-Zusammensetzung eines
Stammes mit crtw und crtz integriert in das endogene Plasmid pAQ1 (Stamm A) dargestellt. Das Hauptprodukt ist Astaxanthin bei
min. 6,9. Zum Vergleich dient der griine Graph, der die Zusammensetzung des unveranderten Stammes (WT) wiedergibt. Fur die

jeweiligen Linien sind die Hauptprodukte markiert. Die Gesamt-Carotinoid-Ausbeute ist im Astaxanthin-produzierenden Stamm erhoht.

8.9 Untersuchung des Einflusses der Kultivierungszeit auf die Carotinoid-Ausbeute

In Vorexperimenten zeigte sich, dass die Kultivierungszeit einen Einfluss auf die Carotinoid-
Ausbeute besitzt. Mit steigender Kultivierungsdauer steigt die Ausbeute an Carotinoid pro g
Zelltrockenmasse. Dies deutet auf eine Akkumulation von Carotinoiden in den Zellen hin. Hieraus
erfolgte die Entwicklung der Hypothese, dass Synechococcus sp. PCC7002 mit zunehmendem Alter

Ergebnisse 44



der Kulturen Carotinoide akkumuliert, bis ein zellinterner Maximalspiegel erreicht wird. Die
Kultivierungszeit erfuhr eine sukzessive Steigerung von 5 Tagen auf 7, 10, 15, 20, 25 und 30 Tage.
Wahrend die zellinterne Carotinoid-Konzentration bis Tag 15 kontinuierlich anstieg, kam es danach
zu keiner weiteren Steigerung. Die effektivste Ausbeute wurde an Tag 7 erhalten. Hier war das Zeit-
Astaxanthin-Ausbeuten-Verhéltnis am hochsten fiir die Astaxanthin-Ausbeute. Daraus kann
geschlussfolgert werden, dass die Regulation des Carotinoid-Synthesewegs weiteren Faktoren
unterliegt.

8.10 Untersuchung des Einflusses von Licht auf die Carotinoid-Synthese

8.10.1 Experimentelle Untersuchung der Lichtintensitat
Das eingesetzte Licht spielt hierbei eine wichtige Rolle. Durch Licht, vor allem Lichtstress, konnte in

der wissenschaftlichen Literatur gezeigt werden, dass die Carotinoid-Synthese eine Aktivierung
erfihrt (Golden et al. 1997; Steinbrenner und Linden 2003). Zudem sind beide verwendeten
Promotoren lichtinduziert, auch wenn die Literatur von konstitutiv aktiven Promotoren spricht (Liu
et al. 2019; Nair et al. 2001). Jedoch gibt es noch andere Parameter des Lichts, die eine Rolle spielen
konnten (Pagels et al. 2021). In hoheren Pflanzen, aber auch in Mikroalgen, ist bekannt, dass ein
Lichtrhythmus einen positiven Einfluss auf den Metabolismus besitzt (Velez-Ramirez et al. 2011;
Liu et al. 2015). Daher wurden zwei unabhéingige Experimente zum Thema Licht durchgefiihrt. In
beiden ging es darum, zu klaren, inwieweit das Licht einen Einfluss auf die Carotinoid-Synthese
besitzt. Im ersten Experiment wurde die Hypothese verfolgt, dass eine hohere Lichtintensitit eine
gesteigerte Carotinoid-Synthese bewirkt. Hierbei muss die Carotinoid-Ausbeute jedoch das durch
Licht erhohte Wachstum {iibertreffen, um eine erhohte Netto-Carotinoid-Synthese zu erhalten. Es
wurden Lichtintensitdten zwischen 100 und 600 uE (umol/m?2*sec) verwendet. Insgesamt erfolgte
der Test von folgenden Lichtintensitidten: 50, 100, 150, 200, 250, 300, 400 und 600 wE Weil3licht
6500 K. Es zeigte sich, dass sich in den Kulturen bis 300 uE das Wachstum und die Netto-
Astaxanthin-Ausbeute mit jeder Lichtintensitéts-Steigerung sich ebenfalls erh6ht. Bei 400 wE konnte
keine erhohte Astaxanthin-Ausbeute im Vergleich zu 300 uE festgestellt werden. Hingegen ergaben
sich bei 600 uE Unterschiede. In den ersten Tagen der Kultivierung war die Astaxanthin-Ausbeute
ebenfalls nicht erh6ht. Das Wachstum kam zum Erliegen und die Astaxanthin-Ausbeute sank ab Tag
10 im Vergleich mit den Kulturen bei 200, 250 und 300 wE Weililicht. Dies deutet darauf hin, dass
600 wE Weildlicht der Kultur auf Dauer schadet.

8.10.2Experimentelle Untersuchung von Lichtrhythmen
Das zweite Experiment verfolgte die Hypothese, dass der Lichtrhythmus eine Auswirkung auf die

Carotinoid-Synthese besitzt (Singh et al. 2023; Golden et al. 1997). Hierzu wurden Kulturen erst
fiir 12 Stunden synchronisiert (Kultivierung iiber 12 Stunden in Dunkelheit) und dann
unterschiedlichen Rhythmen an Licht ausgesetzt. Ein Rhythmus setzte sich aus 24 Stunden mit
zuerst einem Lichtanteil und dann einer Dunkelphase zusammen. Getestet wurden die Rhythmen
12:12, 16:8, 20:4 und Dauerlicht als Kontrolle. Die Hypothese hinter dem Versuch war, dass eine
Dunkelphase, gefolgt von Licht, den Promotor erneut aktiviert und so eine stirkere Genaktivierung
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erfolgt. Unter Dauerlicht konnte der Promotor die Aktivitédt bei gleichbleibendem Reiz verlieren. Es
zeigte sich, dass die Rhythmen 12:12 und 20:4 keine Verbesserung im Vergleich zu Kulturen mit
Dauerlicht hervorbrachten. Im Gegenteil, nicht nur das Wachstum verschlechterte sich bei einer
12:12 Behandlung, sondern auch die Netto-Carotinoid-Ausbeute wurde verringert. Dies war in
gewisser Weise auch zu erwarten, da die Lichtleistung {iber einen Tag betrachtet halbiert wurde. Es
scheint, dass die Zellen nicht in der Lage sind, geniigend Speicherstoffe zu bilden, um ihren
Metabolismus iiber 12 Stunden Dunkelheit voll aktiv zu halten. Jedoch bei Rhythmen von 16:8 und
20:4 sind die Zellen in der Lage, die Dunkelphase zu tiberbriicken, ohne ein verringertes Wachstum
zu zeigen. Die Nettoausbeute an Astaxanthin in Kulturen mit 20:4-Rhythmus verringerte sich, was
darauf hindeutet, dass die Dunkelphase nicht ausreichend war, um den Promotor erneut zu
stimulieren. Denn in Kulturen, die einen 16:8-Rhythmus erfuhren, entstand eine erhohte Netto-
Astaxanthin-Ausbeute, um 5 % im Vergleich zur Dauerlichtkontrolle.

8.11Einfluss von pH-Stress auf die Carotinoid-Synthese

Die Carotinoid-Synthese in Mikroalgen und Cyanobakterien ist nicht nur durch Licht, sondern auch
anderen Stressfaktoren wie Trockenstress oder pH-Stress induzierbar (Pagels et al. 2021). Aus
diesem Grund wurde zusitzlich zu Licht noch der Einfluss einer pH-Wert-Anderung getestet. Das
A*-Medium wird auf einen pH-Wert von 8,2 eingestellt. Durch die CO2-Begasung sinkt dieser auf
einen pH-Wert von 7 ab. Wahrend der Kultivierung kommt es durch die Zellen zu einer Anpassung
des pH-Werts auf 9. Dies scheint ein aktiver Prozess der Zellen zu sein. Im Folgenden wurde, um
eine pH-Stress zu induzieren, das Medium in regelméf%igen Abstdnden (24h) mittels Salzsdure auf
einen pH-Wert von 6 eingestellt. Zu beobachten war, dass die Kulturen den pH-Wert innerhalb der
24 Stunden anhoben, durchschnittlich auf pH 8=+0,24. Dies war fiir die ersten 6 Tage der
Kultivierung zu beobachten. Ab dem Tag 7 stellten die Kulturen mit angesduertem pH-Wert das
Wachstum ein und starben ab. Ein Einfluss auf die Astaxanthin-Synthese konnte nicht festgestellt
werden. Die Hypothese, dass saurer pH-Stress die Carotinoid-Produktion steigert, erwies sich daher
als nicht zu bestatigen.

8.12 Uberexpression der Phytoen-Synthase zur Optimierung des Synthesewegs

Der synthetische Astaxanthin-Syntheseweg von [-Carotinoid zu Astaxanthin ist durch die
synthetischen Gene fiir die Ketolase mit Ursprung aus Brevundimonas sp. und der Hydroxylase mit
Ursprung aus Alcaligenes sp. PC-1 stark optimiert und sollte daher keinen ,Bottleneck” mehr
ergeben. Jedoch konnte ein derzeit nicht angetasteter Schritt die Umsetzung von
Geranylgeranylpyrophosphat zu Phytoen durch die Phytoen-Synthase einen Engpass darstellen. Zur
Entfernung dieses Engpasses und zur Erhohung des Reaktionsdruckes durch eine héhere Edukt-
Konzentration in den nachfolgenden Reaktionsschritten wurde die Phytoen-Synthase von
Synechococcus sp. PCC7002 iiberexprimiert.

Das stammeigene Gen der Phytoen-Synthase kam fiir diesen Zweck zum Einsatz. Die Uberexpression
des Gens erfolgte durch die Integration in die neutrale Integrationsstelle 2 oder 1 unter der Kontrolle
des psbAI-Promotors. Mittels HPLC-Analyse konnte eine Steigerung der «o- und
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B-Carotin-Konzentration in den verdnderten Stimmen festgestellt werden. Fiir die Integration in die
neutrale Integrationsstelle 1 ergab sich eine dreifache Steigerung der Carotin-Konzentration und fiir
die neutrale Integrationsstelle 2 konnte eine flinffache Steigerung nachgewiesen werden (siehe
Abbildung 22).
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Abbildung 22: Erhéhung der B-Carotin-Ausbeute durch die Uberexpression der PSY. Der griine Graph gibt das Ergebnis eines Carotinoid-
Extraktes aus dem unver@nderten Stamm wieder, der orangene Graph das mit Gberexprimierter PSY durch Integration in die NSl und der
gelbe Graph durch Integration in die NSII. Alle gefundenen Carotinoide wurden durch die Uberexpression des Enzyms in einer héheren
Konzentration gebildet. Fiir die NSII ist dieser Effekt am starksten.

Nach dem erfolgreichen Beweis, dass die Carotin-Konzentration in den Zellen durch die
Uberexpression der Phytoen-Synthase gesteigert werden konnte. Galt es nachzuweisen, dass dies
auch einen Einfluss auf die Astaxanthin-Konzentration hat. Der Nachweis gelang durch den
Vergleich von Astaxanthin-bildenden Synechococcus sp. PCC7002-Stimmen (Stamm A) und
Stdammen mit zusitzlicher Phytoen-Synthase (Stamm A PSY). Aus der HPLC-Analyse ergab sich,
dass im Vergleich die Astaxanthin-Konzentration in Astaxanthin-bildenden Linien 1,71+0,32 mg
Astaxanthin pro g Zelltrockengewicht (DCW eng. fiir dry cell mass) betrug und in Linien mit
zusatzlicher Phytoen-Synthese 2,38 +0,17 mg Astaxanthin pro g Zelltrockengewicht. Dies entspricht
einer Steigerung um 29 % (siehe Abbildung 23). Zudem konnte in den Stimmen mit zusatzlicher
Phytoen-Synthase ein Anstieg der Konzentration von Zeaxanthin und Phytoen festgestellt werden
(siehe Abbildung 24).
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Abbildung 23: Berechnete Ausbeute aus Astaxanthin-bildenden Stammen mit und ohne PSY. Die hellrote Sdule zeigt die durchschnittliche
Astaxanthin-Ausbeute von sechs biologischen Replikaten gemessen in Duplikaten des Stamm A. Die Ausbeute liegt fiir diesen Stamm bei
1,7140,32 mg pro g Zelltrockenmasse. Fiir den Stamm A PSY betrug die Astaxanthin-Ausbeute 2,38+0,17 mg pro g Zelltrockenmasse,
wiedergegeben durch die dunkelrote Sdule mit dem gleichen n=6.
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Abbildung 24: HPLC-Ergebnis des Stamm A PSY (blau) im Vergleich zum unverdnderten Stamm (grin). Fur beide Stimme sind die
wichtigsten Produkte markiert. Der Stamm A PSY bildet erstmals, neben dem Astaxanthin-Hauptprodukt, messbare Mengen Phytoen
(min. 21,3).
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8.13Relative Integrationszahl

Im Laufe der Transformationen zeigte sich, dass Stimme, die mit dem gleichen Vektor verdandert
wurden, sowohl in ihrer Wachstumsgeschwindigkeit als auch der Carotinoid-Ausbeute
unterschiedlich performten. Bei einer PCR-Analyse des Genoms zeigte sich, dass nicht alle
Genomkopien eine Verdnderung erfuhren. Infolgedessen wurde mittels PCR die relative
Integrationszahl (rI-Zahl) bestimmt. Dies soll angeben, in welchem Verhéltnis nicht verdnderte
DNA-Sequenzen zu verdnderten Stellen vorkommen. Nach der Selektion mit dreifacher
Antibiotikums-Steigerung konnten Werte zwischen 0,7 und 2,5 fiir die relative Integrationszahlen
ermittelt werden. Eine relative Integrationszahl von 1 wiirde anzeigen, dass die Haélfte der
Genomkopien verandert ist und die andere Halfte nicht.

Die ermittelten relativen Integrationszahlen deckten sich mit den durch HPLC-Analysen erhaltenen
Astaxanthin-Ausbeuten. Bei hoherer rI-Zahl war auch die Astaxanthin-Ausbeute erh6ht. Aufbauend
auf diesen Ergebnissen wurden schon getestete Stimme einer Behandlung iiber vier Runden durch
Selektionssaustriche und Anzucht von so erhaltenen Einzelkolonien in neuen Fliissigkulturen
unterzogen. Die Konzentration an Antibiotikum verdoppelte sich in jedem Schritt von 100 ug/mL
auf schlussendlich 800 ug/mL. Die PCR-Analyse der mittels dieser Technik erhaltenen Stdmme
ergab, dass sich die rl-Zahl in allen Stimmen erhoht hatte. In Abbildung 25 ist ein Beispiel-
Agarosegel, das fiir die rI-Zahl-Bestimmung dient, gezeigt. NSII gibt dabei den Nachweis fiir
unverdnderte Genomkopien der neutralen Integrationsstelle 2 an. Banden, die dort entstehen, sind
auf nicht verdnderte DNA-Bereiche zuriickzufiihren.

Marker normale Selektion erweilterte Selektion

PSY PSY NSl NSl PSY PS5Y NSIT - NSl

Abbildung 25: Beispielagarosegel fir die Bestimmung der rl-Zahl. Mittels PCR-analysierter genomischer DNA fir Stdamme nach der
normalen Selektion und der erweiterten. Untersucht wurde auf das synthetische Gen der psy und der urspriinglichen DNA-Sequenz fir

die NSII. Die Proben wurden in zwei Verdiinnungen aufgetragen.
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Im Beispiel erfolgte die Untersuchung auf die Integration der Phytoen-Synthase (psy) in die NSII.
Fiir die Standard-Selektion kénnen Banden in beiden Untersuchungen detektiert werden. Durch die
erweiterte Selektion erfolgte nur noch der Nachweis von verdnderten DNA-Bereichen. Fiir
Integrationen in die neutralen Integrationsstellen des Genoms ergaben sich Werte
zwischen 1,8 und 5,1 und fiir die Integration in das endogene Plasmid von 3,6 bis 63,1. Fiir mehrere
Stamme konnte eine vollstdndige Integration des Zielgens erreicht werden. Stimme mit gesteigerter
rI-Zahl wiesen ebenfalls eine gesteigerte Astaxanthin-Konzentration auf. In der Grafik 26 ist das
Ergebnis fiir zwei solcher Stamme (Stamm A und Stamm A PSY) gezeigt. Die gestrichelten Sdulen
zeigen die Stdmme vor der erweiterten Selektion und die gestreiften Sdulen die Stimme nach der
vierten Runde der erweiterten Selektion. Es ist zu sehen, dass fiir den Stamm A die Astaxanthin-
Ausbeute bei 1,2+0,13 mg/g Zelltrockengewicht betrug und nach der vierten Selektionsrunde bei
1,84=0,27 mg/g Zelltrockengewicht lag. Fiir den Stamm A PSY konnten vor der erweiterten
Selektion eine Astaxanthin-Ausbeute von 1,33+0,14 mg/g detektiert werden und nach der vierten
Runde der erweiterten Selektion betrug die Ausbeute 2,38+0,17 mg/g Zelltrockengewicht.
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Abbildung 26: Astaxanthin-Ausbeuten vor und nach der erweiterten Selektion. Die gestrichelten Sdulen geben die berechneten
Ausbeuten vor der erweiterten Selektion an, die linierten danach. In hellrot sind die Ergebnisse fir den Stamm A, mit einer Erhéhung der
Ausbeute von 1,2+0,13 mg/g auf 1,84+0,27 mg/g dargestellt und in dunkelrot die des Stamm A PSY, mit einer Erhéhung von
1,33+0,14 mg/g auf 2,38+0,17 mg/g.

8.14 Auswirkungen des ABC-Transporters auf die Zelllinien

Zur Eliminierung des Ernte- und Extraktions-Schrittes erfolgte die Untersuchung eines ABC-
Transporters. Dieser wurde in der neutralen Integrationsstelle 2 mit verschiedenen Promotoren
getestet. Unter der Kontrolle des cpc560 Promotors gelang es nicht, lebensfihige Stimme zu
erhalten. Durch die Verwendung eines Theophyllin-induzierbaren Promotors (Li et al. 2018) sind
wachsende Stamme transformiert worden, jedoch konnte nach dem Induzieren keine Funktion des
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ABC-Transporters nachgewiesen werden. Das Wachstum war im direkten Vergleich mit dem
unverdnderten Stamm jedoch um 4 % verringert. Durch das Induzieren des Promotors
verschlechterte sich das Wachstum erneut, insgesamt ergab sich so ein um 7 % verlangsamtes
Wachstum.

Fiir die Berechnung des verringerten Wachstums wurde die erreichte maximale optische Dichte bei
730 nm iiber einen festgesetzten Zeitraum (10 Tage) verglichen. Der unveranderte Stamm erreichte
hier eine OD730nm von 15+0,35.

Die Verwendung des psbAl-Promotors ermoglichte es, Stimme zu erzeugen, die ein verlangsamtes
Wachstum aufwiesen, dafiir jedoch auch eine Funktion des ABC-Transporters. Das Wachstum,
gemessen iiber 10 Tage, erlitt eine Reduktion von 14+1,8 %, die Stimme erreichten eine OD730nm
von 12,9+0,19. Zur Analyse der Funktion des ABC-Transporters kam eine Uberschichtung mit
Dodecan zum Einsatz. Fliissigkulturen von Astaxanthin-produzierenden Stammen (Stamm A) und
Stammen mit zusatzlichem ABC-Transporter (Stamm AT) erhielten eine solche Uberschichtung. Die
Kulturen wurden aus Vorkulturen auf eine optische Dicht73onm von 0,5 angeimpft und fiir drei Tage
ohne Uberschichtung kultiviert. Nach der Behandlung mit Dodecan erfolgte die Probenentnahme
nach 5 bzw. 11 Tagen, sodass die Kulturen zu diesem Zeitpunkt 8 bzw. 14 Tage alt waren (siehe
Abbildung 27). Fiir die Probenentnahme wurde der Dodecan-Uberstand entfernt und durch neues

Dodecan ersetzt.

Abbildung 27: Synechococcus sp. PCC7002 Kultur und Dodecan-Uberstinde A) Fliissigkultur des Stamm AT mit Dodecan-Uberstand nach
8 Tagen der Kultivierung in einem Blasensiulenreaktor. B) Dodecan-Uberstand einer Stamm AT-Kultur 5 Tagen nach der Uberschichtung
mit der typischen orangenen Carotinoid-Farbe C) Dodecan-Uberstand einer Stamm A-Kultur 5 Tagen nach der Uberschichtung ungefarbt,

wie reiner Dodecan.

Aus den so gewonnen Uberstinden erfolgte die Carotinoid-Gewinnung. Zur Berechnung der
Ausbeuten und der Bestimmung der Carotinoide erfolgte eine HPLC-Analyse der gewonnen
Dodecan-Proben und Proben aus Zelltrockenmasse. Beide Stdmme enthielten die gleichen
Carotinoide und internen Konzentrationen. Im Uberstand gelang lediglich fiir den Stamm AT der
Nachweis von Carotinoiden (siehe Abbildungen 28 und 29). Als Hauptpeak wurde Astaxanthin in
der HPLC gefunden und zusétzlich kleinere Mengen Zeaxanthin.
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Abbildung 28: Im Dodecan-Uberstand gefundene Carotinoide des Stamm AT. Die Vermessung mittels HPLC ergab Astaxanthin und
geringe Mengen an Zeaxanthin fiir die eingedampften Dodecan-Uberstinde des untersuchten Stamms. Vor min. 5 sind ungeklarte Peaks,
die immer bei einer Dodecan-Uberschichtung auftraten, jedoch nicht durch Dodecan hervorgerufen werden. Es muss sich um Produkte
aus Synechococcus handeln.

=
]
o

—Stamm A

(mAU)
[y
g 8

[=)]
o

Absorption bei 470 nm
~
o

Astaxanthin

R

]
o

10 15 20 25
Retentionszeit (min)

Abbildung 29: HPLC-Diagramm der Carotinoid-Ausbeute des Stamm A aus dem Dodecan-Uberstand. Minimale Mengen Astaxanthin
kdnnen detektiert werden.
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Fiinf Tagen nach der Uberschichtung konnte eine durchschnittliche Astaxanthin-Ausbeute von
0,220,065 pg/mL Kultur detektiert werden, siehe Abbildung 30 hellrot gestreifte Sdule. Weitere
fiinf Tage nach der Uberschichtung (14 Tage Kultivierung) stieg die Ausbeute auf 0,45+0,11 ug/mL
Kultur, Abbildung 30 rot gestreifte Sdule. Im Vergleich hierzu gelang fiir den Stamm der nur
Astaxanthin produziert ausschlieBlich die Detektion von geringen Mengen Astaxanthin. Die
Ausbeute betrug unabhdngig von der Kultivierungszeit 0,022+0,046 ug/mL Kultur, siehe
gestichelte Saulen in Abbildung 30. Aus den Ergebnissen ist zu schlief3en, dass die gefundenen
Carotinoide im Dodecan auf der Verwendung des ABC-Transporters beruhen. Zudem ist die
intrazelluldre Astaxanthin-Konzentration der Stimme A und AT identisch. Fiir denn Stamm A betrug
diese nach 8 Tagen der Kultivierung 1,38+0,013 mg Astaxanthin/g DCW und nach 14 Tagen
2,15+0,057 mg Astaxanthin/g DCW. Im Vergleich zeigte der Stamm AT eine Ausbeute nach
8 Tagen von 1,37+0,041 mg  Astaxanthin/g DCW  un
2,15+0,15 mg Astaxanthin/g DCW. Eine kontinuierliche selektive Sekretion von Astaxanthin durch
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Abbildung 30: Berechnete Astaxanthin-Ausbeute aus den Dodecan-Uberstinden. Die linken gepunkteten Siulen geben die
durchschnittlichen Ausbeuten von Astaxanthin im Dodecan-Uberstand fiir den Stamm A wieder. In hellrot ist die Ausbeute aus dem
Uberstand 5 Tagen nach der Uberschichtung und in dunkelrot nach 11 Tagen gezeigt. Fiir den Stamm AT sind die Ergebnisse in den
gestreiften Sdulen wiedergegeben. Die hellrote steht wieder fir die Ausbeute nach 5 Tagen und die dunkelrote nach 11 Tagen. Alle
Ergebnisse beruhen auf n=6 Messungen.
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9 Diskussion

9.1 Einfliisse der Expression von B-Carotin-modifizierenden Enzymen

Die Expression von synthetischen Genen, welche fiir Enzyme codieren, die 3-Carotin zu Astaxanthin
umzusetzen, ergab in Synechococcus sp. PCC7002 eine Anderung der Carotinoid-Zusammensetzung.
Die Nutzung der Gensequenz fiir eine B-Carotin-Ketolase mit Ursprung in Brevundimonas sp. zur
Erzeugung eines synthetischen Gens fithrte zur erwarteten Bildung von Canthaxanthin. Das -
Carotin, das der nicht verdnderte Stamm produzieren konnte, wird durch dieses Enzym effektiv in
das zweifach verdnderte Canthaxanthin umgesetzt. Zudem stieg, im Vergleich zum nicht
verdnderten Stamm, die Gesamt-Carotinoid-Ausbeute. Dies deutet auf eine Produktinhibition durch
B-Carotin hin, die es mit Canthaxanthin entweder nicht mehr gibt oder zumindest nur in geringer
Form.

Fiir das synthetische Gen der B-Carotin-Hydroxylase, fiir das die Sequenz aus Brevundimonas sp. als
Grundlage diente, ergab sich nach den erhaltenen Ergebnissen keine Funktion. Mittels HPLC
konnten, trotz der durch die PCR nachgewiesenen Genomverdnderung, keine Verdnderungen in der
Carotinoid-Synthese von Synechococcus sp. PCC7002 detektiert werden. Das Ausbleiben des
erwarteten Ergebnisses, dass das Zeaxanthin-f3-Carotin-Verhéltnis sich zu Gunsten von Zeaxanthin
verschiebt, ist auf ungeklarte Ursachen zuriickzufiihren. Hieran konnte eine fehlerhafte Expression
des synthetischen Gens, eine fiir den Organismus spezifische Enzymregulation oder ein nicht
funktionelles Enzym beteiligt sein. Mogliche Regulationen konnten dadurch ausgelost werden, dass
Synechococcus schon einen eigenen Zeaxanthin-Syntheseweg iiber das crtr-Gen besitzt.

9.2 Analyse der Funktion von Enzymen im E. coli-System

Zur reinen Funktionsanalyse von Enzymen nutzt die wissenschaftliche Literatur zellfreie Systeme,
in denen die Enzyme entkoppelt vom Zellmetabolismus auf ihre intrinsische Funktion analysiert
werden konnen. Die Etablierung eines solchen Systems in der Arbeitsgruppe war nicht gegeben,
jedoch gab es ein auf E. coli basierendes Testsystem, das schon in fritheren Arbeiten zum Einsatz
kam (Tran und Kaldenhoff 2020b). Es ist speziell fiir die Analyse von Carotinoid-Synthese-Enzymen
designt worden. In diesem wird eine E. coli-Linie verwendet, die in der Lage ist, 3-Carotin zu
produzieren. Durch eine gut aufgekliarte Genregulation in Verbindung mit einem bekannten
Metabolismus ist die Detektion in E. coli simpler. Insbesondere fiir Enzyme, die an der Carotinoid-
Synthese beteiligt sind, ist die Funktionsanalyse einfacher, da E. coli keine natiirlichen
Synthesewege fiir Carotinoide oder andere Bestandteile der Photosynthese besitzt. Infolgedessen
koénnen auch keine Regulationen iiber diese Wege die Synthese der Carotinoide beeinflussen.

Der eigentliche Grund fiir die Verwendung des E. coli-Testsystems ergab sich daraus, dass das
synthetische Gen der B-Carotin-Hydroxylase keine nachweisbare Funktion zeigte. Durch die
Verwendung des Testsystems gelang der Nachweis, dass das synthetische Gen der [-Carotin-
Hydroxylase, mit Ursprung in Brevundimonas sp., eine geringe Aktivitit besitzt. Jedoch wurden in
Stammen mit diesem Gen weiterhin (-Carotin neben dem nun auch gebildeten Zeaxanthin
gefunden. Der Test des Gens der B-Carotin-Ketolase mit demselben Ursprung ergab eine bessere

Diskussion 54



Aktivitdt. Dieses Gen sorgte fiir die gesamte Umsetzung des B-Carotin in Canthaxanthin. Eine
Erhohung der Gesamt-Carotinoid-Konzentration konnte fiir beide Gene nicht nachgewiesen werden.
In Synechococcus sp. PCC7002 dagegen gelang dies fiir Stimme mit der 3-Carotin-Ketolase. Dies ist
ein weiteres Indiz dafiir, dass die Carotinoid-Synthese in dieser Spezies einer Produktinhibition
unterliegt.

Dariiber hinaus muss es noch andere Regulationen geben. Fiir Stamme des Testsystems mit beiden
B-Carotin-verdndernden Genen gelang der Nachweis von geringen Mengen an Astaxanthin. Das
erhaltene Carotinoid-Gemisch enthielt als Hauptbestandteil Canthaxanthin. Dies bestatigt die
Annahme, dass die B-Carotin-Ketolase eine hohere Aktivitdt oder Effizienz aufweist als die B-
Carotin-Hydroxylase. Durch den Fund von hoheren Konzentrationen an Zeaxanthin als an
Adonirubin und Astaxanthin zeigt sich, dass die B-Carotin-Hydroxylase mit Ursprung in
Brevundimonas sp. eine hohere Bindeaffinitit fiir B-Carotin aufweist als fiir Canthaxanthin oder
Adonirubin. Diese Stoffe konnen zwar umgewandelt werden, jedoch nimmt die Konzentration mit
dem Grad der Veranderung weiter ab. Fiir die 3-Carotin-Ketolase muss davon ausgegangen werden,
dass sie eine hohere Bindeaffinitdt zu $-Carotin besitzt als die verwendete Hydroxylase, denn
Canthaxanthin liegt in einer hoheren Konzentration als Zeaxanthin vor. Dies konnte auch an einer
hoheren Effizienz dieses Enzyms liegen, was jedoch den gleichen Effekt hitte. Die Ergebnisse deuten
zudem darauf hin, dass die verwendete Ketolase nur eine sehr geringe Bindeaffinitit zu Zeaxanthin
aufweist; denn es konnen keine Vorstufen von Astaxanthin ausgehend von Zeaxanthin - z.B.
Adonixanthin - gefunden werden. Durch den Fund von Adonirubin zeigt sich, dass der
Reaktionsweg iiber Canthaxanthin lauft.

9.3 Nachweis der Expression auf RNA-Ebene

Die eben diskutierten Ergebnisse ergeben sich in Synechococcus sp. PCC7002 nicht. Dies deutet auf
eine Genregulation hin. Aus diesem Grund kam es zur Analyse der Expression auf RNA-Ebene durch
eine qPCR. Die Ergebnisse bestétigten die Vermutung einer Regulation, ausgelost durch Zeaxanthin.
In Linien mit synthetischer B-Carotin-Hydroxylase konnte keine Aktivitit des Enzyms festgestellt
werden, da es nur zu einer geringeren Uberexpression kommt; zumindest im direkten Vergleich zu
Linien mit einer synthetischen f-Carotin-Ketolase. In Linien mit beiden Enzymen ergab sich eine
gesteigerte Uberexpression der B-Carotin-Hydroxylase. In diesen Stimmen erfolgte die
Identifizierung von Canthaxanthin als Hauptprodukt und der Nachweis einer gesteigerten Gesamt-
Carotinoid-Konzentration. Infolgedessen muss die Regulation durch das Produkt Zeaxanthin
ausgelost sein. Die geringere Expression der B-Carotin-Hydroxylase im Vergleich zur verwendeten
Ketolase in Stimmen mit beiden Genen kann dariiber hinaus nicht erklart werden. Dies muss auf
das synthetische Gen oder weitere Regulierungen dieser zuriickzufiihren sein. Moglicherweise gibt
es eine zu grofle Ubereinstimmung mit dem stammeigenen crtr-Gen, welches ebenfalls f-Carotin zu
Zeaxanthin umsetzen kann.
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9.4 Verwendung einer alternativen B-Carotin-Hydroxylase

Eine Erklarung fiir das Ausbleiben der Synthese von Astaxanthin in Synechococcus sp. PCC7002
konnten die Daten von Wang et al. geben (Wang et al. 2017). Die bisher erbrachten und diskutierten
Ergebnisse zeigen, dass die synthetischen Gene mit Ursprung in Brevundimonas sp. funktionsfahig
sind und in Synechococcus exprimiert werden. Jedoch kommt es zu Regulationen, die die Bildung
von Astaxanthin verhindern. Dies steht im Widerspruch zur Arbeit von Hasunuma et al., der mit
dieser Genkombination Astaxanthin als Hauptprodukt erhalten hatte (Hasunuma et al. 2019). Das
konnte durch die Verwendung von synthetischen Genen zustande kommen. Die Analyse der Enzyme
im E. coli-Testsystem ergaben jedoch ein dhnliches Ergebnis wie die Arbeit von Wang et al. (Wang
et al. 2017). Daher musste der Schluss gezogen werden, dass auch in Synechococcus sp. PCC7002
der Ursprung der Gene eine wichtige Rolle spielt. Denn es gibt einen erheblichen Einfluss auf die
Funktion und Aktivitdt des Enzyms, der auf dem Ursprung der genutzten Gensequenz beruht.
Sequenzen fiir Enzyme mit der gleichen Bezeichnung und intrinsischen Funktion aus verschiedenen
Organismen sind dennoch unterschiedlich. Diese Variation verdndert z.B. Produktaffinititen oder
Reaktionsgeschwindigkeiten. Die Nutzung einer Gensequenz, welche in E. coli oder Saccharomyces
cerevisiae die gewiinschte Funktion zeigte, konnte auch fiir Synechococcus in Frage kommen.
Ausgewdhlt wurde als Alternative eine synthetische B-Carotin-Hydroxylase, deren Ursprung in
Alcaligenes sp. PC-1 lag. Dieses Gen erbrachte die erwartete Zeaxanthin-Synthese. Die Gesamt-
Carotinoid-Konzentration konnte jedoch nicht gesteigert werden. Dies bleibt weiterhin nur mit der
verwendeten Ketolase moglich. Zwar erfolgte eine erhohte Zeaxanthin-Synthese im Vergleich zum
unverdnderten Stamm, dennoch enthielten diese Linien weiterhin (-Carotin, auch wenn in
verringerter Konzentration. Daraus kann geschlussfolgert werden, dass die B-Carotin-Hydroxylase
mit Ursprung in Alcaligenes sp. PC-1 eine erhohte Funktion aufweist und zudem weniger
Regulationen unterliegt. Die mogliche Produktinhibition kann aber auch dieses Gen nur teilweise
umgehen. Moglicherweise spielen daher auch die Konzentrationen von B-Carotin und Zeaxanthin
gemeinsam eine Rolle bei der Regulation. Daher ist es nur méglich das Verhéltnis zwischen diesen
zwei Produkten zu verdndern. Die Gesamtausbeute kann dagegen nicht gesteigert werden.

9.5 Einfliisse der Expression von zwei Genen in einer Zelllinie

Der eigentliche Fortschritt, den die alternative B-Carotin-Hydroxylase mit Ursprung in Alcaligenes
sp. PC-1 brachte, ergab sich erst in Stdimmen mit beiden -Carotin-verdndernden Enzymen. Hier
konnte auch in Synechococcus sp. PCC7002 Astaxanthin als Produkt detektiert werden. Die
Hauptprodukte bildeten jedoch Adonirubin und Adonixanthin. Hierbei kam es zu einer Steigerung
der Gesamt-Carotinoid-Konzentration um das Dreifache. Ebenfalls konnten die drei auch in nicht
veranderten Stammen vorkommenden Carotinoide a-Carotin, 3-Carotin und Zeaxanthin in den
Analysen nachgewiesen werden. Die Bildung von Zeaxanthin, jedoch nicht von Canthaxanthin,
untermauert die Hypothese, dass die verwendete -Carotin-Ketolase eine sehr geringe Affinitdt zu
Zeaxanthin aufweist. Ist Zeaxanthin erst durch das CrtR-Enzym oder durch die B-Carotin-
Hydroxylase gebildet, kommt es zu keinen weiteren Verdnderungen. Eigentlich miisste die (-
Carotin-Ketolase Zeaxanthin als Edukt verwenden und es unter zweifacher Reaktion {iber
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Adonixanthin zu Astaxanthin umsetzen. Diese Reaktion scheint jedoch auszubleiben. Daher ist nach
den derzeitigen Ergebnissen davon auszugehen, dass die verwendete Ketolase ihre hochste Affinitat
zu B-Carotin und Echinenon aufweist und dieses effektiv in Canthaxanthin umsetzt. Die B-Carotin-
Hydroxylase, mit Ursprung in Alcaligenes sp. PC-1, hingegen besitzt eine erhohte Affinitdt zu den
von der Ketolase schon verdanderten B-Carotin-Derivaten. Insgesamt bestétigt das Ergebnis dieses
Experiments erneut die Vermutung einer auf p-Carotin und Zeaxanthin beruhenden
Produktinhibition des Carotinoid-Synthesewegs in Synechococcus. Ausgehend von diesen
Hypothesen wurde der angenommene Carotinoid-Syntheseweg (siehe Abbildung 1) tiberarbeitet.
In Abbildung 31 ist nun die Produktinhibition durch B-Carotin und Zeaxanthin gezeigt. Sie
beeinflussen die Funktion und moglicherweise die Expression der PSY, CrtR und CrtZ. Aullerdem
sind die Reaktionspfeile in verschiedenen Intensitdten dargestellt; dies soll die Produktaffinitdt der
Enzyme wiedergeben. Je stirker ein Pfeil, umso hoher ist dessen Affinitdt zum davorliegenden
Edukt.

Es muss noch weitere Regulationen geben, denn es bleibt immer noch aus, dass Astaxanthin als
Hauptprodukt gebildet wird. Im direkten Vergleich bildet das E coli-Testsystem mit den nun
verwendeten synthetischen Genen Astaxanthin als Hauptprodukt und zudem als einziges
nachweisbares Carotinoid. Die Regulierung in Synechococcus sp. PCC7002 konnte weiterhin fiir das
Ausbleiben dieses Zustands verantwortlich sein. Es konnte nun aber auch an der zur Verfiigung
stehenden Enzym-Konzentration oder dem Verhaltnis der zwei synthetischen Enzyme zueinander

liegen.
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= Hydroxylase
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Abbildung 31: Syntheseweg in Synechococcus sp. PCC7002 fiir Astaxanthin. Die Erweiterung von B-Carotin zu Astaxanthin in
Synechococcus sp. PCC7002. Erfasst sind alle moglichen Intermediate und auf den Pfeilen gestrichelt eingerahmt heterologe oder
iberexprimierte Enzyme. Uber die schwarzen Pfeile mit flachem Kopf sollen mégliche Produktinhibitionen gezeigt werden. Die Intensitat
der Reaktionspfeile gibt hohere Produktaffinitdten an.
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9.6 Analyse der Integration von Genen in verschiedene neutrale Integrationsstellen

Die Ergebnisse der Genexpressionsanalyse mittels gPCR konnten alternativ interpretiert werden und
einen Hinweis darauf geben, dass die verwendete neutrale Integrationsstelle fiir das Einbringen des
heterologen Gens einen Einfluss auf dessen Expression besitzt. In der wissenschaftlichen Literatur
gibt es dazu verschieden Meinungen, auch wenn es bisher noch keine Studie gab, die direkt alle
neutralen Integrationsstellen auf dieses Leistungsmerkmal untersuchte. Aus diesem Grund kam es
zur Studie von Pappert et al. (Pappert et al. 2023). Fiir die Stellen, welche sich im Genom befinden,
kam es zu gleichen Expressionsstiarken fiir GFP. Interessanterweise kam es in Linien mit den
verwendeten Enzymen fiir die Ketolase oder Hydroxylase zu leichten Anderungen in der Carotinoid-
Konzentration. In der Regel lag hier eine erhohte Konzentration des Hauptprodukts Canthaxanthin
(Ketolase-Linien) oder Zeaxanthin (Hydroxylase-Linien) fiir Stdmme, die die neutrale
Integrationsstelle 2 fiir das Einbringen der heterologen Gene verwendeten, vor. Dieses Phadnomen
konnte jedoch auch andere Ursachen haben. Die erhohte Expression des GFP in Fusion mit anderen
Proteinen oder einem His-Tag konnte teilweise bestatigt werden. Durch das Anfiigen eines His-Tags
an die synthetische B-Carotin-Ketolase oder B-Carotin-Hydroxylase erfolgte eine Steigerung des
gebildeten Carotinoid-Hauptprodukts fiir den jeweiligen Stamm im Vergleich zu Stdmmen ohne
angefiigte His-Tags. Dies konnte moglicherweise darauf hindeuten, dass fiir fusionierte Proteine
eine gednderte Abbaukinetik vorliegt und diese dadurch langer aktiv in den Zellen vorliegen. Dies
wiirde die Enzym-Konzentration bei gleicher Expression in der Zelle erhéhen. Die wissenschaftliche
Literatur ging davon aus, dass die Expression im endogenen Plasmid pAQ1 moglicherweise erhoht
ist. Argumentiert wurde hier damit, dass dieses Plasmid in einer 50-fachen Kopienzahl vorliegt, das
Genom des Organismus hingegen nur in einer 3- bis 5-fachen Anzahl (Akiyama et al. 1998;
Hasunuma et al. 2019). Die durchgefiihrte Studie konnte die postulierte erhohte Expression,
zumindest fiir GFP, bestatigen. Eine Anwendung dieser Ergebnisse auf die Carotinoid-Synthese
ergab Astaxanthin als Hauptprodukt. Erreicht wurde dies mittels Integration der synthetischen
Gene, unter jeweils einem separaten Promotor fiir jedes Gen in die neutrale Integrationsstelle des
endogenen Plasmids pAQ1. Die Konzentrationen der Nebenprodukte B-Carotin und Zeaxanthin
waren dagegen verschwindend gering. Die Ergebnisse dienten als eine Bestidtigung der Hypothese,
dass die Enzymkonzentration der heterologen Enzyme in Synechococcus zu gering war, um
Astaxanthin als Hauptprodukt zu bilden. Bei zu geringer Expression der Enzyme — so wie es in den
im Genom lokalisierten Neutralstellen der Fall ist - kommt es nur zur Synthese von geringen Mengen
an Astaxanthin. Dafiir kommt es zur Akkumulation der direkten Vorstufen Adonirubin und
Adonixanthin. Potenziell konnten die Konzentrationen der Enzyme weiter gesteigert werden, in dem
eine Fusion mit His-Tags erfolgt. Dies konnte infolgedessen die Ausbeute an Astaxanthin erhohen
und moglicherweise die Konzentration der Nebenprodukte weiter senken. Schon jetzt konnte zudem
ein weiterer Beweis fiir die postulierte Produktinhibition durch B-Carotin und Zeaxanthin erbracht
werden. In diesen Stdmmen kam es zu einer Steigerung der Gesamt-Carotinoid-Konzentration um
das 4-Fache im Vergleich zur nicht verdnderten Kontrolle. Da nun aber die vorliegende
Konzentration an -Carotin und Zeaxanthin geringer ausfiel, ist die Limitierung der Synthese durch
andere Parameter bedingt. Der Riickgang der -Carotin-Konzentration diirfte dafiirsprechen, dass
es eine Limitation der Bildung dieses durch vorangegangene Syntheseschritte gibt. Eine Begrenzung
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der Synthese konnte ebenso auf der maximalen Auslastung des Metabolismus des Organismus
beruhen. Es konnte aber bisher keine gesteigerte Wachstumsinhibition erfasst werden, die dies
belegen konnte. Alle verdnderten Stimme zeigen derzeit mit dem Grad der Verdnderung die gleiche
Inhibition an. Linien mit nur einem heterologen Gen wachsen schneller als die mit zwei heterologen
Genen.

9.7 Einfluss von Kultivierungsparametern auf die Carotinoid-Ausbeute

9.7.1 Analyse von Einfliissen des Lichts
Fiir photoautotrophe Organismen ist Licht ein grof3er Einfluss. In der wissenschaftlichen Literatur

gibt es hierzu fiir Synechococcus sp. PCC7002 viele Untersuchungen rund um dessen Wachstum.
Eine optimale Lichtintensitdt konnte dabei nicht ermittelt werden. Unterschiedliche Studien
kommen zu unterschiedlichen Ergebnissen. Vor allem die Definition von Hochlicht-Bedingungen ist
umstritten (Zhu et al. 2010; Sakamoto und Bryant 2002; Nomura et al. 2006). In einer
vorrausgegangenen Arbeit in der Arbeitsgruppe konnte ermittelt werden, dass eine Steigerung der
Lichtintensitdt das Wachstum beschleunigt. Ab einer Lichtintensitdt von 250 uE bis zu einer
Intensitdt von 400 uE konnten nur noch sehr geringe Verbesserungen erfasst werden. Es gibt
Studien, die auch hohere Lichtintensititen erforschten, hier dann jedoch nur noch auf
Leistungsparameter der Photosynthese. Eine fiir das Wachstum optimale Beleuchtung muss nicht
ebenso die perfekte Bedingung fiir die Bildung von Carotinoiden sein. Diese Pigmente dienen dem
Schutz vor Licht, vor allem vor Stress durch zu viel Licht. Daraus konnte sich ergeben, dass die
hochste Carotinoid-Konzentration durch Lichtintensititen erzielt wird, die nicht denen fiir das
optimale Wachstum entsprechen; sondern durch Intensititen, die Stress fiir den Organismus
bedeuten. Die darauf basierende Annahme musste infolge der erhaltenen Ergebnisse verworfen
werden. Kurzzeitig ergaben Lichtintensititen, die potenziell Stress fiir den Organismus bedeuten,
keine Verdnderungen der Netto-Carotinoid-Ausbeute. Die so behandelten Kulturen starben aber
bereits nach 10 Tagen ab.

9.7.2 Analyse des Parameters pH-Stress
Im Verlauf von Experimenten zur Untersuchung des Wachstums kam es zur Detektion von pH-

Wertdnderungen im Medium. Das verwendete A*-Medium war gepuffert auf einen pH-Wert von
8,2. Durch die Begasung mit CO; fiel der Wert auf pH 7 ab, der Organismus benotigt jedoch nach
der wissenschaftlichen Literatur einen pH-Wertbereich zwischen 8 und 9,5. Infolge der Kultivierung
stieg der pH-Wert auf 9 an und es konnte ein maximaler pH-Wert von 11 fiir eine 14 Tage alte
Kultur gemessen werden. Dieser Anstieg muss durch einen Prozess der Zelle von Synechococcus sp.
PCC7002 ausgelost worden sein. Durch die gleiche Annahme wie bei den Lichtversuchen —
Carotinoide sind Schutzpigmente und Ihre Synthese erfolgt zum Schutz vor Stress — kam es zur
Durchfithrung von Versuchen zum sauren pH-Stress. Auf die Produktion von Carotinoiden hatte dies
jedoch keinen Einfluss. Es konnte lediglich gezeigt werden, dass der Organismus das Medium an
sein pH-Optimum angleicht. Sobald dieser nicht mehr in der Lage ist dies zu erreichen, beginnt er
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abzusterben. Mittels dieser Ergebnisse ist zwar die Annahme aus der wissenschaftlichen Literatur
erneut zu bestatigen, fiir die untersuchte Regulation der Carotinoid-Synthese aber unerheblich.

9.8 Auswirkungen durch die Uberexpression der Phytoen-Synthase

Nur die richtige Kombination der Gene aus den unterschiedlichen Arten erzielte eine fast
vollstindige Umsetzung aller Vorstufen zu Astaxanthin. Bei anderen Kombinationen kommt es zur
Anreicherung von Vorstufen des Astaxanthins. Zudem ist die neutrale Integrationsstelle
entscheidend, um eine hohe Expression zu gewdhrleisten. Dies ist zur Vermeidung der
Akkumulation von Vorstufen essenziell. Dabei zeigte sich, dass es scheinbar einen bevorzugten
Syntheseweg gibt. Denn bei der Anreicherung der Astaxanthin-Vorstufen wurden immer die
Zwischenprodukte angereichert, die durch die Reaktion von (-Carotin mit der Ketolase gebildet
werden. Es wurde eine hohere Konzentration an Canthaxanthin als Zeaxanthin gefunden, sowie
eine hohere Konzentration an Echinenon im Vergleich zu B-Cryptoxanthin. Dies galt auch in
Staimmen mit nur einem der heterologen Gene. Die hohere Konzentration an Adonirubin im
Vergleich zu Adonixanthin kann mit einer hoheren Affinitdt der B-Carotin-Hydroxylase fiir
Echinenon und 3-Hydroxylechinenon erklart werden. Die $-Carotin-Ketolase muss hier eine geringe
Affinitat fiir diese Intermediate aufweisen. Aus diesen Hypothesen folgt, dass der optimale
Syntheseweg ausgehend vom B-Carotin durch die Ketolase zu Echinenon und dann mittels der
Hydroxylase zu 3-Hydroxylechinenon und anschlief3end zu Adonixanthin verlauft. Astaxanthin wird
dann aus Adonixanthin mittels der Ketolase gebildet. Der auf Grundlage dieser Behauptung
entstehende Syntheseweg fiir Astaxanthin in Synechococcus sp. PCC7002 ist in Abbildung 32

demonstriert.
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Abbildung 32: Aus den Ergebnissen abgeleiteter Syntheseweg fiir Astaxanthin. Die Katalyse von Zeaxanthin zu Adonixanthin durch CrtW

scheint nicht stattzufinden, daher ist diese Reaktion hier nicht aufgefiihrt. Die schwarzen Pfeile mit flachem Kopf geben mogliche
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Produktinhibitionen an und die Intensitadt der Reaktionspfeile gibt die Produktaffinitdt der Enzyme wieder. Mittels griiner Pfeile ist der in

Synechococcus sp. PCC7002 bevorzugte Syntheseweg gezeigt.

Die Synthese verlduft entlang der griinen Pfeile und daraus geht auch der nun limitierende Schritt
hervor. Die Reaktion von Phytoen zu -Carotin, ausgehend vom MEP-Syntheseweg, ist der einzige
Schritt, der noch nicht verdndert wurde. Die Reaktion von Phytoen zu B-Carotin, ausgehend vom
MEP-Syntheseweg, ist der einzige Schritt, der noch nicht verdndert wurde. Bei der stammeigenen
BR-Carotin-Synthese konnte es folglich noch Optimierungsbedarf geben Denn in Stdmmen mit
optimierter Astaxanthin-Synthese konnten nur noch geringe Konzentrationen an (-Carotin und
Zeaxanthin detektiert werden. Entweder dieses Limit entsteht durch einen Engpass der (3-Carotin-
Synthese oder infolge einer Uberbelastung des Metabolismus. Durch die Uberexpression der
Phytoen-Synthase konnte einer der limitierenden Schritte entfernt werden. Hierdurch kam es zu
einer Steigerung der Konzentration an -Carotin sowie der Astaxanthin-Konzentration in
Astaxanthin-bildenden Stimmen. Im Detail erméglichte eine Uberexpression der Phytoen-Synthase
in Stdmmen, die sonst keine Verdnderung erfahren hatten, eine Erh6éhung der B-Carotin-
Konzentration. Es ergaben sich hierbei Unterschiede fiir die verwendeten neutralen
Integrationsstellen. Fiir die NSII konnte eine Steigerung um das 5-Fache und fiir die NSI um das 3-
Fache gemessen werden. Moglicherweise ist dies doch auf eine unterschiedlich starke Expression,
ausgelost durch die NS, zuriickzufiihren, die mittels der GFP-Expression nicht ermittelt werden
konnte. In Stimmen, die Astaxanthin bilden, erméglichte die Uberexpression der Phytoen-Synthase
eine Steigerung des Astaxanthin-Gehaltes um 29 %. Zusétzlich steigerte dies den Gehalt an
Zeaxanthin und interessanterweise auch den von Phytoen. Aus diesen Ergebnissen gehen mehrere
Riickschliisse hervor. Als erstes gelang die Bestdtigung der Behauptung, dass die Synthese von
Phytoen ein limitierender Schritt in der Synthese von B-Carotin ist. Die Limitierung der Astaxanthin-
Synthese wurde ebenfalls durch diesen Schritt hervorgerufen, was bedeutet, dass sich der
Organismus noch nicht an der Belastungsgrenze befindet. Zudem ist dies ein weiterer Beweis dafiir,
dass Astaxanthin die Produktinhibition der Carotinoid-Synthese nicht oder potenziell spater auslost.
Die erhOohten Konzentrationen an Zeaxanthin und Phytoen diirften durch zu geringe Level an
Enzymen fiir deren Umsetzung entstehen. Vor allem das erstmalige Auftauchen einer messbaren
Konzentration an Phytoen spricht fiir die Verschiebung des limitierenden Schrittes. War zuvor der
Carotinoid-Syntheseweg bis zur Bildung von B-Carotin in Synechococcus sp. PCC7002 optimal
geregelt, dnderte dies die Uberexpression der Phytoen-Synthase. Es bildete sich ein neuer
limitierender Schritt: die Umwandlung von Phytoen in -Carotin durch unter anderem die Phytoen-
Desaturase und Lycopin-B-Cyclase. Infolge reichert sich das Edukt an, da die Uberexpression fiir
eine hohere Umsetzung des Geranylgeranylpyrophosphat zu Phytoen sorgt. Dieses kann dann aber
nur noch teilweise durch die Phytoen-Desaturase und Lycopin-B-Cyclase in -Carotin umgewandelt
werden. Dieser Effekt tritt nur in Astaxanthin-bildenden Stdmmen auf, da andernfalls die Produkte
Zeaxanthin und B-Carotin eine Regulation auslosen. Diese fiihrt zu einer Begrenzung der gebildeten
Carotinoide. Auch die Phytoen-Synthase muss dieser Regulation unterliegen, da es ferner in
unverdanderten Stdmmen oder in Linien mit iiberexprimierter Phytoen-Synthase zur Akkumulation
von Phytoen kommen miisste. Moglicherweise konnte dieser neue limitierende Schritt durch die
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Uberexpression der stammeigenen Enzyme fiir die Umsetzung von Phytoen in B-Carotin (Phytoen-
Desaturase, {-Carotin-Isomerase, {-Carotin-Desaturase, Cis-Trans-Isomerase und Lycopin-3-Cyclase)
ebenso einfach aufgelést werden, wie es schon die Uberexpression der Phytoen-Synthase fiir die
Synthese des Phytoen darstellte (Zhou et al. 2022; Zhao et al. 2020).

9.9 Einfliisse der relativen Integrationszahl auf die Carotinoid-Ausbeute

Die relative Integrationszahl (rI-Zahl) gibt an, wie viele der Genomkopien oder Kopien des
endogenen Plasmids im Zuge der Transformation verdndert wurden. Die Ergebnisse legen nahe,
dass die Astaxanthin-Ausbeute in Zusammenhang mit der rI-Zahl steht. Eine Erhohung dieser fiihrt
zu einer gesteigerten Anzahl an Genkopien der heterologen Enzyme und infolgedessen erhoht sich
die Astaxanthin-Ausbeute. Dies ist ein Indiz dafiir, dass die Anzahl der Genkopien einen direkten
Einfluss auf die Expressionslevel der jeweiligen Gene hat. Trifft diese Behauptung zu, muss von
einer dauerhaften Transkription des gesamten Genoms und der endogenen Plasmide ausgegangen
werden. Durch eine erweiterte Selektion gelang es, homozygote Stimme in Bezug auf die
synthetischen Expressionskassetten zu erhalten. Dadurch steigerte sich der Astaxanthin-Gehalt um
bis zu 78 %. Ist die Ausbeute von mehreren neu eingebrachten Genen abhingig, steigt auch der
Einfluss der rlI-Zahl an. In Linien, die in Folge der synthetischen (-Carotin-Ketolase
und -Hydroxylase Astaxanthin produzieren, stieg die Ausbeute nur um 52 %. Der Anstieg betrug
78 % bei Stimmen mit zusatzlich iiberexprimierter Phytoen-Synthase. Der grof3ere Anstieg konnte
auch bedeuten, dass der Syntheseschritt, der durch die Phytoen-Synthase katalysiert wird, einen
groBeren Einfluss auf die Limitierung der Carotinoid-Synthese hat. Durch die erh6hte Expression
infolge der gesteigerten rI-Zahl erlischt diese Begrenzung. Aus den Ergebnissen ergibt sich, dass die
Limitierung der Carotinoid-Synthese in den Zellen durch die Konzentration der benétigten Enzyme
beeinflusst wird. Denn jede Steigerung der Expression der zugrundeliegenden Gene, potenziell
gleich zu setzen mit einer Erhohung der Konzentration der Enzyme, fithrte zu einer Steigerung der
Carotinoid-Ausbeute.

9.10 Auswirkungen eines ABC-Transporters auf den Organismus

Der groldte Durchbruch gelang durch den erstmaligen Beweis, dass ein ABC-Transporter in
Synechococcus sp. PCC7002 dafiir genutzt werden kann, das produzierte Astaxanthin aus den Zellen
abzugeben. Generell ist dies die erste erfolgreiche Nutzung eines solchen Transporters in
Cyanobakterien und generell in photosynthetisch aktiven Mikroorganismen. Jedoch hat dieser
Erfolg auch klare Grenzen. Erste Versuche, den verwendeten MsbAl-Transporter (EcoMSBA1) im
Organismus zu exprimieren, fithrten zu letalen Linien. Die Zellen starben spatestens in der zweiten
Selektionsphase ab und auch schon auf der initialen Transformationsplatte konnten weniger
Kolonien pro Ansatz verzeichnet werden. Die Expression des msbal-Gens scheint letal fiir
Synechococcus sp. PCC7002 zu sein, zumindest unter der Kontrolle eines konstitutiv aktiven cpc560-
Promotors. Auch als Fusionskonstrukt mit den Genen crtw und/oder crtz trat dieses Phdnomen auf.
Ausgehend hiervon sollten induzierbare Promotoren die Expression des Gens regulieren und
potenziell unterhalb der letalen Konzentration des gebildeten Porenproteins halten. Stimme, die
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das msbal-Gen unter der Kontrolle eines Theophyllin-induzierbaren Promotors enthielten, waren
auch nach der Selektion stabil und es gelang eine Anzucht. Das Wachstum war im direkten Vergleich
mit dem unverdnderten Stamm jedoch verringert (-4 %). Dies ist ein weiterer Beweis dafiir, dass
dieses Gen fiir den Organismus letal ist oder zumindest das Wachstum inhibiert. Durch das
Induzieren des Promotors verringerte sich das Wachstum erneut im Vergleich zum nicht verdnderten
Stamm, der ebenfalls mit Theophyllin versetzt wurde und dient ebenfalls als Beweis der Letalitat
des Gens. Fiir sowohl Kulturen mit als auch ohne aktivierten Promotor blieb die Detektion einer
Funktion zur Nutzung des Transporter-Gens fiir den Carotinoid-Export aus.

Einzelne Kolonien gab es auch nach der Transformation mit dem cpc560-Promotor, eine Anzucht
dieser nach der Selektion gelang aber nicht. Schon in der Selektionsphase starben die Kulturen ab.
Das Entstehen initialer Kolonien und die Ergebnisse des Versuches zur Steigerung der relativen
Integrationszahl umreifen eine denkbare Erkldrung. Die Ergebnisse rund um den Einsatz des
induzierbaren Promotors in Verkniipfung mit dem MsbA1-Transporter gestatten die Hypothese, dass
eine geringe Expression des msbal-Gens zu stabilen, wenn auch wachstums-inhibierten Linien fiihrt.
Unter Zuhilfenahme des schwécheren, konstitutiv aktiven psbAl-Promotors in Verbindung mit dem
msbal-Gen gelang es, stabile Stdmme zu erzeugen (Li et al. 2018). Da viele der Linien wéhrend der
Selektion abstarben und das Wachstum mit voranschreitender Selektionsintensitdt abnahm, kann
daraus eine Schlussfolgerung gezogen werden. Bei stirkerer Expression des Gens, infolge der
erh6hten Genkopien-Zahl durch die Verdnderung weiterer Genomkopien, sinkt das Wachstum. Fiir
alle Stdimme mit dem msbal-Gen unter der Kontrolle des psbAl-Promotors gelang ein Nachweis des
Carotinoid-Exports. Dies bedeutet, dass ein Gleichgewicht zwischen Expressionsmaximum fiir einen
hohen Export und minimaler Wachstumsinhibition erreicht werden muss. In Stdmmen mit normaler
Selektion kam es zu einer Reduktion des Wachstums um 14+1,8 %. Dem entgegen steht ein Export
von Astaxanthin, der mit zunehmender Kultivierungszeit anstieg.

Die Verwendung eines Dodecan-Uberstandes zur Detektion der exportierten Carotinoide
ermoglichte es, den Export iiber feste Zeitrdume der Kultivierung zu beobachten. Die
Uberschichtung direkt wihrend des Animpfens einer Kultur hinzuzufiigen verringerte das
Wachstum dieser Kultur. Zudem konnten in den ersten drei Tagen keine Carotinoide nachgewiesen
werden. Eine Uberschichtung der Kulturen nach drei Tagen fiihrte im nachfolgenden Verlauf zu
keiner Wachstumsverringerung. Wie zu erwarten, stieg die Carotinoid-Ausbeute mit steigender
Kulturdichte. Nach acht Tagen konnten Astaxanthin-Konzentrationen von 0,22 ug/mL Kultur und
nach 14 Tagen von 0,45 ug/mL Kultur alle fiinf Tage erhalten werden. Astaxanthin-bildende
Stamme ohne zusitzliches Gen fiir den Transporter zeigten dagegen immer die gleiche
Konzentration von 0,022 ug/mL Kultur im Uberstand. Dieses Ergebnis beweist, dass die im
Uberstand nachweisbaren Carotinoide durch die Arbeit des ABC-Transporters dort gefunden werden
konnen. Untermauert wird die Behauptung dadurch, dass die Zellen der Linien mit und ohne
Transportergen die gleiche interne Carotinoid-Konzentration aufweisen.

Ein weiterer Schluss kann aus diesem Ergebnis gezogen werden: Der gleiche intrazelluldre
Carotinoid-Spiegel zeigt eine produktinhibierte Synthese an. Denn in Stdmmen mit ABC-
Transporter kam es zu einer gesteigerten Carotinoid-Synthese. Neben den exportierten Carotinoiden
erfolgte zudem die Synthese der gleichen intrazelluliren Konzentration, was insgesamt eine
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Steigerung der Carotinoid-Produktion innerhalb des Stammes bedeutet. Dieser Nachweis der
Produktinhibition der Carotinoid-Synthese, auch durch Astaxanthin, stellt neue Ansitze zur
Steigerung der Synthese in Aussicht. Die Erforschung der Limitierung konnte eine Moglichkeit sein,
die Ausbeute durch die Beseitigung der Produktinhibition zu erh6éhen. Zum jetzigen Zeitpunkt
gestattet die Verwendung des ABC-Transporters in Synechococcus sp. PCC7002 eine kontinuierliche
Astaxanthin-Produktion. Das verringerte Wachstum spielt hierdurch nur noch eine untergeordnete
Rolle, da nicht direkt die Biomasse fiir die Produktion benotigt wird.

Zusitzlich sollte ein weiterer Punkt beachtet werden: Bei den im Uberstand nachgewiesenen
Carotinoiden handelt es sich iiberwiegend um Astaxanthin. Geringe Mengen an Zeaxanthin konnten
ebenfalls gefunden werden. Im direkten Vergleich mit den intrazelluldr gebildeten Carotinoiden
ergibt sich eine Verdnderung des Verhéltnisses zwischen Astaxanthin und Zeaxanthin. Es scheint zu
einem hoheren Export von Astaxanthin im Gegensatz zu Zeaxanthin, vermittelt durch den ABC-
Transporter, zu kommen. Da es ferner zu keiner Detektion von p-Carotin im Uberstand kam, kénnte
dies an der zu geringen Produktionsmenge dessen liegen oder der ABC-Transporter bevorzugt
Astaxanthin. Fiir letzteres spricht, dass aus der wissenschaftlichen Literatur bekannt ist, dass der
Transport hydrophober Stoffe durch den MsbA1-Transporter verringert ist (Doshi et al. 2013).

Im Uberblick gelang es in dieser Arbeit, grundlegende Regulationen des Carotinoid-Synthesewegs,
vor allem der synthetischen Erweiterung zum Astaxanthin, in Synechococcus sp. PCC7002
aufzukldren. Auch konnten noétige Feinabstimmungen innerhalb der Expression von den
synthetischen Genen ermittelt werden. In Folge der erstmaligen erfolgreichen Nutzung eines ABC-
Transporters fiir den Export von Astaxanthin in Synechococcus und generell photosynthetisch aktiven
Mikroorganismen ergibt sich ein gédnzlich neuer Produktionsansatz. Mittels dieses Exports und der
anschlieffenden Akkumulation der Carotinoide in einem Losemitteliiberstand ist eine Produktion
ohne den kostenintensiven Schritt der Algenernte moglich. Zudem vereinfacht dies die Aufreinigung
des Produktes erheblich. Es ist infolgedessen sogar eine energieneutrale oder zumindest
energieeffizientere Produktion moglich, die dariiber hinaus noch moglicherweise kontinuierlich
stattfinden kann. Denn durch den Entfall der Ernte und der Steigerung der Ausbeute mit
zunehmender Zelldichte/Alter der Kultur muss diese nur mit Nahrstoffen versorgt werden, um eine
dauerhafte Produktion iiber mehrere Monate in der Theorie zu gewéhrleisten.
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10 Ausblick

Es konnten verschiedene Erfolge in dieser Arbeit erzielt werden. Mittels genetischer Manipulation
gelang es, die Carotinoid-Synthese in Synechococcus sp. PCC7002 so zu verdndern, dass es zur
Astaxanthin-Produktion kommt. Im Zuge dieser Experimente konnten verschiedene Regulationen
des Synthesewegs aufgeklart werden. Der verdnderte Metabolismus ist noch nicht perfekt optimiert
und es bediirfte weiterer Forschung, alle Regulierungen aufzukldren. Erst dann konnte der
Syntheseweg zur Ginze optimiert werden. Erste Ansatzpunkte sind, die der Produktinhibition
zugrundeliegenden Prozesse zu identifizieren oder derzeit nicht optimierte Syntheseschritte zu
verbessern. Fiir diesen Zweck kdme die Umwandlung von Phytoen zu B-Carotin durch die zwei
Hauptenzyme Phytoen-Desaturase und Lycopin-fB-Cyclase in Frage (Zhao et al. 2020; Gong und
Bassi 2016). Denn durch die Optimierung der Synthese von Phytoen mittels iiberexprimierter
Phytoen-Synthase akkumulierten sich darauthin gewisse Mengen an Phytoen, die nicht zu §-Carotin
umgesetzt werden konnten. Zur Gewahrleistung eines besseren Produktabflusses konnte, {iber die
gleiche Strategie, eine Verbesserung der Bildung von (-Carotin erfolgen.

Der Teil der Synthese, der durch die synthetischen Enzyme ermoglicht wurde, birgt aber ebenso
noch Potenzial. Derzeit ergab jede Steigerung der Enzymkonzentration eine direkte Erhohung der
erhaltenen Astaxanthin-Ausbeute. Ausgehend davon und mit den Kenntnissen {iber den Einfluss der
rl-Zahl, sind Experimente, in denen die Genkopien-Zahl erhoht wird, vielversprechend. Eine
vervielfachte Anzahl der Genkopien diirfte die daraus resultierende Enzymkonzentration in den
Zellen weiter steigern. Infolgedessen konnte es zu einer schnelleren Umsetzung der gebildeten
Vorstufen von Astaxanthin kommen. In Kombination mit der verbesserten Bildung von B-Carotin
sollte so die Konzentration an Astaxanthin gesteigert werden diirfen.

Eine Synthese, die einer solchen Optimierung unterzogen wurde, hat dann aber das Problem der
Produktinhibition. Die Verwendung des ABC-Transporters ermoglicht die Beseitigung dieses
Problems, zumindest bis zu gewissen Funktionsgrenzen. Denn das Gen des verwendeten
Transporters kann letal fiir die Zellen sein, wenn die Expression zu hoch ist.

Abseits der Optimierung durch genetische Modifikationen ergeben sich viele Forschungsfelder. In
Synechococcus ist der Einfluss von Licht und dessen Spektrum nur sehr gering erforscht. Eine
optimierte Bestrahlung der Kulturen, abgestimmt auf die jeweiligen Produktionsabschnitte, kénnte
die Ausbeuten weiter verbessern. Lichtfarben, aber auch -taktung und -intensitédten spielen hierbei
eine Rolle. Da Carotinoide in der Regel zum Schutz vor Licht oder anderen Stresseinfliissen dienen,
ist eine optimale Produktion wahrscheinlich nicht mit den Bedingungen fiir ein optimales Wachstum
identisch. Daher gilt es, eine Beleuchtungsstrategie zu entwickeln, die sich an den Bediirfnissen des
jeweiligen Schrittes orientiert.

Die Ausbeute an Astaxanthin konnte mit steigender optischer Dichte der Kulturen gesteigert werden.
In Flissigkulturen ist es moglich, OD730nm-Werte von tiber 50 zu erreichen. In den Experimenten
dieser Arbeit wurden Kulturen mit einer OD7o3nm von 7 bzw. 14 verwendet und dies hatte eine
Verdopplung der Ausbeute zur Folge. Wenn dieser lineare Zusammenhang weiter besteht, konnte,
durch die Anzucht auf hohere OD-Werte, die Ausbeute drastisch gesteigert werden.
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Eine mogliche Einbettung der Zellen in Alginatkugeln ermoglicht es dariiber hinaus, das
Kulturmedium zu wechseln und den Zellen neue Nahrstoffe zur Verfiigung zu stellen. Dies
ermoglicht eine vereinfachte kontinuierliche Produktion. In unveroffentlichten Daten konnte gezeigt
werden, dass die Einbettung das Wachstum beschleunigt und der Transfer von den Zellen in frisches
Nahrmedium vereinfacht wird. In diesen Kugeln ist es moglich, OD730nm-Werten von iiber 90 zu
erreichen. Da die Zellen aber durch die Einbettung vor Stress, vor allem mechanischem Stress,
geschiitzt sind, ist der Einfluss auf die Carotinoid-Synthese ungeklart.

Bei all diesen Uberlegungen ist die Wahl des Kultivierungssystems noch nicht beachtet. Dies wiirde
ein ganzlich eigenes Forschungsfeld sein, in dem interdisziplinir gearbeitet werden miisste. Es birgt
aber das grol3te Potenzial in Hinblick auf ,jupscaling” und die Nutzung des erarbeiteten Stamms in
Form eines neuartigen Produktionssystems.

Im Laufe der Arbeit zeigte sich, dass die erzeugten Stimme unterschiedliche Farbtone aufwiesen.
Die Farbung der Kulturen variierte mit dem Carotinoid-Gehalt. Stimme, die viel Astaxanthin
produzierten, waren dunkelbrdunlich verfarbt (siehe Abbildung 33 C). Fiir Kulturen mit niedriger
bis mittlerer Astaxanthin-Konzentration konnten dunkelgriine Verfarbungen festgestellt werden
(sieche Abbildung 33B). Dagegen wiesen Canthaxanthin-haltige Stdmme eine hellbrdunliche
Farbung auf und erhohte B-Carotin- sowie Zeaxanthin-Konzentrationen verfarbten die Kulturen
scheinbar nicht, im Vergleich zum unverinderten Stamm (siehe Abbildung 33 A). Diese Anderungen
in der Farbung konnten dazu genutzt werden, ein nicht invasives Detektionssystem zu entwickeln.
Als Messansatz konnte die Anderung der Reflektion genutzt werden, um die Carotinoid-
Zusammensetzung und den Gehalt einzelner Carotinoide von Kulturen zu bestimmen. Als
Grundlage dieser Idee dient hierbei die Arbeit von Vinh et al (Vinh et al. 2021) In dieser gelang
mittels einer solchen Messung schon die Bestimmung der Gesamt-Carotinoid-Konzentration in
Microchloropsis salina. Die Erweiterung dieses Modells diirfte durch die groRe Variation an
erzeugten Stimmen in dieser Arbeit nun moglich sein. Die Bestimmung einzelner Carotinoide
konnte in Produktionsanlagen zur Bestimmung des Erntezeitpunktes oder zur Steuerung der
Kultivierungsbedingungen genutzt werden.
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Abbildung 33: Flissigkulturen von verschiedenen Synechococcus sp. PCC7002 Stdammen. A) unverdnderter Stamm mit griiner Farbung. B)
Stamm mit mittleren Astaxanthin-Konzentrationen mit griingelblicher Farbung. C) Stamm A PSY mit hoher Astaxanthin-Konzentration

mit braunlicher Farbung
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12 Anhang

12.1 Abbildungsverzeichnis
Abbildung 1: Die Syntheseweg-Erweiterung von B-Carotin zu Astaxanthin in Synechococcus sp.
PCC7002. Erfasst sind alle moglichen Intermediate und auf den Pfeilen gestrichelt eingerahmt
heterologe oder tiberexprimierte Enzyme. Das Endprodukt Astaxanthin ist rot eingerahmt.
Darunter ist die Strukturformel dieses in der Keilstrichform wiedergegeben. ........................ 11
Abbildung 2: Biomembran von Synechococcus sp. PCC7002 mit ABC-Transporter-Protein. Die an der
Membran produzierten Carotinoide, bevorzugt Astaxanthin, kénnen mittels des MsbAl-
Transporters durch die Membran auf deren Aullenseite transportiert werden. Hierzu wird der
alternative Funktionsmechanismus dieses Transporters verwendet (gestrichelte Line), denn
eigentlich dient er dem Transport vOn Lipid A.......ccciiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiereeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 12
Abbildung 3: Schema eines auf Synechococcus sp. PCC7002-gestiitztes Astaxanthin-
Produktionsverfahrens. Ein Blasensdulen-Reaktor mit Fliissigkultur von genetisch verdnderten
Stdmmen iiberschichtet mit einem organischen Losemittel. Die Zellen sind durch synthetische
Gene in der Lage Astaxanthin zu produzieren (1), durch die Optimierung von limitierenden
Schritten erfolgte eine Ausbeuten-Steigerung (2) und ein Transporter ermoglicht es den Zellen
das Produkt in das Medium abzugeben (2). Im Medium findet eine Phasentrennung statt, sodass
sich das Astaxanthin in der organischen Phase akkumuliert. ..............ccceeeveeiiiiiiiiiinnnnnnnnnnnnn. 13
Abbildung 4: Theoretischer Ablauf des ,In-Fusion® HD cloning“. Amplifikation des Vektor-
Fragments und des Synthetischen Gens, mit 15 bp langen homologen Sequenzen zum Vektor,
mittels PCR. Behandlung der aufgereinigten DNA-Fragmente mit dem In-Fusion-Enzym, zum
Erhalt des gewlinsSChten VEKLOTS. .......ciiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeee e eeeeee e ee e eeeeeseeeeeseseseseseseseeeees 21
Abbildung 5: Vektor-Karte des verwendeten pSyn-Vektors, mit allen moglichen Varianten. Die
Varianten werden durch eingeschobene Elemente dargestellt. Bei den neutralen
Integrationsstellen sind die ,,upstream® und ,,downstream“ Stellen bei Variation aus der gleichen
neutralen Integrationsstelle. .. ......iiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e e e eaeee 22
Abbildung 6: Vektor-Karte des verwendeten pSyn-Vektors fiir Konstrukte mit zwei Genen unter der
Kontrolle eines Promotors, mit allen moglichen Varianten. Die Varianten werden durch
eingeschobene Elemente dargestellt. Bei den neutralen Integrationsstellen sind die ,,upstream*
und ,, downstream* Stellen bei Variation aus der gleichen neutralen Integrationsstelle. ......... 22
Abbildung 7: Vektor-Karte des verwendeten pBK-Vektors, mit allen moglichen Varianten. Die
Varianten werden durch eingeschobene FElemente dargestellt. Bei den neutralen
Integrationsstellen sind die ,,upstream® und ,,downstream“ Stellen bei Variation aus der gleichen
neutralen INtegrationNSStElle. ......ccuiiiiuuiiieiei it e e e e e ee e e e s e eeeeeaaaaaeeaeeaaans 23
Abbildung 8: Vektor-Karte des verwendeten pBk-Vektors fiir Konstrukte mit zwei Genen unter der
Kontrolle je eines Promotors, mit allen moglichen Varianten. Die Varianten werden durch
eingeschobene Elemente dargestellt. Bei den neutralen Integrationsstellen sind die ,,upstream*
und ,,downstream* Stellen bei Variation aus der gleichen neutralen Integrationsstelle........... 23
Abbildung 9: Schema eines Selektionsausstriches fiir E. coli oder Synechococcus sp. PCC7002 mittels
530007 {0 1T SR P TR PPPPPTPRN 25
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Abbildung 10: Blasensidulen Reaktor fiir die Anzucht. zylindrisches Reaktionsgefd} in einem
Wasserbad zur Thermosteuerung und belichtet mit Weildlicht LEDs von zwei Seiten. Die
Begasung erfolgt iiber ein Glasrohr, das im Reaktionsgefal3 bis zum Boden reicht. Das Gefal3 ist
mittels Gummistopfen abgeschlossen und hat ein weiteres Glasrohr zur Entliiftung.............. 27

Abbildung 11: Zur Analyse bereitgestelltes Bild des aufgetrennten DNA-Markers. Mit Angaben der
DNA-Lange in bp die die jeweiligen Banden erzeugen und das DNA-Gewicht in ng. Bild von der
Internetseite des Herstellers (Meridian BioSCIENCE INC.). wuuiienieeieieiieeie et eeeeeeeennes 29

Abbildung 12: HPLC-Diagramm eines Carotinoid-Extraktes des unverdnderten Synechococcus sp.
PCC7002 Stamms. Identifiziert wurden drei Carotinoide, Zeaxanthin bei min 9, -Carotin bei
min 19,5 und bei min 20,8 0-CaATOLIN. ....uuuirruneiriieeerieereieerteerrieeerraeeerreeerreerrreerreersrneersnees 35

Abbildung 13: Analyseergebnis eines Carotinoid-Extraktes des B-Carotin-Ketolase-Stamms. Die zwei
wichtigsten Carotinoide wurden markiert, Zeaxanthin bei min 9 und Canthaxanthin bei min 10.

Abbildung 14: HPLC-Ergebnisvergleich fiir den unverdnderten Stamm und einen zweifach
verdnderten Stamm. In orange ist die Analyse des Carotinoid-Extraktes des zweifach
modifizierten Stammes mit den synthetischen Genen fiir die 3-Carotin-Ketolase und [-Carotin-
Hydroxylase mit Ursprung in Brevundimonas sp. gezeigt. Verglichen wird dieser mit einem
unverdnderten Synechococcus Stamms als Kontrolle in griin. ........oeecuveveeeeeieiiiniiiiiiiiceeeeenenn. 38

Abbildung 15: Ergebnis der qPCR-Analyse. Die relativen Expressionslevel der Gene crtr (griin), crtz
(gelb) und crtw (orange) sind in Form der Balken gegeben. Analysiert wurden der unverdnderte
Stamm (WT), eine Zelllinie mit synthetischer B-Carotin-Ketolase (CrtW), eine Zelllinie mit
synthetischer B-Carotin-Hydroxylase und zwei Stimme mit beiden synthetischen Genen (crtwlz
und crtzlw). Fiir jede Zelllinie sind die Ergebnisse auf ppC (grau) normiert und auf den WT
(<] - U 174 <] o SR OO PP PP PPPPPPPON 39

Abbildung 16: HPLC-Ergebnis einer Zelllinie mit dem synthetischen Gen crtz A. PC-1. In diesen
Stammen kann Zeaxanthin (min 9) als Hauptprodukt gefunden werden. Zusatzlich besteht das
Carotinoid-Gemisch noch aus B-Carotin und a-Carotin. ............eeeeeeeeeeeeeeiiiiiiieeeeeeeeeeereneennn 40

Abbildung 17: Vergleich der Carotinoid-Zusammensetzungen. Die HPLC-Ergebnisse der Stdmme mit
dem crtz A.PC-1-Gen (gelb) und dem crtw-Gen(orange) sind gegen die Ergebnisse aus dem
unverdnderten Stamm (WT, griin) aufgetragen. Die CrtZ A.PC-1-Zelllinie und der WT
beinhalten Zeaxanthin, 3-Carotin und a-Carotin. Dabei liegt im WT eine hohere Konzentration
an B-Carotin und a-Carotin vor als Zeaxanthin. In der CrtZ A.PC-1-Zelllinie ist dies umgekehrt.
Die Carotinoid-Zusammensetzung der CrtW-Zelllinie besteht dagegen nur aus Canthaxanthin
und dessen Vorstufen in geringen Mengen. Dafiir ist die Gesamt-Carotinoid-Ausbeute in diesem
Stamm gegeniiber dem unverdnderten Stamm geSteiZert.........ccevereriiiriiiiiiiiiieiiieieieeeeeeeeeeenen. 41

Abbildung 18: Carotinoid-Zusammensetzung einer mehrfach modifizierten Zelllinie. Das HPLC-
Chromatogramm gibt die Ergebnisse der Vermessung eines Carotinoidextraktes aus einem
Stamm mit synthetischer Ketolase mit Ursprung in Brevundimonas sp. und einer Hydroxylase
mit Ursprung in Alcaligenes sp. PC-1 (roter Graph) wieder. Die Hauptprodukte sind
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Adonixanthin (min. 8) und Adonirubin (min. 7,5) Fiir den Vergleich dient ein Ergebnis aus dem
unverdnderten Stamm (Griiner Graph)......c.ceiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiitieeteeeteeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeereeeee 42
Abbildung 19: Fluoreszenzmikroskopie Aufnahmen der GFP-exprimierenden Synechococcus-
Stamme. Fiir den Vergleich der GFP-Intensitit pro Zelle sind Aufnahmen aller vermessenen
Stimme gegeben. In der oberen Reihe sind Stamme, die das gfp-Gen in einer der neutralen
Integrationsstellen inseriert haben (NSI, NSII und NSIII) gegen den unverdnderten Stamm
(WT) aufgetragen. Die untere Reihe zeigt Zelllinien, in denen das gfp-Gen in der NSII integriert
ist und als Fusion mit einem endstdndigen His-Tag (His-Fusion) oder vorangestellter Beta-
Untereinheit des Phycocyanin ($-SU Fusion) vorliegen. Die Fluoreszenzintensitit ist um das
1,2-Fache erhoht. Das Bild unten rechts dagegen stellt das Ergebnis fiir die Integration des GFP-
Gens in das endogene Plasmid pAQ1 (PAQ1) dar. Hier ist die Fluoreszenzintensitdt um das 10-
Fache erhoht (Pappert et al. 2023)....cccuiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieieeeereeereeeeereeeeereeererereeerrrerererer.. 43
Abbildung 20: Auswirkung des endstindigen His-Tags auf die Carotinoid-Zusammensetzung. Die
HPLC-Ergebnisse zeigen eine erhohte Canthaxanthin-Konzentration in der Zelllinie mit einem
angefiigten His-Tag an die Ketolase (grauer Graph). Im Vergleich dazu sind die Ergebnisse fiir
die Zelllinie mit Ketolase-Gen in orange dargestellt. Die Zusammensetzung dndert sich nicht,
nur die Ausbeute des Hauptbestandteils Canthaxanthin und des Vorldufers werden gesteigert.

Abbildung 21: HPLC-Chromatogramm eines Stammes mit Astaxanthin als Hauptprodukt. In rot ist
die Carotinoid-Zusammensetzung eines Stammes mit crtw und crtz integriert in das endogene
Plasmid pAQ1 (Stamm A) dargestellt. Das Hauptprodukt ist Astaxanthin bei min. 6,9. Zum
Vergleich dient der griine Graph, der die Zusammensetzung des unverdnderten Stammes (WT)
wiedergibt. Fiir die jeweiligen Linien sind die Hauptprodukte markiert. Die Gesamt-Carotinoid-
Ausbeute ist im Astaxanthin-produzierenden Stamm erhOht. ........cccooeveiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiin, 44

Abbildung 22: Erhéhung der B-Carotin-Ausbeute durch die Uberexpression der PSY. Der griine
Graph gibt das Ergebnis eines Carotinoid-Extraktes aus dem unverdnderten Stamm wieder, der
orangene Graph das mit iberexprimierter PSY durch Integration in die NSI und der gelbe Graph
durch Integration in die NSII. Alle gefundenen Carotinoide wurden durch die Uberexpression
des Enzyms in einer hoheren Konzentration gebildet. Fiir die NSII ist dieser Effekt am starksten.

Abbildung 23: Berechnete Ausbeute aus Astaxanthin-bildenden Stimmen mit und ohne PSY. Die
hellrote Saule zeigt die durchschnittliche Astaxanthin-Ausbeute von sechs biologischen
Replikaten gemessen in Duplikaten des Stamm A. Die Ausbeute liegt fiir diesen Stamm bei
1,71+0,32 mg pro g Zelltrockenmasse. Fiir den Stamm A PSY betrug die Astaxanthin-Ausbeute
2,38+0,17 mg pro g Zelltrockenmasse, wiedergegeben durch die dunkelrote Sdule mit dem
Lo (e 0 T 1 e PP PP PP PPPPPPPPPPPPPPRt 48

Abbildung 24: HPLC-Ergebnis des Stamm A PSY (blau) im Vergleich zum unverdnderten Stamm
(griin). Fiir beide Stdmme sind die wichtigsten Produkte markiert. Der Stamm A PSY bildet
erstmals, neben dem Astaxanthin-Hauptprodukt, messbare Mengen Phytoen (min. 21,3).....48

Abbildung 25: Beispielagarosegel fiir die Bestimmung der rl-Zahl. Mittels PCR-analysierter
genomischer DNA fiir Stdamme nach der normalen Selektion und der erweiterten. Untersucht
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wurde auf das synthetische Gen der psy und der urspriinglichen DNA-Sequenz fiir die NSII. Die
Proben wurden in zwei Verdiinnungen aufgetragen. .........uuuvevieeriierereereeeeeeeeeeeeeerereeeeesereeeeee 49
Abbildung 26: Astaxanthin-Ausbeuten vor und nach der erweiterten Selektion. Die gestrichelten
Saulen geben die berechneten Ausbeuten vor der erweiterten Selektion an, die linierten danach.
In hellrot sind die Ergebnisse fiir den Stamm A, mit einer Erhéhung der Ausbeute von
1,2+0,13 mg/g auf 1,84+0,27 mg/g dargestellt und in dunkelrot die des Stamm A PSY, mit
einer Erhohung von 1,33+0,14 mg/g auf 2,38+0,17 ME/C. .eeevvrrrrrrrirrrrrerrerrrreeerererereeerereeeee 50
Abbildung 27: Synechococcus sp. PCC7002 Kultur und Dodecan-Uberstdnde A) Fliissigkultur des
Stamm AT mit Dodecan-Uberstand nach 8 Tagen der Kultivierung in einem
Blasensiulenreaktor. B) Dodecan-Uberstand einer Stamm AT-Kultur 5 Tagen nach der
Uberschichtung mit der typischen orangenen Carotinoid-Farbe C) Dodecan-Uberstand einer
Stamm A-Kultur 5 Tagen nach der Uberschichtung ungefirbt, wie reiner Dodecan. .............. 51
Abbildung 28: Im Dodecan-Uberstand gefundene Carotinoide des Stamm AT. Die Vermessung
mittels HPLC ergab Astaxanthin und geringe Mengen an Zeaxanthin fiir die eingedampften
Dodecan-Uberstinde des untersuchten Stamms. Vor min. 5 sind ungeklérte Peaks, die immer
bei einer Dodecan-Uberschichtung auftraten, jedoch nicht durch Dodecan hervorgerufen
werden. Es muss sich um Produkte aus Synechococcus handeln. .........ccccceeeeieiiiiiiiiiiiiieniinnnn. 52
Abbildung 29: HPLC-Diagramm der Carotinoid-Ausbeute des Stamm A aus dem Dodecan-
Uberstand. Minimale Mengen Astaxanthin kénnen detektiert werden. ............cceceevevevenennen. 52
Abbildung 30: Berechnete Astaxanthin-Ausbeute aus den Dodecan-Uberstinden. Die linken
gepunkteten Sdulen geben die durchschnittlichen Ausbeuten von Astaxanthin im Dodecan-
Uberstand fiir den Stamm A wieder. In hellrot ist die Ausbeute aus dem Uberstand 5 Tagen
nach der Uberschichtung und in dunkelrot nach 11 Tagen gezeigt. Fiir den Stamm AT sind die
Ergebnisse in den gestreiften Sdulen wiedergegeben. Die hellrote steht wieder fiir die Ausbeute
nach 5 Tagen und die dunkelrote nach 11 Tagen. Alle Ergebnisse beruhen auf n=6 Messungen.

Abbildung 31: Syntheseweg in Synechococcus sp. PCC7002 fiir Astaxanthin. Die Erweiterung von (-
Carotin zu Astaxanthin in Synechococcus sp. PCC7002. Erfasst sind alle moglichen Intermediate
und auf den Pfeilen gestrichelt eingerahmt heterologe oder iiberexprimierte Enzyme. Uber die
schwarzen Pfeile mit flachem Kopf sollen mégliche Produktinhibitionen gezeigt werden. Die
Intensitit der Reaktionspfeile gibt hohere Produktaffinitdten an. .........ccccceeeeveeiiiiiieeceeennnnn. 57

Abbildung 32: Aus den Ergebnissen abgeleiteter Syntheseweg fiir Astaxanthin. Die Katalyse von
Zeaxanthin zu Adonixanthin durch CrtW scheint nicht stattzufinden, daher ist diese Reaktion
hier nicht aufgefithrt. Die schwarzen Pfeile mit flachem Kopf geben mogliche
Produktinhibitionen an und die Intensitdt der Reaktionspfeile gibt die Produktaffinitit der
Enzyme wieder. Mittels griiner Pfeile ist der in Synechococcus sp. PCC7002 bevorzugte
SYNNESEWEEZ GEZEIGL. ceiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie e e e e e e e 60

Abbildung 33: Fliissigkulturen von verschiedenen Synechococcus sp. PCC7002 Stdammen. A)
unverdnderter Stamm mit griner Farbung. B) Stamm mit mittleren Astaxanthin-
Konzentrationen mit griingelblicher Farbung. C) Stamm A PSY mit hoher Astaxanthin-
Konzentration mit braunlicher FArDUNG...........ccoiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeee e 66
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Abbildung 34: HPLC-Chromatogramm des All-trans-3S,3'S -Astaxanthin-Standards. Die

Retentionszeit lag bei 6,96 min. und es wurden 0,005 ug Astaxanthin aufgetragen. ............. 90
Abbildung 35: HPLC-Chromatogramm des Zeaxanthin-Standards. Die Retentionszeit lag bei 9,12
min. und es wurden 0,005 ug Zeaxanthin aufgetragen. .......cccceeevreecuiiriieeeeeeierriiiiieeeeeeeeennns 90
Abbildung 36: HPLC-Chromatogramm des Canthaxanthin-Standards. Die Retentionszeit lag bei
10,15 min. und es wurden 0,005 ug Canthaxanthin aufgetragen. .........ccccceeeveveveveiivevenennnnnnn. 91
Abbildung 37: HPLC-Chromatogramm des B-Carotin-Standards. Die Retentionszeit lag bei 19,43
min. und es wurden 0,01 ug B-Carotin aufGetragen.......ccuuveieeeeeerrrriiiiiiieeeeeeeeereiireeeeeeeeeenns 91

Abbildung 38: Teilergebnis der Analyse fiir Probe 1. In diesem Teil kann Adonixanthin identifiziert
werden. Der Vergleich mit simulierten Ergebnissen, ermoglicht die Identifikation der gefunden
SEOTTE. ettt e ettt e e et e e s ettt e e sttt e e e e eabbaee e e anraees 92

Abbildung 39: Teilergebnis der Analyse fiir Probe 1. In diesem Teil kann Adonirubin identifiziert
werden. Der Vergleich mit simulierten Ergebnissen, erméglicht die Identifikation der gefunden
R (o) i (<O TP PP PPPPPPPRRRRRRt 93

Abbildung 40: Teilergebnis der Analyse fiir Probe 2. In diesem Teil kann Adonixanthin identifiziert
werden. Der Vergleich mit simulierten Ergebnissen, ermoglicht die Identifikation der gefunden
R U] (T OO TP U PP PP UPPPPPRRPP 94

Abbildung 41: Teilergebnis der Analyse fiir Probe 1. In diesem Teil kann Adonirubin identifiziert
werden. Der Vergleich mit simulierten Ergebnissen, ermoglicht die Identifikation der gefunden
RS U0} i (<O PSPPSR PPPPPPPURRRRt 95

Abbildung 42: Prototyp des entwickelten Sensors. A) Ubersicht iber den Messkopf und die

Datenverarbeitungs-Platine. B) Verwendung des Prototyps in einer Synechococcus-Kultur............. 96
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12.3 Abkiirzungsverzeichnis

ABC-Transporter Membranprotein fiir den primér aktiven Transport von verschiedenen Substanzen

A Absorption

mA Miliabsorbance Units

ad Auffiillen auf

bp Basenpaare

mbp Megabasenpaare

CrtR B-Carotin-Oxygenase

Crtw B-Carotin-Ketolase

CrtZ B-Carotin-Hydroxylase

CrtZ A. PC-1 B-Carotin-Hydroxylase mit Ursprung in Alcaligenes sp.

CT Cycle Threshold

dNTP Desoxynukleosidtriphosphat

DNA Desoxyribonukleinsdure (engl. deoxyribonucleic acid)

DMAPP Dimethylallylpyrophosphat

DMSO Dimethylsulfoxid

@ Durchmesser

engl. Englisch

E. coli Escherichia coli

EtBr Ethidiumbromid

Flankel L2upstream“ Bereich der neutralen Integrationsstelle des Plasmids pAQ1

FlankeB ,2downstream“ Bereich der neutralen Integrationsstelle des Plasmids pAQ1

FlankelB Bezeichnung der neutralen Integrationsstelle des endogenen Plasmids pAQ1

GGDP Geranylgeranylpyrophosphat

GFP green fluorescent protein

G3P Glycerinaldehyd-3-phosphat

°C Grad Celsius

g Gramm

HPLC Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (engl. high performance liquid
chromatography)

K Kelvin

mg Miligramm

ue Mikrogramm

MsbA1l MsbA1-Protein fiir den aktiven Transport von Lipid A

ng Nanogramm

IPP Isopentenylpyrophosphat

CO, Kohlenstoffdioxid

L Liter

mL Mililiter

wl Mikroliter

LB Luria-Bertani-Medium

MS Massenspektrometrie

MEP Methylerythritolphosphatweg

um Mikrometer
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min
M
mM
uM
NCBI
NaAc
NS
NSI
NSII
NSIII
oD
PCC
PPC
PSY
PAQ1
pH
umol/(m2*sec)
LE
His-Tag
PCR
%
gPCR
rI-Zahl
RQ
RNA
sec
sp.
Vis

h
sfGFP
SOB
SOC

ddH,0
MilliQ-H»0
wW/V

Xg

z.B.

12.4 Sequenzen
12.4.1 PsbA1-Promotor

Minute(n)

Molar

Milimolar

Mikromolar

National Center for Biotechnology Information

Natriumacetat

neutrale Integrationsstelle

NS, lokalisiert zwischen den Genbankeintrdgen A0932 und A0933
NS lokalisiert zwischen den Genbankeintrdgen A1202 und A1203
NS lokalisiert zwischen den Genbankeintragen A1778 und A1779
Optische Dichte

The Pasteur Culture collection of Cyanobacteria
Phosphoenolpyruvat-Carboxylase

Phytoen-Synthase

das kleinste endogenes Plasmid von Synechococcus sp. PCC7002
Potential des Wasserstoffs (lateinisch pondus hydrogenii)
Photonenstromdichte in Mikromol/(Quadratmeter*Sekunde)
wmol/m?2*sec

Polyhistidin-Tag

Polymerase-Kettenreaktion (engl. polymerase chain reaction)
Prozent

quantitative Echtzeit-PCR (engl. real-time quantitative PCR)
relative Integrationszahl

Relativer Quotient

Ribonukleinsdure (engl. Ribonucleic acid)

Sekunde(n)

lateinisch fiir species

sichtbares Licht (engl. visible)

Stunde(n)

superfolder green fluorescent protein

Super Optimal Broth-Medium

Super Optimal Broth -Medium mit 20mM Glukose

Tage

Ultraviolettstrahlung (engl. Ultraviolet light)

Umdrehungen pro Minute (engl. revolutions per minute)

Units

Volt

zweifach destilliertes Wasser (engl. double-distilled water)
Wasser aus einem Reinwasser-Aufbereitungssysteme der Firma Merck Millipore
,weight per volume“ = Masse pro Volumen
Zentrifugalbeschleunigung

zum Beispiel

ATTTAGCGTCTTCTAATCCAGTGTAGACAGTAGTTITTGGCTCCGTTGAGCACTGTAGCCTTGGGCGA
TCGCTCTAAACATTACATAAATTCACAAAGTTTTCGTTACATAAAAATAGTGTCTACTTAGCTAAAAA
TTAAGGGTTTTTTACACCTTTTITGACAGTTAATCTCCTAGCCTAAAAAGCAAGAGTTTTTAACTAAGA
CTCTTGCCCTTTACAACCTC

12.4.2 CPC560-Promotor

ACCTGTAGAGAAGAGTCCCTGAATATCAAAATGGTGGGATAAAAAGCTCAAAAAGGAAAGTAGGCT
GTGGTTCCCTAGGCAACAGTCTTCCCTACCCCACTGGAAACTAAAAAAACGAGAAAAGTTCGCACCG
AACATCAATTGCATAATTTTAGCCCTAAAACATAAGCTGAACGAAACTGGTTGTCTTCCCTTCCCAAT
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CCAGGACAATCTGAGAATCCCCTGCAACATTACTTAACAAAAAAGCAGGAATAAAATTAACAAGATG
TAACAGACATAAGTCCCATCACCGTTGTATAAAGTTAACTGTGGGATTGCAAAAGCATTCAAGCCTA
GGCGCTGAGCTGTTTGAGCATCCCGGTGGCCCTTGTCGCTGCCTCCGTGTTTCTCCCTGGATTTATT
TAGGTAATATCTCTCATAAATCCCCGGGTAGTTAACGAAAGTTAATGGAGATCAGTAACAATAACTC
TAGGGTCATTACTTTGGACTCCCTCAGTTTATCCGGGGGAATTGTGTTTAAGAAAATCCCAACTCAT
AAAGTCAAGTAGGAGATTAAT

12.4.3 Theophyllin induzierbarer Promotor
TAATACGACTCACTATAGGGCGAATTGAAGGAAGGCCGTCAAGGCCGCATTTTTAAGCTAGCAGGAA

AACCCGATGGTGCCTTTAAATATTCTGAAATGAGCTGTTGACAATTAATCATCCGGCTCGTATAATG
TGTGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTCATACGCTCACAATTTGTACCGGTGATACCAGCATCGTCT
TGATGCCCTTGGCAGCACCCTGCTAAGGAGGCAACAAG

12.4.4 Ketolase-Gensequenz aus Brevundimonas sp. optimiert fiir PCC7002
ATGACTGCGGCAGTCGCCGAGCCGCGTATCGTTCCCCGTCAGACCTGGATTGGGCTCACGTTAGCC

GGGATGATTGTCGCAGGATGGGGTAGTCTCCATGTGTATGGAGTTTACTTTCACCGCTGGGGGACG
AGCTCGCTCGTTATTGTACCCGCTATCGTTGCCGTGCAAACCTGGTTATCCGTTGGATTGTTCATCG
TTGCACATGATGCCATGCACGGAAGTTTAGCTCCCGGGCGCCCGCGCCTGAATGCGGCGGTGGGCC
GCTTAACTTTGGGCTTGTACGCTGGCTTTCGGTTCGATCGCCTCAAAACAGCTCACCATGCTCACCA
CGCAGCTCCGGGTACAGCCGATGACCCGGACTTTTACGCTCCTGCACCGCGTGCATTCTTACCTTGG
TTCTTAAATTTTTTCCGGACATATTTTGGGTGGCGGGAGATGGCTGTGCTCACGGCTCTCGTGTTGA
TCGCGCTGTTTGGACTCGGGGCACGTCCGGCAAATCTGTTGACCTTCTGGGCAGCACCGGCGTTATT
AAGTGCCCTCCAGTTATTCACCTTTGGTACTTGGCTCCCACATCGCCATACAGACCAACCTTTCGCTG
ATGCCCACCATGCGCGTTCTTCCGGGTACGGACCTGTCTTGTCGTTGTTAACCTGCTTTCACTTTGG
CCGGCACCACGAACACCACTTAACCCCGTGGCGGCCTTGGTGGCGTCTGTGGCGGGGCGAATCTTG
A

12.4.5 Hydroxylase-Gensequenz aus Brevundimonas sp. optimiert fiir PCC7002
ATGGCCTGGCTGACGTGGATCGCATTGTTCCTCACAGCCTTTCTCGGTATGGAAGCCTTCGCGTGGA

TTATGCATCGCTATGTGATGCATGGGTTCCTGTGGTCTTGGCACCGCAGCCACCACGAACCGCACGA
TCATCCATTAGAGAAAAATGACCTCTTCGCGGTAGTGTTTGCCGCGCCAGCGATCGTAATGGTCGCG
GTTGGGTTACACTTATGGCCATGGGCGCTCCCTGTTGGGTTGGGTATTACAGCCTACGGGATGGTG
TACTTTTTCTTTCACGATGGCCTCGTCCACCGTCGGTTTCCCACCGGGTTCTCGGGCCGCTCGGGGT
TTTGGACGCGTCGGATTCAGGCTCACCGTTTGCATCATGCAGTCCGTACTCGTGAAGGCTGCGTCTC
TTTCGGTTTTTTGTGGGTTCGTAGCGCTCGCGCACTGAAAGCTGAATTGGCCCAAAAGCGTGGCAGT
TCCAGTTCCGGTGCATGA

12.4.6 Hydroxylase-Gensequenz aus Alcaligenes sp. strain PC-1 optimiert fiir PCC7002
ATGACACAGTTTCTCATCGTCGTGGCTACTGTTCTGGTGATGGAGTTAACAGCGTACTCTGTTCATC

GCTGGATCATGCATGGCCCACTCGGCTGGGGGTGGCACAAAAGTCATCACGAAGAGCACGACCATG
CCCTGGAGAAGAACGACTTATATGGCGTGGTATTCGCAGTGTTGGCTACAATTTTGTTCACTGTCGG
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AGCTTATTGGTGGCCGGTCCTGTGGTGGATCGCCCTCGGCATGACGGTCTACGGTTTAATTTATTTC
ATCTTGCATGATGGTCTCGTTCATCAACGCTGGCCTTTTCGGTATATTCCGCGTCGGGGCTATTTTC
GTCGTTTGTACCAGGCACACCGGCTGCACCATGCAGTCGAGGGACGCGACCACTGTGTTTCCTTCG
GGTTTATCTACGCACCACCAGTGGATAAATTGAAGCAGGACTTAAAGCGGTCTGGGGTACTGCGCCC
CCAAGATGAACGCCCGTCGTAA

12.4.7 Linker-Sequenz
AGTAGGAGCGTCAGATCTCAT

12.4.8 EcoMSBA-Transporter-Gensequenz aus E.coli str. K-12 optimiert fiir PCC7002
ATGCACAATGACAAAGATTTAAGTACATGGCAGACTTTTCGGCGCTTATGGCCTACAATTGCCCCCT

TTAAGGCCGGCCTGATCGTGGCCGGCGTCGCTCTGATCCTCAATGCGGCTTCTGATACTTTCATGTT
ATCGTTGTTGAAGCCCCTGTTGGATGACGGCTTTGGCAAAACTGATCGGTCCGTATTAGTGTGGATG
CCTTTGGTAGTCATTGGATTGATGATCTTGCGTGGAATTACATCCTACGTGAGCTCGTATTGCATTT
CTTGGGTCTCTGGGAAAGTAGTAATGACCATGCGTCGTCGTCTGTTCGGGCACATGATGGGTATGCC
GGTCAGCTTTTTTGATAAGCAATCCACCGGCACCTTATTAAGTCGGATTACCTATGACTCTGAGCAA
GTCGCCTCCTCCAGCTCGGGGGCCTTGATCACAGTAGTACGCGAAGGAGCGAGTATTATCGGGCTG
TTTATCATGATGTTTTACTACAGTTGGCAACTGAGTATTATTTTAATTGTGCTGGCACCCATCGTCAG
TATTGCCATTCGCGTGGTATCTAAACGTTTCCGTAACATTAGCAAAAACATGCAAAATACGATGGGC
CAGGTGACCACCAGCGCCGAGCAGATGTTAAAAGGACATAAAGAGGTACTGATTTTTGGAGGACAG
GAAGTCGAAACGAAGCGTTTTGACAAAGTAAGCAACCGGATGCGTCTCCAAGGTATGAAGATGGTA
AGCGCTTCGTCTATCTCTGACCCGATTATCCAATTGATCGCTTCTCTCGCCTTAGCTTTCGTCCTCTA
TGCTGCATCGTTCCCTAGCGTTATGGACAGCCTGACAGCAGGGACCATCACTGTCGTGTTCTCGTCT
ATGATTGCGCTGATGCGCCCTCTCAAAAGCTTGACGAATGTAAACGCACAATTCCAGCGTGGTATGG
CCGCTTGCCAGACCCTCTTTACGATTCTGGATTCGGAGCAGGAGAAAGATGAAGGTAAGCGTGTGA
TCGAGCGCGCGACCGGGGATGTCGAATTTCGCAATGTCACTTTCACATATCCTGGCCGCGATGTACC
AGCGCTCCGGAATATCAACTTGAAAATCCCAGCAGGCAAAACGGTAGCATTGGTGGGACGGTCCGG
GAGCGGCAAATCCACCATTGCTTCTTTAATCACACGTTTCTATGACATTGATGAGGGGGAGATCTTG
ATGGACGGGCATGATTTACGGGAATATACGCTGGCATCTCTCCGCAACCAAGTCGCTTTAGTGAGTC
AAAATGTCCATCTCTTTAACGATACAGTTGCAAATAACATTGCTTACGCTCGTACCGAGCAGTACTCC
CGCGAACAGATTGAGGAAGCGGCCCGTATGGCGTATGCGATGGACTTCATCAATAAAATGGATAAC
GGGTTGGACACCGTAATCGGAGAGAATGGTGTCCTCTTGTCCGGGGGACAACGCCAACGGATTGCA
ATTGCCCGCGCTTTATTGCGGGATAGCCCCATTTTGATCTTGGATGAAGCGACATCCGCACTGGACA
CAGAATCTGAACGTGCTATTCAGGCAGCTCTGGACGAGTTACAGAAAAACCGGACGTCCTTAGTCAT
CGCCCATCGGCTGTCTACAATCGAGAAAGCCGACGAAATTGTAGTTGTCGAGGACGGTGTGATCGT
TGAACGGGGGACGCACAATGACCTGTTGGAGCATCGCGGGGTATACGCCCAGCTCCACAAGATGCA
ATTTGGACAGTAG
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23aaGCTAGCCGCcagaaatgaagaa
cgtag

22aaCCATGGcctgccatcacgttggtat
o

223aaGGGCCCggttgcgcttttgatattt

(@]

2aaaCTGCAGAGAGATTTTGAGAC
ACAACGTG

GTCTAGATAATCCCTAGCGATCG
C

GAAGGCCCAGTCTTTCGAC
AGTCGAAAGACTGGGCCTTCCGA
CGATTGAGAGATAAATGGCTAC
ACCAGCGGCACCAAAGCAATGAT
CACAATGCCG
ATTGCTTTGGTGCCGCTGGTTGG
CTTGG
ATCACCTCACGGGCCCAGCACAC
ATGTGAGC
TGCTGGGCCCGTGAGGTGATCAT
GGCAGAACTC
ACCAGCGGCACCAAAGCAATGAT
CACAATGCCG
GTCTAGATAATCCCTAGCGATCG
C

AAGGCCCAGTCTTTCGAC
CAGTCGAAAGACTGGGCCTTTAT
TGAGGATTCCTTACAATGGC
ACCAGCGGCAAAAGATAAAGGA
GCGCCTGTG
CTTTATCTTTTGCCGCTGGTTGGC
TTGG
TCAATTTACGGGGCCCAGCACAC
ATGTGAGC
TGCTGGGCCCCGTAAATTGACCA
ACCACTGGGG
TCGCTAGGGATTATCTAGACAGA
TCGAAAGAAAGAGGATCC
TCCGGTGCATGAAGTAGGAGCGT
CAGATCTCATATGACT
CTCGATGCATACAGTACTTCAAG
ATTCGCCCCGCCA

Zur Amplifikation des
,downstream® Bereiches der
Neutralen integrationsstelle 2
von PCC7002 fiir die Ligation in
pSyn

Zur Amplifikation des
»yupstream” Bereiches der
Neutralen integrationsstelle 2
von PCC7002 fiir die Ligation in

pSyn

Zur Amplifikation des pSyn-
Vektors, um die ,upstream” NS
auszutauschen

Zur Amplifikation des
,downstream” Bereichs der NS3
aus PCC7002 fir die Klonierung
in den pSyn-Vektor

Zur Amplifikation des pSyn-
Vektors, um die ,,downstream”
NS auszutauschen

Zur Amplifikation des
»upstream” Bereichs der NS3
aus PCC7002 fiir die Klonierung
in den pSyn-Vektor

Zur Amplifikation des pSyn_Kan-
Vektors, um die ,,upstream® NS
auszutauschen

Zur Amplifikation des
,downstream* Bereichs der NS1
aus PCC7002 fiir die Klonierung
in den pSyn-Vektor

Zur Amplifikation des pSyn_Kan-
Vektors, um die ,downstream”
NS auszutauschen

Zur Amplifikation des
,upstream” Bereichs der NS1
aus PCC7002 fiir die Klonierung
in den pSyn-Vektor

Zur Amplifikation des Ketolase-
Gens mit Ursprung in Brev. Fur
die Klonierung in den pSyn-
Vektor
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InsertCrtZ FP
InsertCrtZ RP

pBK47 Bb up FP
pBK47 Bb up RP

NSI up pBK47 FP

NSI up pBK47 RP
NSIIl up pBK47 FP
NSIIl up pBK47 RP
Flank 1 pBK47 FP
Flank 1 pBK47 RP
pBK47 Bb down FP
pBK47 Bb down RP
NSI down pBK47 FP
NSI down pBK47 RP
NSIIl down pBK47 FP
NSIIl down pBK47 RP
Flank B pBK47 FP

Flank B pBK47 RP

CrtZ A.PC-1 FP

CrtZ A.PC-1 RP
NSIICrtZA.PC-1BBFP
NSIICrtZA.PC-1BBRP
WInsCrtZA.PC-1FP
WInsCrtZA.PC-1RP

pBK47pAQ1 fw

GGCGAATCTTGAAGTAGGAGCGT
CAGATCTCATATGGC
CTCGATGCATACAGTACTTCATGC
ACCGGAACTGGAAC
GGCTAGTCATCGCCACGTTG

CGGTACCGAATTCTTGAGGCC

AAGAATTCGGTACCGCCCGTAAA
TTGACCAACCACTGG
TGGCGATGACTAGCCCAGATCGA
AAGAAAGAGGATCCA
AAGAATTCGGTACCGGTGAGGTG
ATCATGGCAGAACTC
TGGCGATGACTAGCCCAACATTC
AACGCCTCAGTGCTC
AAGAATTCGGTACCGATCGCTCT
CACCAAAGATTC

TGGCGATGACTAGCCGCCTCCTG
AATAAATCTATTTATAC

GCTCGAGGTGCGCGTGAT
GGCGGCCGCCTTCCAGAT

TGGAAGGCGGCCGCCTATTGAGG
ATTCCTTACAATGGC
ACGCGCACCTCGAGCAAAGATAA
AGGAGCGCCTGTG
TGGAAGGCGGCCGCCCGACGATT
GAGAGATAAATGGCTAC
ACGCGCACCTCGAGCCCAAAGCA
ATGATCACAATGCCG
TGGAAGGCGGCCGCCCTAGACTG
TGCCAGATCATAAGCCT

CATCCGAGCCATGGCTCGAGTAA
GCTCGGAATCCCT

AGCGTCAGATCTCATATGACACA
GTTTCTCATCGTCGTGG
GCATACAGTACTCTATTACGACG
GGCGTTCATCTTGG
AGTACTGTATGCATCGAGTGCCT

CTATTACGACGGGCGTTCATCTTG
G

CGCCCGTCGTAATAGAGGAGCGT
CAGATCTCATATGACT
GATGCATACAGTACTTCAAGATTC
GCCCCGCCA
TCTAGATCCAACGCTCGG

Zur Amplifikation des
Hydroxylase-Gens mit Ursprung
in Brev. fir die Klonierung in den
pSyn-Vektor

Zur Amplifikation des pBK-
Vektors, um die ,,upstream” NS
auszutauschen

Zur Amplifikation des
»yupstream” Bereichs der NS1
aus PCC7002 fur die Klonierung
in den pBK-Vektor

Zur Amplifikation des
Lupstream” Bereichs der NS3
aus PCC7002 fiir die Klonierung
in den pBK-Vektor

Zur Amplifikation des
Lupstream” Bereichs der NS des
pAQ1-Plasmids aus PCC7002 fir
die Klonierung in den pBK-
Vektor

Zur Amplifikation des pBK-
Vektors, um die ,,downstream”
NS auszutauschen

Zur Amplifikation des
,downstream” Bereichs der NS1
aus PCC7002 fiir die Klonierung
in den pBK-Vektor

Zur Amplifikation des
,downstream” Bereichs der NS3
aus PCC7002 fiir die Klonierung
in den pBK-Vektor

Zur Amplifikation des
,downstream” Bereichs der NS
des pAQ1-Plasmids aus PCC7002
fiir die Klonierung in den pBK-
Vektor

Zur Amplifikation des
Hydroxylase-Gens mit Ursprung
in A.PC-1 fir die Klonierung in
den pSyn-Vektor

Zur Amplifikation des
pBKCrtZA.PC-1-Vektors, um ihn
als lineares Fragment in der
Klonierung einzusetzen

Zur Amplifikation des Ketolase-
Gens mit Ursprung in Brev. Fur
die Klonierung in den
pBKCrtZA.PC-1-Vektor
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pBK47pAQ1 rev

EcoMSBAI FP
EcoMSBAI RP

pSynFlankel FP
pSynFlankel RP

Flanke B FP
Flanke B RP
pSynFlanke FP
pSynFlanke RP
Flanke 1 FP

Flanke 1 RP

pSynNSIIBB fiir Eco FP
pSynNSIIBB fiir Eco RP
EcoMSBAI Insert NSII FP
EcoMSBAI Insert NSII RP
CrtZCrtWBB fiir Eco FP

CrtZCrtWBB fiir Eco RP

EcoMSBAI Insert CrtZCrtW
FP

EcoMSBAI Insert CrtZCrtW
RP

PSY fir NSI FP

PSY fiir NSI RP

BB fuer 70 47 fp
BB fuer 70Eco rp

ATGATTAATCTCCTACTTGACTTT

TAGGAGATTAATCATATGCACAA
TGACAAAGATTTAAGT
AGCGTTGGATCTAGACTACTGTC
CAAATTGCATCTTGTGG
CCATGGCTCGGATGCAATCG

GCGGCTAGCGATTTGGGTAG

CAAATCGCTAGCCGCCCCTAGAC
TGTGCCAGATCATAAGC

GCATCCGAGCCATGGTCGAGTAA
GCTCGGAATCCCTTACC

GCTAGTCATCGCCACGTTGTG
GGGCCCAGCACACATGTG

ATGTGTGCTGGGCCCCGATCGCT
CTCACCAAAG

GTGGCGATGACTAGCGCCTCCTG
AATAAATCTATTTATAC

AGTACTGTATGCATCGAGTGCCT
G

ATGAGATCTGACGCTCCTTCGAG

AGCGTCAGATCTCATATGCACAA
TGACAAAGATTTAAGT
GATGCATACAGTACTCTACTGTCC
AAATTGCATCTTGTGG
ACTGTATGCATCGAGTGCCTGG

ACTTCAAGATTCGCCCCGCC

GGCGAATCTTGAAGTAGGAGCGT
CAGATCTCATATGCAC
CTCGATGCATACAGTACTCTACTG
TCCAAATTGCATCTTG
AGCGTCAGATCTCATATGCTGCA
ATTGTCTAGACTTCAAC
GATGCATACAGTACTTTACAACAC
TTGCGATCGC
TAATCTAGATCCAACGCTCGG

TCTTGTTGCCTCCTTAGCAGG

Zur Amplifikation des pBK-
Vektors, um ihn als lineares
Fragment in der Klonierung
einzusetzen

Zur Amplifikation des
EcoMSBA1-Transporter-Gens.
Fiir die Klonierung in den pBK-
Vektor

Zur Amplifikation des
pSynFlankel-Vektors, um die NS
»downstream” auszutauschen
Zur Amplifikation des
,downstream” Bereichs der NS
des pAQ1-Plasmids aus PCC7002
fir die Klonierung in den
pSynFlankel-Vektor

Zur Amplifikation des pSyn-
Vektors, um die NS ,,upstream”
auszutauschen

Zur Amplifikation des
Lupstream” Bereichs der NS des
pAQ1-Plasmids aus PCC7002 fir
die Klonierung in den pSyn-
Vektor

Zur Amplifikation des pSyn-
Vektors, um ihn als lineares
Fragment in der Klonierung
einzusetzen

Zur Amplifikation des
EcoMSBA1-Transporter-Gens.
Fir die Klonierung in den pSyn-
Vektor

Zur Amplifikation des
pSynCrtWCrtZ-Vektors, um ihn
als lineares Fragment in der
Klonierung einzusetzen

Zur Amplifikation des
EcoMSBA1-Transporter-Gens.
Fir die Klonierung in den
pSynCrtWCrtZ-Vektor

Zur Amplifikation des Phytoen-
Synthase-Gens. Fiir die
Klonierung in den pSyn_Kan-
Vektor

Zur Amplifikation des pBK-
Vektors, um ihn als lineares
Fragment in der Klonierung
einzusetzen
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AAGGAGGCAACAAGAATGCACA
ATGACAAAGATTTAAGT
GTTGGATCTAGATTACTGTCCAAA
TTGCATCTTGTGGA
TAGGAGATTAATCATATGACTGC
GGCAGTCGCC
GTTGGATCTAGATTAAGATTCGC
CCCGCCACAGACG
TAGGAGATTAATCATATGACACA
GTTTCTCATCGTCG
GTTGGATCTAGATTACGACGGGC
GTTCATCTTGG
TCTGCAGGAGCAGAAGAGC

ATAAAAAACGCCCGGCGGC

CCGGGCGTTTTTTATACCTGTAGA
GAAGAGTCCCTGA
TTCTGCTCCTGCAGAAAAAACGC
CCGGCGGCAA

GAGGGCTTTGTATTTAAGCCGG

TCCCGATACCGCAGAGCAAA

GAAGAACTATATGGTGCGGCC

GAGTTAACCCCACCGAACTTGAT

CCCGTCAGACCTGGATTGG

TAATAACGCCGGTGCTGCC

CTGTAGCCTTGGGCGATCG

AAGGCCACATCTGGATCGG

GCTCGTTATTGTACCCGCTATC
GCGTACAAGCCCAAAGTTAAG
TGTTCCTCACAGCCTTTCTC
CAAACACTACCGCGAAGAG
GGGTAAACCCTGGCATTTTTC
AGGCATCCAGTATGGCTTC

Zur Amplifikation des
EcoMSBA1-Transporter-Gens.
Fir die Klonierung in den pBK-
Vektor

Zur Amplifikation des Ketolase-
Gens mit Ursprung in Brev. Fir
die Klonierung in den pBK-
Vektor

Zur Amplifikation des
Hydroxylase-Gens mit Ursprung
in A.PC-1. fiir die Klonierung in
den PBK-Vektor

Zur Amplifikation des pBKCrtZ-
Vektors, um ihn als lineares
Fragment in der Klonierung
einzusetzen

Zur Amplifikation des Ketolase-
Gens mit Ursprung in Brev. Fur
die Klonierung in den pBKCrtZ-
Vektor

Primer fiir den Nachweis der
unveranderten NS des pAQ1-
Plasmid aus PCC7002. Primer-
Paar ergibt ein 500 bp Fragment
Primer fiir den Nachweis der
unveranderten NS2 aus
PCC7002. Primer-Paar ergibt ein
500 bp Fragment

Primer fir den Nachweis einer
mit den Genen crtWecrtZ
veranderten NS in PCC7002.
Primer-Paar ergibt ein 500 bp
Fragment

Primer fiir den Nachweis einer
mit dem Gen psy veranderten
NS in PCC7002. Primer-Paar
ergibt ein 500 bp Fragment

Primer, um die cDNA des
Ketolase-Gens mit Ursprung in
Brev. zu amplifizieren

Primer, um die cDNA des
Hydroxylase-Gens mit Ursprung
in Brev. zu amplifizieren

Primer, um die cDNA des Stamm
eigenen Oxygenase-Gens zu
amplifizieren
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GCCGCTTCTACTTTATTTTCCC

TCCCCGACATCTACGAAAC

TTCATCCGTTTCCACGGT

TTCGCCAATCACAGTGATC

GTTGCGGACGTAGCTTTC

ATTGTCTGGCACCCATCG

GCCAATGCCTGACGATGC

CCTTCCAGATGTATGCTC

AAAACATATGACTGCGGCAGTCG
AAAaAGTACTTCAAGATTCGCCCC

(0)
(@]

AAAACATATGGCCTGGCTGACG
AAAAAGTACTTCATGCACCGGAA
CTGGAAC
AGCGTCAGATCTCATATGACACA
GTTTCTCATCGTCGTGG
GCATACAGTACTCTATTACGACG
GGCGTTCATCTTGG
GCCCCATTTTGATCTTGG
TTCGCCAATCACAGTGATC

GTTGCGGACGTAGCTTTC

GCGGGAGTTATCGATGAGC
TTCGCCAATCACAGTGATC

GTTGCGGACGTAGCTTTC

Primer, um die cDNA des
Stamm eigenen
Phosphoenolpyruvat-
Carboxylase-Gens zu
amplifizieren

Zur Sequenzierung eines in den
pSyn-Vektor klonierten Gens
ausgehend vom Promotor

Zur Sequenzierung eines in den
pSynNSlI-Vektor klonierten Gens
ausgehend vom Terminator

Zur Sequenzierung eines in den
pSynNSI-Vektor klonierten Gens
ausgehend vom Terminator

Zur Sequenzierung des
EcoMSBAI-Gens Start der
Sequenzierung ist in der Mitte
des Gens

Zur Sequenzierung eines in den
pBK-Vektor klonierten Gens
ausgehend vom Promotor

Zur Sequenzierung eines in den
pBK-Vektor klonierten Gens
ausgehend vom Terminator

Primer fiir den Nachweis des
Ketolase-Gens in PCC7002 via
PCR

Primer fiir den Nachweis des
Hydroxylase-Gens in PCC7002
via PCR

Primer fiir den Nachweis des
Hydroxylase-Gens aus A.PC-1 in
PCC7002 via PCR

Primer fiir den Nachweis des
EcoMSBAI-Gens in PCC7002 der
»revers” Primer muss dabei je
nach NS ausgewahlt werden
Primer fur den Nachweis des
Phytoen-Synthase-Gens in den
NS von PCC7002 der ,revers”
Primer muss dabei je nach NS
ausgewahlt werden. Das Stamm
eigene PSY-Gen wird hierbei
nicht amplifiziert.
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PCC7002 NSIICrtZ A.PC-1CrtW
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PCC7002 NSIICrtWHis
PCC7002 NI_KanCrtZ A.PC-1His
PCC7002 NSIICrtZHisCrtWHis
PCC7002 NSIICrtZ A.PC-
1HisCrtWHis

PCC7002 NSIICrtWHisCrtZ A.PC-
1His

PCC7002 NSIICrtZGPF
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PCC7002 NSIICrtZ A.PC-1GFP
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PCC7002 pBKpAQ1
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12.6 HPLC-Chromatogramme der Standardsubstanzen
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Abbildung 34: HPLC-Chromatogramm des All-trans-3S,3'S -Astaxanthin-Standards. Die Retentionszeit lag bei 6,96 min. und es wurden
0,005 ug Astaxanthin aufgetragen.
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Abbildung 35: HPLC-Chromatogramm des Zeaxanthin-Standards. Die Retentionszeit lag bei 9,12 min. und es wurden 0,005 ug
Zeaxanthin aufgetragen.
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Abbildung 36: HPLC-Chromatogramm des Canthaxanthin-Standards. Die Retentionszeit lag bei 10,15 min. und es wurden 0,005 pg
Canthaxanthin aufgetragen.
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Abbildung 37: HPLC-Chromatogramm des B-Carotin-Standards. Die Retentionszeit lag bei 19,43 min. und es wurden 0,01 pg B-Carotin
aufgetragen.
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12.7 HPLC-MS Ergebnisse

Die in diesem Abschnitt gezeigten Daten stammen aus der Analyse von Carotinoid-Extrakten durch
die Abteilung fiir Massenspektrometrie des Fachbereichs Chemie der TU Darmstadt und wurden
nicht selbst erzeugt. Es sind zwei Analysen des Stammes Synechococcus sp. PCC7002 NSII CrtW
Brev. CrtZ A.PC-1 dargestellt. Denn in diesen Extrakten musste Adonirubin und Adonixanthin
identifiziert werden.

Mass spectrum

Analysis D:\Data\Kaldenhoff90756 APCI_HPLC_P1-E-2 01 23964. Acquisition Date 21.02.2023 11:29:08
Sample Name  80756_APCI_HPLC lonisation APCI Positive
Method apei_hple_pos_1600.m MassRange  50miz - 1600m/z
Client Greulich_Probe1 Extrakt Operator Rudolph_Finn
Intens <MS, 1.5-2 Omin #108-115
x106]
4] 583.4143
2_
N 491.3515 565.4035 ) || _ 599.4089 628.1940
E CacHsa03, M+nH, 583.4146]
30003 1+ ) )
20003 583.4146 simulisrtes
10003 h Isotopenmuster
3 1
03 CagHs203, M+nH, 565.4040]
30003 1+
20003 5654040 simuliertes
10003 Izotopenmuster
3 |
o3 CaoHs:0s, M+nH, 5973938
10003 1+
20009 597.3938 simulisrtes
10003 | Isotopenmuster
03 ' CacHsa0, M+nH, 551.4247
30003 1+
20003 551.4247 simuliertes
10003 | Isotopsnmuster
0 ' CacHag, M+nH, 537.4455
30003 1+ L
20003 537.4455 simuliesrtes
10003 Isotopenmuster
03 CagH,0s, M+nH, 5813369
30003 1+ ) )
20003 581.3989 simuliertes
1000] h Isotopenmuster
03 CaoHss0y, M+nH, 567.4197]
30003 1+
20003 5674137 simuliertes
10003 ‘ | Isotopenmuster
03 CaoHs<0, M+nH, 553.4404
30009 1+
20003 5534404 simuliertes
10004 ‘ Isotopenmuster
E L
K CaoHseD;, M+nH, 569.4353
30003 1+
20003 5694353 simuliertes
10003 “ Isotopenmuster
480 500 520 540 560 580 500 820 840 660 miz

Mass Specfrometry Facility, Departiment of Chemistry, Technische Universitdt Darmstadt

Instrument: Bruker Impact Il

Abbildung 38: Teilergebnis der Analyse fir Probe 1. In diesem Teil kann Adonixanthin identifiziert werden. Der Vergleich mit simulierten

Ergebnissen, ermoglicht die Identifikation der gefunden Stoffe.
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Analysis D-\Data\Kaldenhofi90756_APCI_HPLC_P1-E-2_01_23964 Acquisition Date 21.02.2023 11:29:08
Sample Name  @0756_APCI_HPLC lonisation APCI Positive
Method apci_hplc_pos_1600.m Mass Range  50m/z - 1600 m/z
Client Greulich_Probe1 Extrakt Operator Rudolph_Finn
Intens. | +MS, 1.6-1.7min #93.99
x10%
44 597.3937
2.
0 535.5440 567.4193 . hi 613.4246 537 4041
E CagHs204, M+nH, 587.3938)
30004 1+
20007 5975338 zimulisrtes
10003 h Isotopenmuster
03 CaoHse, M+nH, 537.4455
30003 1+ . .
000 537.4455 simulisrtes
10001 Isotopenmuster
L
03 CaaHsa0, M+nH, 551.4247]
30004 1+
20001 5514247 simuliertes
10004 Isotopenmuster
L.
03 CaoHs203, M+nH, 565.4040)
3000 1+ ) )
20003 565.4040 simuliertes
10007 | Isotopenmuster
03 CagH3205, M+nH, 581.3989)
20004 1+
20003 5813989 simulisrtes
10007 h. Isotopenmuster
03 ' CagHsaDz, M+nH, 567.4187)
30003 1+
20007 567.4187 zsimulisrtes
10004 |[ Isotopenmuster
03 ' CaoHss0, M+nH, 553.4404)
20004 1+ i muli
simulisrtes
20001 553.4404 srte
10001 \ Isotopenmuster
’ i
E CagHseOz, M+nH, 569.4353)
30004 14
20003 563.4353 simuliertes
10003 Izsotopsnmuster
03 ' CagHsa03, M+nH, 583.4145)
20004 1+
20001 5834148 simuliertes
10003 ‘| Isotopenmuster
480 500 520 540 560 580 600 620 640 660 miz

Mass Spectrometry Facility, Depariment of Chemistry, Technische Universitdt Darmstadt

Instrument: Bruker Impact Il

Abbildung 39: Teilergebnis der Analyse fir Probe 1. In diesem Teil kann Adonirubin identifiziert werden. Der Vergleich mit simulierten

Ergebnissen, ermoglicht die Identifikation der gefunden Stoffe.
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Mass spectrum

Analysis
Sample Name
Method

Client

DAData\KaldenhofM90755 APCI_HPLC P1-E-1_01_23963. Acquisition Date 21.02.202311:12:45

80755 _APCI_HPLC
apci_hplc_pos_1600.m
Greulich_Probe2 Extrakt

lonisation

Mass Range

Operator

APCI Positive
s50m/iz - 1600 miz
Rudolph_Finn

Intens 4
x105

521.5250
L

535.5446 5455601 563.5759
L . i

583.4151

599.4097

+MS3, 2.8-3.3min #160-189

6134254 633.6173

583.4146

CaoHsa0s, M+nH, 583.4146

simulisrtes
Isotopenmuster

1+
581.3989

CagHs:03, M+nH, 581.3589

simuliertes
Isotopenmuster

1+
569.4353

CacHse032, M+nH, 569.4353

simuli=r
Isotopenmu:

1+
597.3938

1L

CapHga0s, M+nH, 597.3938

zimulisertes
Isotopenmuster

1+
537.4455

CapHss, M+nH, 537.4455)

zimulisrtes
Isotopenmuster

1+
551.4247

CaoHsa0, M+nH, 551.4247

imuliertes

[

Isotopenmuster

1+
565.4040

L

CaaHs:032, M+nH, 565.4040|

simulisrtess
Isotopenmuster

1+
567.4197

CaoHsa03z, M+nH, 567.4197

simulisrtes
Isotopenmuster

1+
553.4404

CaoHse0, M+nH, 553.4404

simuliertes
enmuster

530

Mass Specfrometry Facility, Department of Chemistry, Technische Universitat Darmstadt

Abbildung 40: Teilergebnis der Analyse fiir Probe 2. In diesem Teil kann Adonixanthin identifiziert werden. Der Vergleich mit simulierten

Ergebnissen, ermdglicht die Identifikation der gefunden Stoffe.

620 miz

Instrument: Bruker Impact Il

Page 10f 1
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Mass spectrum

Analysis D:\Data\Kaldenhoff90755_APCI_HPLC_P1-E-1_01_23963. Acquisition Date 21.02.202311:12:45
Sample Name  €0755_APCI_HPLC lonisation APCI Positive
Method apci_hplc_pos_1600.m Mass Range 50miz - 1600 miz
Client Greulich_Probe2 Extrakt Operator Rudolph_Finn

Intens. T +M35, 2.3-2 4min #135-138

581.3992

535.5445 663.4536
P - PR PPN PR | KA | AR N f AORA AR 1 L..u.l.._l‘n.l.|.4..hl...., el " ) 691.6594
3 CagHss0s, M+nH, 581.3989)
30003 1+
20003 5813383 simulisertes

10003 | Isotopenmuster

CapHse03z, M+nH, 569.4353]
1+
569.4353 . .

simulisrtes

| Izsotopenmuster

CapHs204, M+nH, 597.3935]

1+
5973938 . .
simulisrtes

Isotopenmuster

CaoHsg, M+nH, 537.4455

1+

537.4455 . .
simulisrtes

| Isotopenmuster

CaoHsa D, M+nH, 551.4247
1+
551.4247 simuliertes
Isotopenmuster

CagHs:03, M+nH, 565.4040|

1+
565.4040

simulisrtces
| Izoctopenmustar
L

CaoHs:0z, M+nH, 567.4197
1+
567.4137 simuliertes
Isotopenmuster

CaoHse0, M+nH, 553.4404)
1+
553.4404 . .

simulisrtes

Isotopenmuster

CapHsaDs, M+nH, 583.4146|
1+
583.4146 . .

simulisertes
Isotopenmuster

475 500 525 550 575 500 625 650 675 miz

Mass Spectrometry Facility. Department of Chemistry, Technische Universitat Darmstadt Instrument: Bruker Impact Il
Page 1of 1

Abbildung 41: Teilergebnis der Analyse fir Probe 1. In diesem Teil kann Adonirubin identifiziert werden. Der Vergleich mit simulierten

Ergebnissen, ermdglicht die Identifikation der gefunden Stoffe.
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12.8Beim Ideenwettbewerb der TU Darmstadt eingereichtes Nebenprojekt

Fiir die Arbeit mit Mikroalgen ist die Uberwachung des Wachstums wichtig. In der Regel wird fiir
die Kontrolle dieses in Fliissigkulturen die Zellzahl, die Trockenmasse oder optische Dichte
bestimmt. Fiir viele Mikroalgen ist das automatisierte Zellenzdhlen noch nicht méglich, da sie fiir
die Zéhlmaschinen zu klein sind. Auch die Trockenmassen-Bestimmung ist fiir die Anwendung in
der wissenschaftlichen Forschung ungeeignet, da zu grof3e Volumina fiir eine sichere Messung
benotigt werden. Die Wachstumsbestimmung mittels optischer Dichte ist daher am weitesten
verbreitet. Diese hat aber das Problem, dass eine Vermessung von Kulturen nur bis zu einem Wert
von eins, ohne Verdiinnung der Probe moglich ist. Die Industrie hat fiir diesen Zweck Sensoren
entwickelt, die die Triibung messen und dadurch auf die optische Dichte, Zellzahl oder
Trockenmasse zuriickschlief3en. Da diese Sensoren jedoch eher fiir die Industrie konzipiert wurden,
sind sie meist nicht umgebungslichtunabhéngig und sehr grof3; denn in der Industrie kommen
solche Sensoren in der Regel in geschlossenen Fermentern mit einer Grofse von mehreren hundert
bis tausend Litern zum Einsatz. Ein weitere Negativpunkt ist, dass diese Sensoren kostspielig sind.
Ein Sensor kostet zwischen 500 und 3000 Euro. In der Forschung werden aber haufig viele Proben
auf einmal kultiviert und so bediirfte es einer ganzen Reihe an Sensoreinheiten.

Das Ziel ist aus diesem Grund, die Entwicklung eines umgebungslichtunabhingigen und
kostengiinstigen Sensors fiir die Uberwachung von vielen Laborreaktoren gleichzeitig.

Der entwickelte Sensor beinhaltet einen Infrarotemitter und eine Photodiode. Emitter und
Photodiode sind aufeinander ausgerichtet. Durch den Lichtstrahl des Emitters erregt, erzeugt die
Photodiode einen zur Intensitit des Lichtstrahls proportionalen Strom. Dieser Strom wird mit einem
Operationsverstarker als Transimpedanzverstdrker in eine messbare Spannung umgewandelt. Mit
steigender Triibung/Zelldichte verringert sich die Lichtintensitit des auf die Photodiode gerichteten
Lichtstrahls. Dadurch wird der erzeugte Strom gemindert, wodurch auch die messbare Spannung
gemindert wird. Der Wert der Spannung wird mit einem hochauflosenden Analog/Digital-Wandler
diskretisiert und als Spannungsdifferenzsignal von einem Mikroprozessor verbarbeitet. Dieser
Mikroprozessor versendet anschlieend die Daten per WLAN an einen Server im selben Netzwerk.
Ein Prototyp ist in Abbildung 42 gezeigt. Zuséitzlich gibt es eine auf ,open sources“ basierende

Software zur Steuerung und Datensicherung.

Abbildung 42: Prototyp des entwickelten Sensors. A) Ubersicht iiber den Messkopf und die Datenverarbeitungs-Platine. B) Verwendung

des Prototyps in einer Synechococcus-Kultur.
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