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Definitionen 

In der Literatur finden sich vielfältige Begriffe, die den Proteintransport innerhalb von Zell-

kompartimenten, über Zellmembranen oder in die extrazelluläre Umgebung von Bakterien 

beschreiben und teilweise kontrovers verwendet werden. Desvaux et al. haben Terminolo-

gien für bakterielle Proteintransportvorgänge vorgeschlagen, die jedoch im Rahmen dieser 

Arbeit nicht ausnahmslos adäquat erscheinen (Desvaux et al., 2004). Aus diesem Grund 

werden kurze Definitionen einiger zentraler Begriffe des Proteintransportes gegeben, die 

nachfolgend Verwendung finden. 

Die Translokation bezeichnet eine aktive Ortsveränderung von Proteinen und wird für den 

gerichteten Transport über eine Membran verwendet. Da gerichtete Translokation in Esche-

richia coli nur über die innere Membran erfolgt, beschreibt der Begriff den Transport in das 

Periplasma. Der Export ist ein ebenfalls aktiver Transportvorgang und daher gleichermaßen 

dem Proteintransport in das Periplasma vorbehalten. 

Sekretion, Exkretion und Freisetzung/Freilassung beschreiben im Rahmen dieser Arbeit 

eine ungerichtete Absonderung zellulärer Proteine an die extrazelluläre Umgebung von 

E. coli und werden synonym verwendet. 
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1 Einleitung 

Das GRAM-negative Enterobakterium Escherichia coli gehört zu den bedeutendsten Orga-

nismen, die in der biotechnologischen Produktion rekombinanter Proteine ihren Einsatz fin-

den. Solche Proteine können beispielsweise pharmazeutische Produkte, als bekannteste 

Beispiele sind hier Insulin und β-Interferon zu nennen, technische Enzyme für die Biokataly-

se oder Futtermitteladditive sein. Insbesondere seit dem jüngsten Aufschwung der „weißen 

(industriellen) Biotechnologie“ haben rekombinante Proteine an akademischer und ökonomi-

scher Relevanz gewonnen. Neben der Kultivierbarkeit zu hohen Zelldichten, den kurzen Ge-

nerationszeiten, der Genügsamkeit bezüglich der Ansprüche an Nährmedien sowie der ein-

fachen genetischen Modifizierbarkeit bietet das Darmbakterium E. coli noch weitere Vorzüge, 

die ihm zu einer Ausnahmestellung verholfen haben. So ist die sichere und unkomplizierte 

Nutzung vieler Stämme durch Einstufung in die Sicherheitsstufe 1 (§7(1); GenTG) möglich, 

da von ihnen „kein Risiko für die menschliche Gesundheit und Umwelt“ ausgeht. Die voll-

ständige Sequenzierung des Genoms stellt darüber hinaus eine entscheidende Grundlage 

für sich ständig erweiternde Ansätze zur gezielten Steuerung zellulärer Stoffflüsse (metabolic 

engineering) dar. 

Diese Vorzüge können jedoch einen grundlegenden Nachteil nicht bedingungslos kompen-

sieren: die ausschließlich intrazelluläre Proteinakkumulation, welche einen Zellaufschluss in 

Verbindung mit der Proteingewinnung zwingend erforderlich macht. Neben dem obligatori-

schen Zellaufschluss und der Kontamination des Produktes durch Wirtsproteine sowie ande-

re zelleigene Stoffe bringt die intrazelluläre Lokalisation weitere entscheidende Nachteile mit 

sich. So unterliegen cytoplasmatische Proteine aufgrund der unzureichenden Trennung von 

zellulären Proteasen einer erhöhten Proteolyse und neigen darüber hinaus zur Bildung un-

löslicher Proteinaggregate, sog. Einschlusskörper (inclusion bodies). Solche inclusion bodies 

sind in der Regel biologisch inaktiv und die unerwünschte Folge einer häufig angestrebten 

starken Proteinexpression, die maximale Ausbeuten garantieren soll. Die Rückfaltung einge-

schlossener Proteine in ihre biologisch aktive Konformation erfordert, sofern möglich, meist 

ein kosten- und zeitintensives De- und Renaturierungsprozedere, das nicht selten mit hohen 

Produktverlusten verbunden ist.  

Demzufolge bedeutet eine Sekretion rekombinanter Proteine in das Medium, d.h. deren ext-

razelluläre Produktion, eine deutliche Vereinfachung für die Gewinnung, Isolierung und Rei-

nigung der Produkte. Der Zellaufschluss wird obsolet und durch die einfache Fest-Flüssig-

Trennung von Zellen und Medium kann bereits ein Großteil verunreinigender Substanzen 
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entfernt werden. Weitergehend ist die Neigung zur Bildung von inclusion bodies reduziert, da 

diese vorwiegend im Cytoplasma der Zellen entstehen.  

Die Lokalisation von Proteinprodukten stellt demnach einen kritischen Faktor für ihre Gewin-

nung dar. Sie sollte bei der Planung moderner Produktionsprozesse entsprechend berück-

sichtigt werden und ist zentraler Untersuchungsgegenstand der vorliegenden Arbeit. Die Zie-

le dieser Arbeit werden im Anschluss an die nachfolgende theoretische Einführung in die 

Thematik erläutert (Abschnitt 3). 
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2 Theorie 

Dieses Kapitel behandelt die theoretischen Grundlagen der Arbeit und gibt einen Überblick 

über den aktuellen Forschungs- und Wissensstand bezüglich des Proteintransports und der 

Proteinsekretion in GRAM-negativen Bakterien.  

 

2.1 Escherichia coli – Aufbau der Zellhülle 

Die Zellhülle GRAM-negativer Bakterien ist aus zwei Zellmembranen aufgebaut, die beidseitig 

der festen Zellwand aus Peptidoglycan angeordnet sind und den periplasmatischen Raum 

abgrenzen. Abb. 2.1 zeigt einen schematischen Aufbau der Zellhülle. 

 

 
Abb. 2.1 Schematischer Aufbau der Zellhülle GRAM-negativer Bakterien. IM, innere Membran; 

ÄM, äußere Membran; IMP, inneres Membranprotein; ÄMP, äußeres Membranporin; LPS, 
Lipopolysaccharid; PL, Phospholipid; Erklärungen erfolgen im Text. Die Abbildung wurde 
aus der Literatur entnommen und modifiziert (Ruiz et al., 2006). 

 

Dabei trennt die innere Membran Cytoplasma und Periplasma, während die äußere Memb-

ran die Zelle von der extrazellulären Umgebung abgrenzt. Beide Membranen bestehen aus 

Lipid-Doppelschichten, wobei die innere Membran ausschließlich aus Phospholipiden und 

die äußere jeweils zur Hälfte aus Phospholipiden und Lipopolysacchariden zusammenge-

setzt ist. Sie enthalten diverse integrale (z.B. Kanalproteine und Porine; in Abb. 2.1 als IMP 

und ÄMP dargestellt) sowie oberflächenassoziierte Proteine, die unter anderem für den ge-
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richteten Stofftransport (Carrier) verantwortlich sind oder die Membranen in der Peptidogly-

canschicht verankern (Lipoprotein). 

 

2.2 Escherichia coli – Proteinexportsysteme 

Seine Zellwand verleiht dem Organismus E. coli mechanische Stabilität und erlaubt, auf-

grund ihrer porösen Struktur, eine weitgehend ungehinderte Passage von Substanzen unter-

schiedlicher Größenspektren. Die beiden flexiblen Zellmembranen stellen hingegen Barrie-

ren für den Im- und Export verschiedenster Substanzen dar. Diese bieten den Zellen einer-

seits Schutz vor unbeabsichtigtem Stoffaustausch, bereiten jedoch andererseits Komplikati-

onen bei der sekretorischen Proteinproduktion. 

Da die Proteinsynthese an den cytoplasmatisch lokalisierten Ribosomen erfolgt, benötigt die 

Zelle spezielle Systeme, welche einen gerichteten und effizienten Proteintransport über die 

Membranen zu Funktionsorten außerhalb des Cytoplasmas gewährleisten. Dazu verfügen 

GRAM-negative Bakterien über die in unterschiedlichen, in Tabelle 2.1 zusammengefassten 

Transportsysteme, von denen einige nur in bestimmten Spezies, nicht jedoch in E. coli vor-

handen sind. Beispiele hierfür sind die sog. Typ IV und Typ V Sekretionssysteme, sowie der 

„main terminal branch“ des Typ II Sekretionssystems. Transportsysteme, die ausschließlich 

in anderen GRAM-negativen Bakterien vorkommen, haben im Rahmen dieser Arbeit keine 

Relevanz. Für eine Revision dieser Systeme sei daher an eine andere Stelle verwiesen 

(Thanassi & Hultgren, 2000). 

 

Tabelle 2.1 Typisierung der verschiedenen Proteinsekretionssysteme GRAM-negativer Bakte-
rien. 

Typ Eigenschaften / Mechanismus Prototyp / Funktion 

I Trans-Zellhüllen-ABC-Transporter α-Hämolysinsekretion 
II „Main terminal branch“ des GSP / 

Porin der äußeren Membran 
Pullulanase-Sekretion durch Klebsiella 

III Pilus-förmiger Transzellhüllen-
transporter 

Begeißelung; 
Injektion von Virulenzfaktoren durch Yersinia 

IV Pilus-förmiger Transzellhüllen-
transporter 

Pertussis-Toxin-Injektion durch Bacillus pertussis 

V Porin der äußeren Membran IgA1-Toxin-Sekretion durch Neisseria gonorrhoeae 

 

Grundsätzlich kann zwischen Systemen unterschieden werden, die Proteine nur über eine 

der beiden Zellmembranen transportieren und solchen, die einen direkten Proteintransport 

durch die gesamte Zellhülle erlauben. 
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In nicht-pathogenen E. coli-Stämmen existieren keine effizienten Systeme, die einen gerich-

teten, einstufigen Proteintransport durch die gesamte Zellhülle erlauben (Pugsley et al., 

1997; Sandkvist & Bagdasarian, 1996). Aus diesem Grund wird zur Proteinsekretion häufig 

eine Zwei-Schritt-Strategie gewählt, bei der die Proteine zunächst aktiv über die innere 

Membran in das Periplasma exportiert und anschließend durch unterschiedliche Verfahren 

aus dem Periplasma in die extrazelluläre Umgebung entlassen werden. Auch im Rahmen 

dieser Arbeit wird auf diese Vorgehensweise zurückgegriffen. Gemäß Abb. 2.2 stellt E. coli 

für den Proteintransport über die innere Membran mit dem Sec- und Tat-Pfad zwei Translo-

kationsmaschinerien zur Verfügung, die auch für Fremdproteine genutzt werden können und 

in diesem Kapitel näher gehend vorgestellt werden. 

 

Cytoplasma Periplasma Medium

Innere
Membran

Äußere
Membran

Tat-Pfad

Sec-Pfad

gefaltet

Prä-Protein

ungefaltet

reifes Protein

reifes Protein

Sec-SP

Tat-SP

 
Abb. 2.2 Proteinmembrantransport in E. coli. Nach der Translation werden Prä-Proteine anhand 

spezifischer Signalpeptide (SP) zu den Translokasen des Sec- oder Tat-Pfades geführt 
und über die innere Membran in das Periplasma exportiert. Bei Sec-Translokation erfolgt 
die Proteinfaltung nach dem Export, bei Tat-Translokation vorher. Eine aktive Sekretion in 
das Medium ist mangels entsprechender Systeme in der äußeren Membran nicht möglich. 

 

In der äußeren Membran bietet E. coli, im Gegensatz zu anderen GRAM-negativen Bakterien, 

keine nativen Proteinexportsysteme. Die Entlassung periplasmatischer Proteine muss dem-

nach auf andere Weise erfolgen. Der Umgang mit diesem Problem ist Gegenstand des Ab-

schnittes 2.3. 

E. coli-eigene Membrantransporter, die bislang im Sinne einer Anwendung für die sekretori-

sche Proteinproduktion nicht überzeugen konnten, finden im Rahmen dieser Arbeit keine 

Berücksichtigung und werden aufgrund der Vollständigkeit in Abschnitt 2.2.3 als weitere Me-

chanismen einführend erläutert.  
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2.2.1 Der generelle Sekretionspfad (Sec) 

Der generelle Sekretionspfad, auch Sec-Pfad (Secretion pathway) genannt, ist das bedeu-

tendste und darüber hinaus am besten untersuchte Proteinexportsystem der inneren Memb-

ran GRAM-negativer Bakterien (Danese & Silhavy, 1998; Economou, 1999; Pugsley, 1993). 

Nach deren Translation werden die Proteine in einem ungefalteten, exportkompetenten Sta-

dium gehalten, zur inneren Membran geleitet und in das Periplasma transportiert, wo die 

endgültige Assemblierung erfolgt. 

Sec-Substrate zeichnen sich durch 18-30 Aminosäuren umfassende Signalpeptide (SP) aus, 

die am N-Terminus des Proteins lokalisiert sind und ihre spezifische Erkennung gewährleis-

ten. In Abb. 2.3 ist der Aufbau dieser SP dargestellt. 

 

 
Abb. 2.3 Schematischer Aufbau eines Sec-Signalpeptids mit n-, h- und c-Region am N-Terminus 

eines Prä-Proteins. Die Spaltstelle der Signalpeptidase ist durch das Blitzsymbol gekenn-
zeichnet. Die Abbildung wurde aus der Literatur entnommen und modifiziert (Meißner, 
2005). 

 

Im Verlauf der Translokation werden diese Signalpeptide durch Signalpeptidasen, die als 

integrale Proteine der inneren Membran vorliegen (Paetzel et al., 1998), anhand spezifischer 

Erkennungssequenzen abgespalten (prozessiert), wodurch die Vorläufer- oder Prä(kursor)-

Proteine in ihre reife Form überführt werden. Sie bestehen aus drei konservierten Motiven 

(Cristobal et al., 1999a; Izard & Kendall, 1994): einem basischen, positiv geladenen N-

terminalen Abschnitt (n-Region), einem zentralen, hydrophoben α-helikalen Segment (h-

Region) und einem hydrophilen, C-terminalen Abschnitt, der die Schnittstelle der Signalpep-

tidase beinhaltet (c-Region). 

 

An der Translokation Sec-abhängiger Proteine sind mindestens acht Proteine beteiligt, die in 

drei eigenständigen Komplexen (SecAB, SecYEG und SecDF/YajC) organisiert sind. Abb. 

2.4 erläutert den Ablauf der Sec-Translokation und die Beteiligung dieser Proteinkomplexe. 
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Abb. 2.4 Schematischer Ablauf der Sec-Translokation. SecABDEFGY/YajC, Proteine des Sec-

Translokons; SRP, signal recognition particle; TF, trigger factor. Erläuterungen erfolgen im 
Text. Die Abbildung wurde aus der Literatur entnommen und modifiziert (Beha, 2003). 

 

Noch während der ribosomalen Synthese verhindert ein trigger factor (TF) die frühzeitige 

Faltung naszierender Proteine und hält diese in einer transportkompetenten Konformation 

(Beck et al., 2000). Dies ermöglicht eine Übernahme des ungefalteten Proteins durch das 

Chaperon SecB und verhindert gleichzeitig die Bindung des Sec-Substrats an das mit dem 

Sec-Pfad konkurrierende signal recognition particle (Hesterkamp et al., 1996) (siehe auch 

Abschnitt 2.2.3). 

SecB ist ein cytoplasmatisches Homotetramer, das in der Funktion eines exportspezifischen 

Chaperons agiert. Es stabilisiert die ungefaltete Form von Sec-Substraten (Watanabe & Blo-

bel, 1989) und verhindert dadurch die Faltung in eine exportinkompetente Form (Collier et 

al., 1990). Nach der Translation tragen die Signalpeptide zunächst selbst zu einer Verzöge-

rung der Faltung bei und verschaffen SecB dadurch Zeit für die Bindung (MacIntyre et al., 

1991). Da SecB auch an denaturierte Proteine bindet, wird davon ausgegangen, dass des-

sen Interaktion mit Sec-Vorläuferproteine nicht von der Spezifität ihrer Signalpeptide abhängt 

(Randall et al., 1997). Darüber hinaus vermittelt SecB die Übergabe des transportierbaren 

Proteins an SecA, die periphere Untereinheit der Sec-Translokase, welche eine Bindestelle 

hoher Affinität für SecB aufweist und die spezifische Erkennung des Signalpeptides über-

nimmt (Fekkes et al., 1997; Miller et al., 1998). 
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SecA fungiert als homodimeres Shuttle-Protein zwischen Cytoplasma und Cytoplasma-

membran und geleitet den Komplex aus Präprotein, SecB und SecA zur membranintegralen 

Translokationspore SecYEG (Duong et al., 1997; Matsumoto et al., 1997; Nishiyama et al., 

1999). Nach Adsorption des Komplexes an den Translokationsapparat wird der Translokati-

onsprozess initiiert. Dabei übernimmt SecA zunächst das Vorläuferprotein von SecB, wo-

durch dieses nicht länger benötigt und aus dem Komplex entlassen wird (Fekkes et al., 1998; 

Fekkes et al., 1997). SecA verfügt über zwei ATP-Bindestellen unterschiedlicher Affinität und 

nutzt die Energie des ATP um den Membrantransport anzutreiben (Economou et al., 1995; 

Economou & Wickner, 1994). Dies geschieht in einem wiederholten zweistufigen Prozess 

(Economou & Wickner, 1994; Matsumoto et al., 1998; Matsumoto et al., 1997; van der Wolk 

et al., 1998): (1) Die ATP-Bindung führt zu einer Rekonfiguration von SecA, die dem Protein 

eine Insertion in die proteinöse Ringstruktur aus SecY und SecE ermöglicht, welche die Se-

cA/Präprotein-Struktur vor den hydrophoben Bedingungen der Membran schützt (Joly & 

Wickner, 1993). Dabei wird das Präprotein teilweise in das Periplasma transferiert und das 

Signalpeptid durch die Signalpeptidase abgespalten. (2) Unter Hydrolyse des gebundenen 

ATPs erfolgt eine Deinsertion von SecA aus dem SecYE-Ring, während der das Substrat 

seine Position nicht verändert. Durch wiederholte ATP-Bindung und SecA-

Insertion/Deinsertion wird das Zielprotein somit schrittweise in das Periplasma transloziert 

und beginnt dort mit der Faltung. Dieser ATP-getriebene SecA-Zyklus wird durch die Proto-

nen-motorische-Kraft (ΔµH+) zusätzlich stimuliert (Nishiyama et al., 1999). 

Während des Translokationsprozesses erfolgt simultan zum SecA-Zyklus eine gekoppelte, 

alternierende Topologieinversion des mit SecYE assoziierten Proteins SecG (Nishiyama et 

al., 1996). Diese vereinfacht den Insertions-/Deinsertionsprozess, stellt jedoch keine zwin-

gende Voraussetzung für den Transport dar (Bost & Belin, 1997). Auch die Mitwirkung des 

SecDF-Komplexes ist eher unterstützend als essentiell. SecDF stabilisiert membraninsertier-

tes SecA und verhindert dadurch eine frühzeitige, revers orientierte Deinsertion des Sub-

strats. Dies erhöht die Effizienz des Transportvorgangs (Duong & Wickner, 1997).  

 

Durch Fusion Sec-abhängiger Signalpeptide an den N-Terminus rekombinanter Proteine 

können diese, unter Voraussetzung der Kompatibilität mit der Translokase, in das Periplas-

ma gelangen. Einige Beispiele für die erfolgreiche Sec-Translokation rekombinanter Proteine 

in E. coli sind in Tabelle 2.2 aufgelistet. 
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Tabelle 2.2 Einige Beispiele für die Sec-Translokation rekombinanter Proteine. (tPA, tissue 
plasminogen activator; hGH, human growth hormone) 

Protein Ursprung (Referenz) 

hGH human (Uchida et al., 1997) 
Cytochrom P4501A1 human (Kaderbhai et al., 2000) 
Endostatin murin (Xu et al., 2002) 
tPA human (Qiu et al., 1998) 
Interleukin-2 human (Halfmann et al., 1993) 
Proinsulin human (Mergulhao et al., 2003) 

 

2.2.2 Die Zwillingsarginin-Translokation (Tat) 

Die Zwillingsarginin-Translokation (twin arginine translocation, Tat) ist neben dem Sec-Pfad 

das zweite Proteintransportsystem in der Cytoplasmamembran von E. coli. Da die Existenz 

dieses Translokationspfades erst seit einigen Jahren bekannt ist, steht eine abschließende 

Aufklärung seines Transportmechanismus’ noch aus. 

Der zentrale Unterschied zum Sec-Pfad besteht in der Fähigkeit des Tat-Pfades vollständig 

gefaltete Proteine zu exportieren. Natürliche Substrate des Tat-Pfades sind häufig Cofaktor-

führende Redoxproteine, die eine Chaperon-assistierte, cytoplasmatische Assemblierung 

erfordern. Auch heterooligomere Proteine, von denen nur eine Untereinheit über ein Signal-

peptid verfügt, werden durch den Tat-Pfad exportiert (Rodrigue et al., 1999). In beiden Fällen 

ist eine Translokation durch den Sec-Pfad, mit anschließender Assemblierung im Periplas-

ma, nicht möglich. Wiederum andere Proteine falten zu schnell oder zu stark, um von SecB 

in einer elongierten Form gehalten werden zu können und erfordern die Exportkompetenz 

des Tat-Translokons (Berks, 1996). 

Die Fähigkeit der Zwillingsarginin-Translokation zum Export gefalteter Proteine ist aus bio-

technologischer Sicht von besonderer Relevanz, da mit dem Tat-Pfad ein alternatives Ex-

portsystem für solche Proteine zur Verfügung steht, die keine periplasmatische Faltung er-

lauben und daher nach Transport über den Sec-Pfad keine biologische Aktivität erlangen.  

 

Tat-Substrate verfügen über N-terminale Signalpeptide, die durch ihre n-, h- und c-Region 

eine homologe dreiteilige Struktur im Vergleich zu Sec-Signalpeptiden aufweisen (Abb. 2.5). 

Sie werden demnach ebenfalls als Vorläuferproteine synthetisiert, die noch einer abschlie-

ßenden Prozessierung durch Signalpeptidasen bedürfen. Tat-SP tragen im Gegensatz zu 

Sec-SP im Übergangsbereich zwischen n- und h-Region ein charakteristisches und hoch-

konserviertes Sequenzmotiv, in dem zwei invariante und unmittelbar benachbarte Arginine 

vorkommen, denen der Translokationspfad seinen Namen verdankt (Berks et al., 2000; Sar-
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gent et al., 1998). Sequenzanalysen verschiedener Tat-SPs ermöglichten die Identifikation 

des Konsensus-Erkennungsmotivs (S/T)-R-R-x-F-L-K in dem, neben den beiden invarianten 

Argininen, die übrigen Aminosäuren mit einer Häufigkeit von mindestens 50% vertreten sind 

(Berks, 1996). 

 

 
Abb. 2.5 Schematischer Aufbau eines Tat-Signalpeptids am N-Terminus eines Prä-Proteins. Die 

n-Region beinhaltet das charakteristische Doppelarginin-Motiv. Die h-Region ist im Ver-
gleich zu Sec-SP weniger hydrophob und die c-Region positiv geladen. Die Spaltstelle der 
Signalpeptidase ist durch das Blitzsymbol gekennzeichnet. Die Abbildung wurde aus der 
Literatur entnommen und modifiziert (Meißner, 2005). 

 

Mit einer Länge von durchschnittlich 40 bis maximal 58 Aminosäuren sind Tat-SP deutlich 

länger als die Sec-abhängiger Proteine (Bokranz et al., 1991; Cristobal et al., 1999a). Neben 

dem essentiellen RR-Motiv bestehen weitere Unterschiede zwischen Sec- und Tat-SP, die 

den beiden Membrantransportern eine Unterscheidung erlauben. So ist die zentrale h-

Region von Tat-SP weniger hydrophob und die hydrophile c-Region wesentlich polarer sowie 

positiv geladen (Cristobal et al., 1999a; Wexler et al., 1998). Diese positive Ladung entschei-

det letztlich über die Favorisierung der Tat-Route, da die Sec-Translokation keine basischen 

Aminosäuren im C-terminalen Bereich von SP erlaubt (Geller et al., 1993). Sie stellt somit ein 

„Sec-Verhinderungs“(Sec-avoidance)-Motiv dar (Blaudeck et al., 2003; Stanley et al., 2000). 

Demzufolge wird die Wahl des Translokationspfades nicht allein durch das RR-Motiv be-

stimmt. 

 

An der Tat-Translokation sind die vier Proteine TatA, TatB, TatC, und TatE beteiligt (Berks et 

al., 2003). Diese Proteine werden konstitutiv synthetisiert, was die physiologische Relevanz 

des Transportsystems dokumentiert (Jack et al., 2001). TatE ist ein zu TatA homologes Pro-

tein, das für die Translokation nur in Abwesenheit oder bei Defekt von TatA benötigt wird 

(Sargent et al., 1998). Mit TatD existiert noch ein weiteres Protein, das jedoch nicht Bestand-

teil der Tat-Translokase ist, sondern eine cytoplasmatische Desoxyribonuklease darstellt 

(Wexler et al., 2000). 

Abb. 2.6 zeigt die Organisation der Tat-Translokase in der Cytoplasmamembran und be-

schreibt den Ablauf der Translokation. 
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Abb. 2.6 Schematischer Ablauf der Tat-Translokation. (a) Organisation der Tat-Proteine TatABC 

in der Cytoplasmamembran in inaktivem Zustand. (b) Erkennung und Bindung des SP ei-
nes Tat-Substrats (blau) durch TatBC. (c) Assoziation von TatBC/Präprotein mit TatA, ge-
trieben durch die Protonen-motorische-Kraft (ΔµH+). (d) Translokation des Tat-Substrats 
durch die variable TatA-Pore und Abspaltung des SP. Die Dissoziation von TatBC-
Komplex und TatA-Oligomer überführt die Translokase wieder in den Ausgangszustand. 
Die Abbildung wurde aus der Literatur entnommen und modifiziert (Palmer et al., 2005). 

 

Die Tat-Proteine bestehen aus ein bis sechs α-Helices, welche die Proteine in der Membran 

verankern. Im ruhenden Zustand, d.h. in Abwesenheit von Tat-Substraten, liegen Komplexe 

aus je einem Molekül TatB und TatC solitär vor (Bolhuis et al., 2001; de Leeuw et al., 2002; 

Sargent et al., 2001). Bei Erkennung und Bindung eines Tat-Substrates durch den TatBC-

Komplex (Buchanan et al., 2002; Jongbloed et al., 2000) erfolgt eine Assoziation mit der aus 

TatA-Oligomeren bestehenden Translokationspore, die durch die Protonen-motorische-Kraft 

(ΔµH+) angetrieben wird. In Abhängigkeit der Größe des zu exportierenden Proteins werden 

zunehmend TatA-Moleküle durch das Translokon rekrutiert, so dass eine Pore variablen 

Durchmessers entsteht, die den Transport gefalteter Proteine über ein weites Größenspekt-

rum erlaubt (Mori & Cline, 2002). 

Die Energetisierung des Tat-Translokons erfolgt ausschließlich durch den Protonengradien-

ten über die Cytoplasmamembran, so dass eine ATP-Hydrolyse wie beim Sec-Transport 

nicht erfolgt (Alami et al., 2002; Mould & Robinson, 1991). Aus diesem Grund arbeitet der 

Tat-Apparat wesentlich langsamer als die Sec-Translokase und wird durch die Zelle, trotz 

des geringeren Energiebedarfs, weniger frequent genutzt (Santini et al., 1998). Bioinformati-
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sche Sequenzanalysen ergaben, dass nur ca. 6% aller bekannten oder vorhergesagten Zell-

hüllenproteine über Tat-Signalpeptide verfügen (Palmer et al., 2005). 

 

Analog zum Sec-Pfad kann auch der Tat-Pfad für die periplasmatische Produktion rekombi-

nanter Proteine durch N-terminale Fusion eines Tat-SPs genutzt werden. Tabelle 2.3 enthält 

eine beispielhafte Auflistung einiger heterologer Proteine, die durch den Tat-Apparat erfolg-

reich transloziert werden. 

 

Tabelle 2.3 Einige Beispiele für die Tat-Translokation rekombinanter Proteine. (hGH, human 
growth hormone) 

Protein Ursprung (Referenz) 

hGH human (Hsiung et al., 1989) 
Alkalische Phosphatase Thermus thermophilus (Angelini et al., 2001) 
Maltosebindeprotein E. coli  (Blaudeck et al., 2003) 

GFP Aequorea victoria (Barrett et al., 2003; Santini et 
al., 2001; Thomas et al., 2001) 

β-Glycosidase Thermus thermophilus (Gerard et al., 2002) 
β-Galaktosidase E. coli  (Stanley et al., 2002) 

 

In Fusionsstudien mit heterologen Reporterproteinen und Tat-SP wurde gezeigt, dass diese 

nach inkorrekter Faltung nicht in das Periplasma transportiert werden (DeLisa et al., 2003), 

während ein Transport unzureichend gefalteter nativer Tat-Substrate weiterhin möglich ist 

(Hynds et al., 1998). Für einige Cofaktor-führende Tat-Substrate konnten cytoplasmatische 

Chaperone identifiziert werden, die spezifisch an deren Signalpeptide binden (Jack et al., 

2004; Oresnik et al., 2001; Pommier et al., 1998). Durch Abschirmung der SP verhindern sie 

eine Interaktion der Präproteine mit der Tat-Translokase bevor die Cofaktor-Insertion abge-

schlossen ist (Hatzixanthis et al., 2005; Sargent et al., 2002). Aufgrund dieser Erkenntnisse 

wurde für die Tat-Translokation sowohl ein Mindestmaß an Faltung, als auch eine interne 

Qualitätskontrolle postuliert (DeLisa et al., 2003). 

 

2.2.3 Weitere Proteintransportmechanismen 

Neben den bereits vorgestellten Proteinexportmechanismen existieren in E. coli noch weitere 

Transportsysteme, die theoretisch für die sekretorische Produktion rekombinanter Proteine 

genutzt werden können. Sie sind jedoch entweder nicht universell einsetzbar, auf bestimmte 

pathogene E. coli-Stämme beschränkt, oder aufgrund einer geringen Transporteffizienz nur 

wenig geeignet und haben daher bislang keine vergleichbare Beachtung, wie die bereits be-

schriebenen Systeme erfahren. 
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Das Signal Recognition Particle (SRP) 

Das SRP steht in Konkurrenz bzw. in Komplementation zum ersten Abschnitt des Sec-

Pfades (Luirink & Sinning, 2004). Es besteht aus dem Ffh-Protein und einer 4,5 S RNA 

(Poritz et al., 1990). Das SRP kann SP-exponierende Proteine unmittelbar nach der Transla-

tion übernehmen, sofern diese nicht durch den trigger factor gebunden werden (Hesterkamp 

et al., 1996) und dadurch in den Sec-Pfad gelangen. Das SRP vermittelt einen Transport zur 

Cytoplasmamembran, in dem es spezifisch an das membranintegrale Protein FtsY bindet 

(Gill & Salmond, 1990). Die meisten Substrate des SRP sind Proteine, die nach dem Kontakt 

von SRP und FtsY in die Cytoplasmamembran integriert werden (Cristobal et al., 1999b). 

Das SRP kann seine „Fracht“ jedoch auch an die SecYEG-Pore weiterleiten und damit eine 

SecB-analoge Funktion übernehmen. Demnach kann das SRP einen Teil des Sec-Pfades 

komplementierten, wenn SecB nicht zur Verfügung steht. Im Sinne einer sekretorischen Pro-

teinproduktion bietet es keine Vorteile gegenüber dem Sec-Pfad. 

 

Die α-Hämolysin-Sekretion (Typ I) 

Die α-Hämolysin-Sekretion gehört zur Gruppe der Typ I Sekretionssysteme und ist auf be-

stimmte pathogene E. coli-Stämme beschränkt (Binet et al., 1997). In diesen Stämmen wird 

das Humantoxin α-Hämolysin aus dem Cytoplasma direkt in das Medium entlassen 

(Wandersman & Delepelaire, 1990). Der Transport erfolgt durch einen ABC-Transporter 

(ABC, ATP binding cassette), der die gesamte Zellhülle durchspannt und das Substrat an-

hand eines spezifischen C-terminalen Signalpeptids identifiziert (Thanabalu et al., 1998). 

Aufgrund ihrer Pathogenität werden diese Stämme in der Biotechnologie bis heute gemie-

den. Neben weiteren Beispielen konnte die erfolgreiche Verwendung der TypI-Sekretion für 

die extrazelluläre Proteinproduktion anhand des humanen Interleukin 6 (Li et al., 2002), der 

β-Galactosidase aus E. coli (Kenny et al., 1991), der alkalischen Phosphatase aus E. coli 

(Gentschev et al., 1990) und humanen single chain-Fv-Antikörperfragmenten (scFv) 

(Fernandez et al., 2000) durch N-terminale Fusion an das α-Hämolysin gezeigt werden. 

 

Das flagellare Typ III Sekretionssystem (TTSS) 

Das Typ III Sekretionssystem (type three secretion system, TTSS) dient in seiner nativen 

Funktion der Begeißelung von E. coli, d.h. der Ausbildung des Flagellums (Blocker et al., 

2003). Dabei werden Flagellin (FliC) und andere proteinöse Bausteine des Flagellums durch 

einen das Periplasma durchspannenden Proteintunnel transportiert und an das Ende des 

wachsenden Flagellums angeheftet (Minamino & Namba, 2004). Mutationen im FliD-Protein, 
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welches die abschließende Kappe des Flagellums bildet, führen zu einer unvollständigen 

Ausbildung der Geißel und zur FliD-Sekretion in die extrazelluläre Umgebung. Durch Fusion 

heterologer Proteinen an mutiertes FliD kann dieser Effekt zur sekretorischen Produktion 

genutzt werden (Majander et al., 2005). Das Verfahren zeigt sich jedoch nicht universell ein-

setzbar, d.h. nur für den Transport bestimmter Proteine geeignet. So konnten das grünfluo-

reszierende Protein (vgl. Abschnitt 2.4.4), eine α-Enolase aus S. pneumoniae und das Adhe-

sin Peb1 aus C. jejuni erfolgreich sekretiert werden, während andere, nicht näher spezifizier-

te Fusionsproteine intrazellulär akkumulierten (Majander et al., 2005). Darüber hinaus sind 

die extrazellulären Proteinkonzentrationen vergleichsweise gering (1-15 mg L-1). 

 

Das YebF-Carrierprotein 

YebF ist ein kleines periplasmatisches Protein (10,8 kDa), das über den Sec-Pfad exportiert 

wird. Trotz seiner periplasmatischen Lokalisation werden aus bislang unbekannter Ursache 

jedoch nicht nur das Protein selbst, sondern auch Fusionsproteine aus YebF und heterolo-

gen Proteinen verstärkt im Medium entsprechender E. coli-Kulturen nachgewiesen (Zhang et 

al., 2006). Die Sekretionseffizienz auf Basis dieses Carrierproteins zeigte sich jedoch gering, 

so dass der überwiegende Anteil einer rekombinanten α-Amylase aus B. subtilis intrazellulär 

verblieb. 

 

2.3 Freisetzung periplasmatischer Proteine 

Für die Produktion rekombinanter Proteine stellt die Periplasma-Translokation nicht nur ei-

nen wichtigen ersten Schritt auf dem Weg in das Medium dar, sondern bietet noch weitere 

Vorteile gegenüber einer cytoplasmatischen Expression. 

So enthält das Periplasma signifikant weniger Proteasen und trägt dadurch zu einer erhöhten 

Stabilität des Produktes bei (Choi & Lee, 2004; Gottesman, 1996). Darüber hinaus ist die 

Proteinlöslichkeit im Periplasma aufgrund der abweichenden Redox-Bedingungen erhöht, 

was die Bildung von inclusion bodies signifikant reduziert (Bowden et al., 1991). Des Weite-

ren ist die Konzentration kontaminierender Wirtsproteine im Periplasma vergleichsweise ge-

ring und beträgt nur ca. 4-8% des zellulären Gesamtproteins (Holland et al., 1990). In einigen 

Fällen kann die Überexpression periplasmatischer Proteine, aus unbekannter Ursache, be-

reits zu einer anteiligen spontanen Sekretion in das Medium führen (Badyakina & Nesmeya-

nova, 2005; Georgiou et al., 1988; Neitzel, 1999; Pages et al., 1987). 

Da die rein diffusive Sekretion auf sehr kleine Peptide bis ca. 600 Da begrenzt ist (Nikaido, 

1992) und geeignete Proteinexportsysteme in der äußeren Membran von E. coli nicht ver-
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fügbar sind, erfordert die Gewinnung periplasmatischer Proteine deren forcierte Freilassung, 

die durch in- oder externe Eingriffe erfolgen kann.  

Dazu wurden unterschiedliche Verfahren entwickelt, die in der Permeabilisierung der äuße-

ren Membran eine Gemeinsamkeit haben. Chemische, physikalische oder enzymatische 

Freisetzungsverfahren im Anschluss an die Kultivierung sind häufig unspezifisch und harsch 

und bieten aufgrund des zusätzlichen Aufwandes keinen ausschlaggebenden Vorteil gegen-

über einem Zellaufschluss (Naglak et al., 1990). Folglich wurde durch eine Reihe biologi-

scher Ansätze versucht, die Membran gezielter zu permeabilisieren. 

Eine Option stellen sog. leaky-Mutanten dar, die im Aufbau ihrer äußeren Membran gestört 

sind und kontinuierlich periplasmatische Proteine in das Medium sekretieren (Lazzaroni & 

Portalier, 1981). Diesen Stämmen liegen Defekte in der Synthese von Lipopolysacchariden, 

Lipoproteinen und/oder Proteinen der äußeren Membran zugrunde, die zu einer signifikanten 

Restriktion der Viabilität solcher E. coli-Stämme führen. Damit verbunden sind Probleme bei 

der Kultivierung dieser leaky-Mutanten, was ihren technischen Einsatz meist ausschließt 

(Ray et al., 2002). Eine weitere Möglichkeit besteht in der Expression membrandestabilisie-

render Proteine, die eine Porenbildung in der äußeren Membran hervorrufen und dadurch 

eine unspezifische Freisetzung periplasmatischer Protein bewirken (Baty et al., 1987). Dieser 

Kategorie gehören beispielsweise die Bacteriocin freisetzenden Proteine (BRP) (van der Wal 

et al., 1995b), Lyseproteine von Phagen (Dabora & Cooney, 1990) und der PAS-Faktor aus 

Vibrio vulnificus (Tokugawa et al., 1994a; Tokugawa et al., 1994b) an. Dabei sind BRP die 

am häufigsten eingesetzten Proteine. Sie werden auch im Rahmen dieser Arbeit genutzt. 

 

2.3.1 Bacteriocin freisetzende Proteine (BRP) 

Bacteriocine sind antibiotisch wirkende Proteine, die von einigen Bakterien produziert wer-

den. Ihre Wirkung beschränkt sich auf eng verwandte Spezies und gewährt den Bakterien 

Vorteile unter kompetitivem Wachstum (de Graaf & Oudega, 1986).  

Es sind sechzehn unterschiedliche Bacteriocine bekannt, die aus verschiedenen Organis-

men stammen und nach ihrem bakteriellen Ursprung benannt sind. Die bekanntesten Vertre-

ter sind die Colicine aus E. coli, die Cloacine aus Enterobacter cloacae, die Pesticine aus 

Yersinia pestis sowie die Vibriocine aus Vibrio cholerae (Brandis, 1975; Reeves, 1965). Bac-

teriocine unterscheiden sich nicht nur in ihrer Herkunft, sondern auch in ihrem Wirkmecha-

nismus, d.h. der Ursache ihrer Toxizität. So finden sich unter ihnen beispielsweise Nuklea-

sen, Lipasen und Inhibitoren der Zellwandsynthese. 

Um bacteriocinogene Organismen vor der Bacteriocinaktivität zu schützen, werden diese 

stets in Verbindung mit spezifischen Immunitätsproteinen co-synthetisiert (van den Elzen et 

al., 1980). Diese binden meist an die aktiven Zentren der Bacteriocine und blockieren da-
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durch deren Aktivität (de Graaf & Klaasen-Boor, 1977). Da Bacteriocine ihre Toxizität erst 

innerhalb des Zielorganismus entfalten können, müssen sie zunächst in die extrazelluläre 

Umgebung sekretiert und anschließend durch die „Opfer-Zelle“ aufgenommen werden. Die 

Aufnahme der Bacteriocine erfolgt durch spezifische Rezeptoren auf der Zelloberfläche, de-

nen sie sich als Subtratanaloga präsentieren (Nikaido, 1992; Nikaido, 1993). 

Aus biotechnologischer Sicht ist die vorherige Sekretion allerdings wesentlich interessanter. 

Diese geschieht unter Beteiligung sog. Bacteriocin freisetzender Proteine (bacteriocin re-

lease proteins, BRP), auch „Lysis“- oder „Kil“-Proteine genannt (Luirink et al., 1987; Oudega 

et al., 1982). BRP werden nach ihren zugehörigen Bacteriocinen bezeichnet. Sie sind, wie in 

Abb. 2.7 gezeigt, zusammen mit Bacteriocinen und Immunitätsproteinen in plasmidcodierten 

Genclustern organisiert und stellen somit eine optionale genetische Ausstattung ihrer Wirts-

organismen dar (de Graaf & Oudega, 1986; Pugsley, 1984). 

 

 
Abb. 2.7 Gencluster einiger Bacteriocine, ihrer Immunitätsproteine (IP) und BRP. Die Bacterio-

cingene sind in blau dargestellt, Immunitätsproteine in grün und BRP in orange. Die Pfeil-
orientierung gibt die Richtung der Transkription an. Die Expression der Bacteriocine erfolgt 
durch die Promotoren P1. IP und BRP werden durch die Promotoren P2 und/oder P3 expri-
miert, insofern sie nicht ebenfalls der Regulation von P1 unterliegen. T1-3 geben die 
Transkiriptionsterminatoren an. Die Aktivierung des Promotors P1 und damit der Bacterio-
cin-Expression erfolgt durch die SOS-Antwort (Little & Mount, 1982). P2 und P3 sind konsti-
tutive Promotoren. Eigene Darstellung in Anlehnung an die Literatur (van der Wal et al., 
1995b). 

 

BRP weisen in ihrer Primärstruktur starke Homologien auf. So unterscheiden sich beispiels-

weise. die reifen Anteile der Colicin E1 und Cloacin DF13 BRP in nur zwei der 28 Aminosäu-

ren (Hakkaart et al., 1981; Yamada et al., 1982). Dies macht sie bezüglich der Bacterio-

cinfreisetzung untereinander funktionell austauschbar (Pugsley & Schwartz, 1983).  
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Mit einer Länge von 45-52 Aminosäuren sind BRP kleine Lipoproteine (ca. 5 kDa), die über 

N-terminale Signalpeptide verfügen (van der Wal et al., 1995b). Sie werden über den Sec-

Pfad in das Periplasma transportiert und erfahren im Zusammenhang mit der Prozessierung 

durch die Signalpeptidase eine Lipidmodifikation am N-Terminus des reifen Proteins. Den 

Ablauf der Lipoproteinreifung erläutert Abb. 2.8. (Hayashi & Wu, 1985; Wu & Tokunaga, 

1986). Diese Lipidmodifikation erlaubt dem reifen BRP (ca. 3 kDa) eine Integration in die 

äußere Membran (Cavard et al., 1989; Luirink et al., 1988; Oudega et al., 1984). 
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Abb. 2.8 Ablauf der Lipoproteinreifung. Nachdem ein Diglycerid auf das Cystein an der Spaltstel-

le des Prolipoproteins übertragen wird, kann die Typ II Signalpeptidase vor dem Cystein 
spalten. Durch N-terminale Acylierung wird das Diglycerid Lipoprotein in die reife Form ge-
bracht. Die Signalpeptide werden nach Abspaltung proteolytisch verdaut. Die Zahlen ge-
ben die Aminosäurepositionen relativ zum Beginn des reifen Proteins an. Eigene Darstel-
lung in Anlehnung an die Literatur (Sankaran & Wu, 1994; Wu & Tokunaga, 1986). 

 

Im Gegensatz zu anderen Sec-Substraten werden Lipoproteine wie BRP durch eine alterna-

tive Signalpeptidase prozessiert. Die Reifung „normaler“ Sec- und Tat-Substrate erfolgt 

durch die Typ I Signalpeptidase (SPase I), welche C-terminal der spezifischen Erkennungs-

sequenz Ala-x-Ala schneidet. Lipoproteine durchlaufen eine Prozessierung durch die Typ II 

SPase, welche das Konsensusmotiv Leu-Ala(Ser/Val)-Gly(Ala)-Cys, das auch als „Lipobox“ 

bezeichnet wird, erkennt (Tokunaga et al., 1982). SPase II schneidet innerhalb der Lipobox 

unmittelbar vor dem Cystein. Während der Reifung wird zunächst ein Diglycerid-Rest auf das 
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Cystein in der Erkennungssequenz des Prolipoproteins übertragen. Diese Modifikation ist 

eine Voraussetzung für die Spaltung durch die SPase II, welche eine weitere Acylierung des 

N-terminalen Cysteins ermöglicht und die abschließende Maturation des Liporoteins darstellt 

(Sankaran & Wu, 1994). Lipoproteine können sowohl in die innere als auch äußere Membran 

integrieren. Die Entscheidung über die finale Lokalisation wird durch die Aminosäure strom-

abwärts des Cysteins (Position +2) getroffen (Matsuyama et al., 1997). Bestimmte Amino-

säuren werden durch das periplasmatische Carrier-Protein LolA erkannt, das Lipoproteine an 

den korrespondierenden Rezeptor LolB in der äußeren Membran übergeben und somit de-

ren Integration in diese Membran herbeiführen kann. Dieses Verfahren erfolgt auch bei BRP. 

 

Die doppelschichtige äußere Membran von E. coli besteht jeweils zur Hälfte aus Lipopoly-

sacchariden und Phospholipiden. Reife BRP verursachen eine Störung der äußeren Memb-

ran, in dem sie einen Austausch der Lipopolysaccharide gegen Phospholipide hervorrufen 

(Dekker et al., 1999). Wie Abb. 2.9 zeigt, erhöht diese Modifikation die Fluidität der Membran 

und ermöglicht eine Dimerisierung der outer membrane phospholipase A (OMPLA) aufgrund 

vereinfachter lateraler Beweglichkeit ihrer Monomere (Dekker, 2000; Snijder et al., 1999). 

Dimere OMPLA wird unter Bindung von Ca2+ aktiviert und kann die fehlerhafte Präsenz von 

Phospholipiden in der äußeren Hälfte der Membran erkennen sowie korrigieren (Dekker et 

al., 1997; Snijder et al., 2001). Dadurch kommt es unter Freisetzung von Fettsäuren und Ly-

sophospholipiden zu einer partiellen Degradation der Membran, die einen diffusiven Ausfluss 

periplasmatischer Proteine erlaubt. Diese Sekretion periplasmatischer Proteine ist semi-

spezifisch, da nicht alle Proteine gleichermaßen in das Medium entlassen werden (Snijder & 

Dijkstra, 2000). Aufgrund der lokalen Membrandegradation wird die Fluidität der Lipiddoppel-

schicht erhöht, was die OMPLA-Assoziation und den Membranabbau zusätzlich erleichtert. 

 

Da die Bacteriocine selbst nicht über Signalpeptide verfügen, war lange Zeit unklar, wie die-

se trotz cytoplasmatischer Lokalisation durch die perforierte äußere Membran gelangen kön-

nen, ohne vorher die innere Membran zu überqueren. Obwohl der verantwortliche Mecha-

nismus noch immer nicht vollständig aufgeklärt ist, gilt es inzwischen als sicher, dass die 

Freisetzung von Bacteriocinen einer Interaktion der reifen BRP in der äußeren Membran mit 

ihren noch in der Sec-Pore stabil verweilenden Signalpeptiden bedarf (van der Wal et al., 

1994). Es wird davon ausgegangen, dass die Interaktion zwischen BRP und Signalpeptid 

einen Kontakt und eine temporäre Fusion der inneren und äußeren Membran ermöglicht. 

Dadurch entsteht eine Trans-Zellhüllenpore, durch die Bacteriocine direkt aus dem Cy-

toplasma nach außen freigesetzt werden (Luirink et al., 1991). Die Mechanismen der Spezifi-

tät dieses Bacteriocintunnels, d.h. der Vermeidung einer Sekretion sämtlicher cytoplasmati-

scher Proteine, sind nicht bekannt. Bei Austausch des nativen stabilen BRP-SPs gegen ein 
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instabiles Signalpeptid anderen Lipoproteinursprungs erfolgt keine Bacteriocinfreisetzung 

(van der Wal et al., 1995c). Diese kann jedoch unter Expression des nativen SPs als separa-

ter Einheit wiederhergestellt werden, was die Beteiligung des SPs an der Bacteriocinsekreti-

on beweist. Die als Begleiterscheinung auftretende Entlassung periplasmatischer Proteine 

bleibt von dem SP-Austausch unbeeinflusst.  

 

 
Abb. 2.9 Ablauf der BRP-vermittelten Membrandegradation. (A) OMPLA liegt monomer und 

inaktiv in der äußeren Membran vor. (B) Der BRP-verursachte Austausch von Lipopolysac-
chariden gegen Phospholipide erhöht die Beweglichkeit der OMPLA-Monomere. (C) Unter 
Kontakt zweier Monomere und Bindung von Ca2+ (schattierte Kreise) erfolgt eine Dimerisie-
rung. (D) Aktive, dimere OMPLA lysiert lokal die Phospholipid-Doppelschicht. (E) Pe-
riplasmatische Proteine (PP) werden diffusiv nach außen entlassen. Die Abbildung wurde 
aus der Literatur übernommen und modifiziert (Snijder & Dijkstra, 2000). 

 

2.3.2 Sekretion periplasmatischer Proteine durch BRP-Coexpression 

BRP lösen eine Degradation der äußeren Membran aus, in dem sie, durch Einführung von 

Phospholipiden, die Aktivität einer membranintegralen Phospholipase stimulieren. Mit Aus-

nahme der Stellen, an denen eine Interaktion zwischen reifem BRP und Signalpeptid bzw. 

zwischen innerer und äußerer Membran erfolgt, werden periplasmatische Proteine durch die 

permeabilisierte Membran semispezifisch in die Umgebung entlassen (van der Wal et al., 

1995d). Dieser Effekt kann grundsätzlich zur sekretorischen Produktion rekombinanter Prote-

ine genutzt werden, insofern diese zuvor über den Sec- oder Tat-Pfad in das Periplasma 

exportiert wurden. Während für die extrazelluläre Proteinproduktion auf Basis des Tat-Pfades 
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bislang keine Daten vorliegen, konnte eine Reihe Sec-translozierter Proteine durch BRP-

Beteiligung erfolgreich in das Medium entsprechender E. coli-Kulturen entlassen werden 

(Choi & Lee, 2004; Shokri et al., 2003). Beispiele einiger solcher Proteine sind in Tabelle 2.4 

zusammengestellt. Wie die Tabelle zeigt, liegt die maximale Größe bislang durch BRP-

Nutzung freigesetzter Proteine im Bereich von 75 kDa. Dies gibt Hinweise auf eine mögliche 

Obergrenze der Größe durch BRP freisetzbarer Proteine. 

 

Tabelle 2.4 Einige Beispiele für rekombinante Proteine, die nach Sec-Translokation durch 
BRP-Beteiligung in die extrazelluläre Umgebung sekretiert werden. Die Proteine 
sind aufsteigend nach ihrer Molmasse sortiert. (hGH, human growth hormone) 

Protein Ursprung Molmasse 
[kDa] (Referenz) 

hGH human 21 (Hsiung et al., 1989) 

Chaperon FaeE E. coli 25 (van der Wal et al., 1995d) 

β-Glucanase B. amyloliquefaciens/B. 
subtilis (hybrid) 

26 (Miksch et al., 1997b) 

Alkalische Pro-
tease 

B. stearothermophilus 27 (Fu et al., 2003) 

β-Lactamase E. coli 29 (Yu & San, 1992) 

Penicillinase Bacillus cereus 33 (Aono, 1989a) 

α-Galaktosidase Guar-Pflanze 40 (van der Wal et al., 1995a) 

Phytase E. coli 46 (Kleist et al., 2003) 

Alkalische 
Phosphatase 

E. coli 46 (Aono, 1989b) 

α-Amylase Bacillus sp. 55 (Yu & San, 1992) 

Hybridchaperon 
(Fae)2-FaeG 

E. coli 75 (van der Wal et al., 1995d) 

 

Für den BRP-Einsatz zur sekretorischen Proteinproduktion eignen sich besonders BRP-

Varianten mit instabilen Signalpeptiden. Diese verhindern einerseits die Ausbildung von 

trans-envelope-Poren und erhöhen dadurch die Anzahl verfügbarer Poren für die Sekretion 

periplasmatischer Proteine (Luirink et al., 1991). Andererseits ist die Verstopfung der Sec-

Translokase mit proteolytisch stabilen BRP-Signalpeptiden reduziert (van der Wal et al., 

1992). Ein Beispiel für solche BRP ist die als LppBRP bezeichnete Variante des Cloacin 

DF13 BRP, welche mit dem SP des E. coli Murein Lipoprotein (Lpp) modifiziert ist und auch 

im Rahmen dieser Arbeit zum Einsatz kommt (van der Wal et al., 1995d). 

Die Überexpression von BRP führt zu einem Phänomen, welches als „Quasi-Lyse“ bezeich-

net wird und sich in einer Abnahme der Kulturtrübung niederschlägt (van der Wal et al., 

1995b). Dieser Effekt von BRP ist vollkommen unabhängig von der Bacteriocin-Aktivität und 

tritt auch bei solitärer BRP-Expression auf. Die schädigende Veränderung der äußeren 

Membran (BRP-Toxizität) stellt ein Begleitphänomen der Proteinsekretion bei starker BRP-
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Expression dar und hindert die Zellen am Wachstum (van der Wal et al., 1995b). Anstelle 

einer Stagnation der Kulturtrübung durch Erliegen des Wachstums wird häufig sogar eine 

Reduktion der Trübung beobachtet, welche auf die Membrandegradation und die Freilassung 

periplasmatischer Proteine zurückgeführt wird. Da die BRP-Toxizität in der Regel keine voll-

ständige Zelllyse (Freisetzung cytoplasmatischer Proteine) hervorruft (Miksch et al., 1997b; 

van der Wal et al., 1995d; Yu & San, 1992), wird die Reduktion der Kulturtrübung als „Quasi-

Lyse“ bezeichnet. Obwohl die tatsächliche Zelllyse meist vernachlässigbar ist, stellt die BRP-

Toxizität ein gravierendes Problem bei der Nutzung von BRP dar. Das vorzeitige Erliegen 

des bakteriellen Wachstums schlägt sich in reduzierten (extrazellulären) Produktkonzentrati-

onen nieder. Aufgrund ihrer Toxizität muss die BRP-Coexpression daher streng kontrolliert 

ablaufen. Generell sind mit der schwachen konstitutiven Expression und der starken Expres-

sion bei hohen Biomassekonzentrationen zwei unterschiedliche Expressionsstrategien denk-

bar. Die Problematik der konstitutiven Expression wird bereits durch den Mangel entspre-

chender Literaturstellen zur erfolgreichen Etablierung eines solchen Verfahrens dokumen-

tiert. Für die Expression bei hohen Zelldichten zeigten sich stationärphasenabhängige Pro-

motoren, die ihre Aktivität bei Erschöpfung des wachstumslimitierenden Substrats entfalten, 

als interessante Option (Miksch et al., 1997a). Dabei ist die Regulation der Promotoraktivität 

jedoch oft nicht stringent, so dass die BRP-Expression stark von der Komposition des Medi-

ums und den Kultivierungsbedingungen abhängt, wodurch die Induktion ggf. frühzeitig her-

vorgerufen werden kann. 

 

2.4 Modellproteine für die sekretorische Produktion 

Untersuchungen zur extrazellulären Proteinproduktion mit GRAM-negativen Bakterien erfor-

dern den Einsatz von Proteinen, die durch das gewählte Sekretionsverfahren in das Kultur-

medium gelangen können. Zu wissenschaftlichen Zwecken bieten sich dafür vor allem Mo-

dellproteine an, die aufgrund ihrer Funktion oder anderer Charakteristika einfach nachgewie-

sen werden können. Solche Proteine werden als Reporterproteine bezeichnet. Dies sind 

häufig Enzyme, deren Aktivität direkt oder indirekt anhand ihrer Substratumsetzung bestimmt 

wird. Insofern verfügbar, werden dafür bevorzugt künstliche, chromophore Substrate einge-

setzt, die eine einfache photometrische Bestimmung erlauben. Idealerweise heben sich die 

phänotypischen Signale der Reporter deutlich von Hintergrundsignalen ab und ermöglichen 

dadurch deren präzise Quantifizierung. Im Falle der vorliegenden Arbeit wird die Reporter-

quantifizierung zur Ermittlung der Proteinlokalisation eingesetzt. Im Folgenden werden die 

Modellproteine, die in dieser Arbeit zur Überwachung oder Vereinfachung der sekretorischen 

Proteinproduktion zum Einsatz kommen, vorgestellt. 
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2.4.1 Die alkalische Phosphatase 

Die alkalische Phosphatase (AP) (EC 3.1.3.1) aus E. coli ist ein periplasmatisches Enzym, 

welches durch das phoA-Gen chromosomal codiert und über den Sec-Pfad exportiert wird. 

Das Protein weist eine Molmasse von 49 kDa in der Prä-Form und 46 kDa in der reifen Form 

nach Prozessierung des Signalpeptids auf. Es wird in seinem ursprünglichen Kontext unter 

Phosphatmangel synthetisiert und spaltet anorganische Phosphatreste von verschiedenen 

phosphorylierten Molekülen ab.  

Aktive AP liegt als Homodimer vor (McCracken & Meighen, 1980), wobei die Dimerisierung 

eine vorherige Ausbildung zweier intramolekularer Disulfidbrücken erfordert (Abb. 2.10) 

(Sone et al., 1997; Torriani, 1968).  

 

 
Abb. 2.10 Quartärstruktur des AP-Dimers. Pfeile kennzeichnen die Positionen der Disulfidbrücken 

(www.expasy.org; modifiziert). 

 

Disulfidbrücken können in E. coli aufgrund des erforderlichen oxidierenden Milieus nur im 

Periplasma ausgebildet werden. Cytoplasmatisch lokalisierte AP ist daher inaktiv, solange 

die Redoxbedingungen des Cytoplasmas durch die verantwortlichen Systeme aufrecht erhal-

ten werden (Bessette et al., 1999; Derman & Beckwith, 1991). Dies macht die AP zu einem 

optimalen Reporter für die Periplasmatranslokation und die anschließende Sekretion in das 

Medium (Aono, 1989b). 

Ein Export der AP über den Tat-Pfad nach Austausch des nativen Sec-SPs gegen ein Tat-

SP ist nicht möglich. Durch eine postulierte Qualitätskontrolle des Tat-Translokons wird die 

unter den reduzierenden Bedingungen des Cytoplasmas fehlerhaft gefaltete AP am Export 

gehindert (DeLisa et al., 2003). Das AP-Präprotein verbleibt dann inaktiv im Cytoplasma. 
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AP katalysiert die Umsetzung des künstlichen Substrats p-Nitrophenylphosphat (pNPP) zu p-

Nitrophenol (pNP), ein photometrisch detektierbares Chromophor, das eine Quantifizierung 

dieses Reporterenzyms erlaubt. 

Alkalische Phosphatasen werden in der Molekularbiologie häufig zur Dephosphorylierung 

linearer Nukleinsäuren eingesetzt. Dies kann zur Verhinderung der Vektorreligation bei der 

molekularen Klonierung oder zur Vorbereitung für eine radioaktive Markierung mit P32-

Isotopen erforderlich sein. Demnach kann eine effiziente sekretorische Produktion und die 

damit verbundene vereinfachte Gewinnung alkalischer Phosphatasen durchaus von ökono-

mischem Interesse sein. 

 

2.4.2 Die β-Lactamase 

Die β-Lactamase (Bla) (EC 3.5.2.6) ist ein in E. coli periplasmatisch vorliegendes Enzym, 

welches in vielen GRAM-negativen und -positiven Bakterien vorkommt (Richmond & Sykes, 

1973; Wang & Benkovic, 1998). Die im Rahmen dieser Arbeit eingesetzte β-Lactamase hat 

eine Molmasse von 32 kDa (Präprotein) bzw. 29 kDa (reife Form). Sie wird über den Sec-

Pfad transloziert und vermittelt Resistenz gegenüber β-Lactam-Antibiotika wie z.B. Ampicillin 

oder Penicillin (Beha et al., 2003). β-Lactamasen setzen die künstlichen chromophoren Sub-

strate PADACTM, Nitrocefin und CENTATM um (Jones et al., 1982a; Jones et al., 1982b; O -

Callaghan et al., 1972) und können daher auch als quantifizierbare Reporter für die Protein-

sekretion dienen. 

Bei Überexpression wird die β-Lactamase trotz periplasmatischer Lokalisation auch verstärkt 

im Medium entsprechender E. coli-Kulturen gefunden (Georgiou et al., 1988). Eine erhöhte 

β-Lactamase-Freisetzung in das Kulturmedium unter BRP-Expression konnte bereits gezeigt 

werden (Yu & San, 1992), so dass sich dieses Enzym zur Dokumentation der Proteinsekreti-

on durch BRP-Expression eignet. 

 

2.4.3 Die Ribonuklease Ba (Barnase) 

Die Ribonuklease Ba (RNase Ba; Barnase) (EC 3.1.27) aus dem GRAM-positiven Bacillus 

amyloliquefaciens gehört zu einer Familie aus ca. 25 mikrobiellen extrazellulären RNasen 

(Condon & Putzer, 2002; Hill et al., 1983). Sie hydrolysiert Ribonukleinsäuren und stellt dem 

Bakterium dadurch Substrate für den Nukleinsäurestoffwechsel zur Verfügung (Hahnen et 

al., 2000). Das reife Protein weist eine Molmasse von 12 kDa auf und ist über einen großen 

pH- (3-10) und Temperaturbereich (≤ 50 °C) stabil (Hartley, 1977). Die Barnase benötigt we-

der Cofaktoren noch enthält sie Disulfidbrücken (Nishimura & Nomura, 1958; Paddon & Hart-
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ley, 1987). Demnach kann das Protein grundsätzlich sowohl cyto-, als auch periplasmatisch 

(bzw. bei GRAM-negativen extrazellulär) seine aktive Konformation erhalten. Cytoplasmati-

sche Aktivität muss jedoch aufgrund der letalen Degradation zellulärer RNA zwingend ver-

mieden werden, was durch Coexpression des assoziierten Inhibitors Barstar gewährleistet 

wird (Deyev et al., 2003; Hartley, 1988). Barstar ist ein ebenfalls kleines (10 kDa), cytoplas-

matisch lokalisiertes Protein ohne Signalpeptid, welches am Export der RNase nicht beteiligt 

ist (Deyev et al., 2003; Paddon & Hartley, 1987; Paddon et al., 1989). Die Inhibition erfolgt 

durch Ausbildung eines festen, nicht-kovalenten Barnase-Barstar-Komplexes, der eine ioni-

sche Interaktion der basischen Barnase (pI 9,5) mit dem sauren Barstar (pI 4,5) zugrunde 

liegt (Hartley, 1989; Lee & Tidor, 2001). Dabei wird das aktive Zentrum der Barnase sterisch 

blockiert (Abb. 2.11). 

 

 
Abb. 2.11 3-D-Struktur der Barnase (a) und des Barnase-Barstar-Komplexes (b). Die Abbildung 

wurde aus der Literatur übernommen und modifiziert (Huang et al., 1999; Lee & Tidor, 
2001). 

 

Die Unabhängigkeit der Barnase von Disulfidbrücken und Cofaktoren und die damit verbun-

dene Faltungsfähigkeit im Cyto- und Periplasma lässt eine Sekretion sowohl auf Basis des 

Sec- als auch des Tat-Pfades möglich erscheinen und macht die Barnase zu einem interes-

santen Reporter für den Proteinexport durch E. coli. Bei Nutzung der Barnase als Reporter-

protein kann die RNA-Hydrolyse zur photometrischen Quantifizierung genutzt werden. Ob-

wohl das Reaktionsoptimum der Barnase bei pH 8,5 liegt (Hartley, 1989; Martin et al., 1999), 

wird die Messung häufig bei pH 5 durchgeführt, da RNase und Inhibitor bei diesem pH dis-

soziiert vorliegen (Rushizky et al., 1964). 

Bei Überexpression der Barnase in E. coli wurde, ähnlich des im Zusammenhang mit der β-

Lactamase beschriebenen Phänomens, eine erhöhte Sekretion in das Kulturmedium beo-

bachtet (Hartley, 1988). 
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RNAsen werden primär in der Molekularbiologie zur Abreicherung von RNA während der 

DNA-Isolierung und -Reinigung eingesetzt. Rekombinante RNasen sind insbesondere bei 

der Produktion von DNA-Vakzinen und Plasmid-DNA für die Gentherapie von Interesse, da 

sie die häufig gebräuchliche bovine RNase A ersetzen können und damit den pharmazeuti-

schen  Qualitätsanforderungen bezüglich der bovinen spongiformen Enzephalopathie (BSE) 

gerecht werden (Voss et al., 2006). Es konnten aber auch antitumorale Wirkeigenschaften 

für RNasen beobachtet werden, so dass pharmazeutische Einsatzmöglichkeiten ebenfalls 

untersucht werden (Laccetti et al., 1994). Demnach sind RNasen von ökonomischer Rele-

vanz. 

 

2.4.4 Das grünfluoreszierende Protein (GFP) 

Das grünfluoreszierende Protein (GFP) stammt aus der Quallenart Aequorea victoria 

(Shimomura et al., 1962). Unter Anregung mit UV-Licht zeigt das 27 kDa große Protein eine 

charakteristische Grünfluoreszenz, der es seine Bezeichnung verdankt (Morise et al., 1974; 

Prasher et al., 1992). Die Anregungs- und Emissionsmaxima des Proteins liegen bei 

λEx = 395 nm bzw. λEm = 509 nm (Tsien, 1998). Das Protein ist, wie durch Abb. 2.12 doku-

mentiert, in einer hohlzylindrischen Struktur aus β-Faltblättern organisiert, die das fluoropho-

re Zentrum von der Umgebung abschirmen (Ormö et al., 1996; Yang et al., 1996). 

 

 
Abb. 2.12 Tertiärstruktur (a) und Absorptions-/Emissionsspektrum (b) des GFP. (a) β-Faltblätter 

(grün) bilden einen Hohlzylinder („β-Fass“), der eine α-Helix (rot/gelb) beherbergt. Die α-
Helix beinhaltet das fluorophore Zentrum (Kugel und Stab-Darstellung). (b) Absorptions-
spektrum (blau) mit Maxima bei 395 nm, bzw. 470 nm und Emissionsspektrum (grün) mit 
Maximum bei 509 nm. Die Abbildung wurde aus der Literatur entnommen und modifiziert 
(Brejc et al., 1997; Chalfie et al., 1994). 

 

Bis zur Exposition der Fluoreszenz durchläuft das GFP eine sauerstoffabhängige, autokata-

lytische Reifung (Cubitt et al., 1995). 
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GFP eignet sich aufgrund seiner exponierten C- und N-Termini ideal als Fusionspartner für 

Proteinlokalisationsstudien. Inzwischen existiert eine Vielzahl gentechnisch erzeugter GFP 

Varianten, die veränderte Absorptions-/Emissionsspektren aufweisen (Heim et al., 1994), 

schneller reifen (Andersen et al., 1998), eine erhöhte Fluoreszenz zeigen (Cormack et al., 

1996; Crameri et al., 1996) oder einer erhöhten Proteolyse unterliegen (Andersen et al., 

1998). Im Rahmen dieser Arbeit wird eine als GFPuv bezeichnete Variante mit bis zu 45fach 

verstärkter Fluoreszenz verwendet (Crameri et al., 1996). 

In E. coli erfordert die Ausbildung der Fluoreszenz eine cytoplasmatische Proteinfaltung, so 

dass der Transport über den Sec-Pfad nicht möglich ist (Feilmeier et al., 2000). Der Tat-Pfad 

erlaubt jedoch einen Export in das Periplasma (Santini et al., 2001; Thomas et al., 2001), 

was das GFP zu einem möglichen Sekretionsreporter auf Basis des Tat-Pfades macht. Die 

BRP-vermittelte Sekretion periplasmatischen GFPs in das Medium wurde bislang jedoch 

noch nicht gezeigt bzw. untersucht.  

 

2.4.5 Das Maltosebindeprotein (MBP) 

Das Maltosebindeprotein (MBP) ist kein Reporterprotein im klassischen Sinne, da es über 

keine einfach messbaren Eigenschaften verfügt. Es kann zwar durch einen kommerziell ver-

fügbaren Antikörper (NewEnglandBiolabs) immunologisch detektiert werden, seinem Wert für 

die Proteinproduktion liegen jedoch andere Charakteristika zugrunde. 

Das Protein stammt aus E. coli und ist dort periplasmatisch lokalisiert, wobei der Export 

durch den Sec-Pfad erfolgt (Kellermann & Szmelcmann, 1974). Als eines von wenigen be-

kannten Proteinen kann MBP nach Austausch des nativen gegen ein Tat-abhängiges Sig-

nalpeptid auch über den Tat-Pfad in das Periplasma gelangen (Blaudeck et al., 2003). MBP 

enthält keine Cysteine und bildet daher keine Disulfidbrücken aus (Bedouelle & Duplay, 

1988). Diese Eigenschaft ist vermutlich für die Exportkompetenz mit dem Tat-Pfad verant-

wortlich und macht das MBP zu einem idealen Fusionspartner, sowohl für rekombinante Pro-

tein, die eine periplasmatische, als auch solche, die eine cytoplasmatische Faltung erfordern. 

MBP bindet das Disaccharid Maltose und andere Maltodextrine durch Erkennung der α-1,4-

glykosidischen Bindung (Abb. 2.13) und ist an der zellulären Aufnahme dieser Kohlenstoff-

quellen beteiligt (Shuman, 1982). Die Dissoziationskonstante des nativen MBP beträgt für 

Maltose Kd = 1,2 µM (Telmer & Shilton, 2003). Das Protein adsorbiert jedoch auch an län-

gerkettige α-1,4-Glucane wie z.B. Amylose und kann dadurch zur Affinitätsreinigung von 

Fusionsproteinen aus MBP und Zielproteinen genutzt werden (Ferenci & Klotz, 1978). Ent-

sprechende Verfahren sind etabliert (Maina et al., 1988; Riggs, 2000) und werden von der 

Firma NewEnglandBiolabs in einer Komplettanwendung kommerziell vertrieben (pMAL™ Pro-

tein Fusion and Purification System). 



  THEORIE 

  27 

 
Abb. 2.13 Tertiärstruktur des Maltosebindeproteins ohne (A) und mit (B) gebundener Maltose, 

deren Bindestelle sich im Übergangsbereich zwischen den beiden Domänen (grau und 
blau) befindet. Weitere Erläuterungen erfolgen im Text. Die Abbildung wurde aus der Lite-
ratur übernommen und modifiziert (Medintz & Deschamps, 2006). 

 

MBP liegt als 43,4 kDa großes Monomer vor (reife Form: 40,7 kDa) (Bedouelle & Duplay, 

1988). Das Protein ist in zwei Domänen organisiert, die über ein Gelenkmotiv, welches die 

Maltosebindstelle beherbergt, verbunden sind. Unter Assoziation von Maltose oder verwand-

ten α-1,4-Glucanen verändert es seine Konformation, indem die Domänen am Gelenk zu-

sammenklappen (Medintz & Deschamps, 2006).  

Natives, chromosomal codiertes MBP wird aufgrund der Genregulation durch Substratinduk-

tion nur in Anwesenheit von Maltose verstärkt gebildet (Kellermann & Szmelcmann, 1974). 

Eine geringe basale Expression ist jedoch auch in Abwesenheit zu beobachten. Dies gilt 

insbesondere unter Glucosemangel, wenn die Katabolitrepression nicht aktiv ist (Schlegel et 

al., 2002). 

 

Neben den bereits beschriebenen Qualitäten bietet das MBP noch zwei weitere Vorteile. Es 

kann als Fusionspartner zu einer deutlichen Erhöhung der Proteinlöslichkeit beitragen und 

dadurch der Bildung von inclusion bodies entgegenwirken (Kapust & Waugh, 1999). Weiter-

hin erfolgen Adsorption und Desorption unter physiologischen Bedingungen, so dass die 

Verwendung von MBP als Affinitätspartner eine schonende Aufreinigung rekombinanter Pro-

teine ermöglicht. 



  THEORIE 

  28 

2.5 Das Arabinoseoperon araBAD und der Arabinosepromotor 
PBAD 

Das Arabinoseoperon araBAD und sein Promotor PBAD nehmen in dieser Arbeit eine zentrale 

Position im Zusammenhang mit der Expression von BRP ein. Die physiologische Relevanz 

des Operons und des Arabinosestoffwechsels, sowie die Besonderheiten der Genregulation 

durch den PBAD-Promotor werden daher kurz vorgestellt. 

In E. coli sind an der Verstoffwechselung der Kohlenstoffquelle Arabinose, neben den vier 

Transporterproteinen AraFGHJ (Schleif, 1969), drei Enzyme beteiligt, die in einem gemein-

samen Operon (araBAD) codiert sind (Abb. 2.14) (Gross & Englesberg, 1959).  

 

(a) 

 
 

(b) 

L-Arabinose
(Cytoplasma)

L-Arabinose
(Medium)

L-Arabinose-
Transporter
(AraEFGH)

L-Arabinose-
Isomerase

(AraA)
L-Ribulose

L-Ribulose-5-
phosphat

L-Ribulose-
phosphat-
Epimerase

(AraD)D-Xylose-5-
phosphat

Pentosephosphat-Weg

L-Ribulokinase
(AraB)

 
Abb. 2.14 Genetische (a) und enzymatische (b) Organisation des Arabinoseoperons und Ara-

binosemetabolismus’. (a) AraC wird konstitutiv durch PC transkribiert. Es dient als L-
Arabinose-abhängiges Regulatorprotein für die Expression der araBAD-Strukturgene durch 
PBAD. (b) Die Enzymprodukte der drei Gene araBAD sind an der Umsetzung der C-Quelle 
L-Arabinose zu D-Xylose-5-phosphat beteiligt, welches in den Pentose-Phosphat-Weg ein-
fließt. Abbildungsteil (a) wurde aus der Literatur übernommen und modifiziert (Schleif, 
2003). 

 

Die Gene der Transportproteine sind auf dem E. coli-Chromosom separiert vom araBAD-

Operon lokalisiert (Horazdovsky & Hogg, 1989; Lee et al., 1986). Da das Aufnahme- und 

Stoffwechselsystem in E. coli spezifisch für L-Arabinose ist, beziehen sich entsprechende 
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Stellen dieser Arbeit grundsätzlich auf die L-Form des Saccharids. Nach dem Transport in 

das Cytoplasma wird L-Arabinose unter Beteiligung der Enzyme L-Arabinose-Isomerase (A-

raA), L-Ribulokinase (AraB) und L-Ribulosephosphat-Epimerase (AraD) zu L-Ribulose, L-

Ribulose-5-phosphat und schließlich zu D-Xylose-5-phosphat umgesetzt, welches in den 

Pentosephosphat-Weg (Glycolyse) einfließt. L-Arabinose ist daher eine potente Kohlenstoff-

quelle für das Bakterium. Die Expression der zentralen Gene araBAD des Arabinosemetabo-

lismus erfolgt durch den gemeinsamen Promotor ParaBAD, der auch kurz als PBAD bezeichnet 

wird (Johnson & Schleif, 1995). Der Promotor wird durch das Regulatorprotein AraC reguliert 

(Casadaban, 1975; Englesberg et al., 1965), dessen Gen benachbart von araBAD lokalisiert 

ist, jedoch über einen eigenen Promotor unabhängig und konstitutiv exprimiert wird. Wie in 

Abb. 2.15 gezeigt, fungiert AraC dabei in Abwesenheit von Arabinose als Transkriptions-

repressor. In Anwesenheit von Arabinose kann es die Transkriptionsrepression nicht nur 

aufheben, sondern zusätzlich verstärken, in dem es durch eine Positionsveränderung auf der 

DNA die Bindung der RNA-Polymerase vereinfacht (Englesberg et al., 1969a; Englesberg et 

al., 1969b).  

 

 
Abb. 2.15 Regulationsmechanismus des Arabinoseoperons araBAD. (A) In Abwesenheit des 

Induktors Arabinose bilden Homodimere des AraC-Regulator-Proteins eine Schleife in der 
DNA aus, die den PBAD-Promotor für die RNA-Polymerase sterisch blockiert. (B) Unter A-
rabinosebindung (rote Kugeln) durchläuft das AraC-Dimer eine Konformationsänderung, 
und bindet dadurch an zwei benachbarte Positionen unmittelbar vor PBAD. Die DNA-
Schleife und löst sich auf und ermöglicht die Bindung der Polymerase an PBAD. Die Bin-
dung wird durch die gemeinsame Präsenz von AraC und CAP drastisch vereinfacht. Weite-
re Erläuterungen im Text. Die Abbildung wurde aus der Literatur übernommen und modifi-
ziert (Schleif, 2003). 
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Unmittelbar vor dem PBAD-Promotor liegt eine CAP-Bindestelle, die auf Basis des 

cAMP/CAP-Mechanismus’ (Katabolitrepression) die überflüssige araBAD-Expression in An-

wesenheit der energetisch günstigeren Kohlenstoffquelle Glucose verhindert. Im inaktiven 

Zustand bindet ein AraC-Homodimer an die beiden weit (210 bp) auseinander liegenden 

Bereiche I1 und O2 stromaufwärts des PBAD-Promotors (Seabold & Schleif, 1998). Dadurch 

bildet sich eine Schleifenstruktur in der DNA aus, die den Promotor durch sterische Hinde-

rung unzugänglich für die RNA-Polymerase macht (Schleif, 1992). Unter Arabinosebindung 

erfährt das AraC-Dimer eine Rekonfiguration, wodurch die O2-Bindestelle frei und die I2-

Bindestelle besetzt wird (Schleif, 2003). Aufgrund der nun unmittelbar benachbarten Lokali-

sation beider AraC-Moleküle löst sich die DNA-Schleife auf und der PBAD-Promotor wird zu-

gänglich. Die AraC-Assoziation mit dem stromaufwärts von PBAD anliegenden I2-Bereich sti-

muliert dabei die Bindung der Polymerase zusätzlich (Zhang et al., 1996).  

Die ambivalente Eigenschaft des AraC-Regulators, gleichermaßen als Transkriptionsrepres-

sor und -verstärker fungieren zu können, erlaubt extreme Unterschiede zwischen basaler 

und induzierter Transkription der araBAD-Gene. Aufgrund dieser Eigenschaft wird der PBAD-

Promotor häufig zur Expression heterologer Proteine genutzt. Dazu wurde der araC-PBAD-

Bereich des Operons in eine Reihe von Plasmiden kloniert, die als pBAD-Vektoren bekannt 

sind und auch in dieser Arbeit verwendet werden (Guzman et al., 1995). Durch Einsatz von 

Arabinose in Subsättigungskonzentration lässt sich die Genexpression über einen Bereich 

bis zum 1200fachen des reprimierten Zustandes modulieren. 
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3 Ziele der Arbeit 

Natürlicherweise sekretieren E. coli K12 sowie Abkömmlinge dieses gefahrlos einsetzbaren 

Stammes aktiv keine Proteine in das Kulturmedium. Das Bakterium stellt jedoch verschiede-

ne Proteintransportsysteme zur Verfügung, die nach entsprechender Modifikation oder durch 

ergänzende gentechnische Maßnahmen theoretisch zur sekretorischen Produktion rekombi-

nanter Proteine genutzt werden können. Praktisch erwiesen sich die Systeme als unter-

schiedlich geeignet und wurden gemäß ihrer biotechnologischen Relevanz in den vorausge-

henden Abschnitten vorgestellt. 

Das am häufigsten verwendete, da am universellsten und effizientesten einsetzbare Verfah-

ren basiert auf der in Abb. 3.1 dargestellten Zwei-Schritt-Sekretion, bei der die Proteine zu-

nächst durch die zelleigenen Transporter des Sec- und Tat-Pfades in den periplasmatischen 

Raum exportiert und anschließend durch Coexpression von Bacteriocin freisetzenden Prote-

inen (bacteriocin release proteins, BRP) semi-spezifisch in das Medium entlassen werden 

(Choi et al., 2000; Park et al., 1999; Swartz, 2001; Weikert et al., 1998). Dieses Verfahren ist 

der zentrale Bestandteil der vorliegenden Arbeit.  

 

Cytoplasma Periplasma Medium

Innere
Membran

Äußere
Membran

Prä-Protein

Tat-Pfad

Sec-Pfad
ungefaltet

gefaltet

BRP

reifes Protein

reifes Protein

Sec-S
P

Tat-SP

 
Abb. 3.1 Extrazelluläre Proteinproduktion mit E. coli durch Nutzung Bacteriocin freisetzender 

Proteine (BRP). Zunächst werden die rekombinant eingeführten Proteine durch die Trans-
lokasen des Sec- oder Tat-Pfades über die innere Membran in das Periplasma exportiert. 
Die Coexpression von BRP verursacht eine Permeabilisierung der äußeren Membran, 
durch die periplasmatische Proteine diffusiv in das Kulturmedium gelangen können. 
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Das Ziel bestand in der Entwicklung neuer Strategien zur extrazellulären Gewinnung rekom-

binanter Proteine mit E. coli durch Nutzung der BRP-Coexpression. Dabei sollte insbesonde-

re dem Problem der BRP-Toxizität, die zu einem Erliegen des bakteriellen Wachstums 

(„Quasi-Lyse“) führen kann, begegnet werden. Dazu sollten verschiedene molekularbiologi-

sche und prozesstechnische Ansätze verfolgt werden.  

Auf molekularbiologischer Ebene sollten unterschiedliche BRP bezüglich ihrer Toxizität und 

ihrer Funktionalität, d.h. der Fähigkeit zur Förderung der Proteinsekretion, verglichen wer-

den. Durch molekulare Veränderung der BRP war eine mögliche Entkopplung von Toxizität 

und Sekretionsaktivität zu untersuchen. In Kooperation mit dem Institut für Technische Che-

mie der Universität Hannover sollte die Reaktion der Zelle auf BRP-Aktivität durch Analyse 

der Genexpression untersucht werden, um Hinweise für Optimierungsansätze auf zellulärer 

Ebene zu erhalten. 

Die Optimierung auf prozesstechnischer Ebene bestand in einer Steuerung der BRP-

Expression, so dass eine maximale Proteinsekretion in das Medium bei minimaler Beeinflus-

sung des Wachstumsprozesses erfolgt. Sie sollte durch eine Anpassung der Expressions-

stärke und des Expressionszeitpunktes erfolgen. 

Um das Potenzial der sekretorischen Proteinproduktion zu verdeutlichen und gleichzeitig ein 

Anwendungsbeispiel für einen integrierten Produktionsprozess anzuführen, wurde versucht, 

Hybridproteine aus MBP und verschiedenen Modellproteinen in das Kulturmedium von 

E. coli zu sekretieren und im Anschluss durch die Affinitätsfunktion des MBP direkt aus dem 

Medium zu reinigen. Bislang können solche Proteine ausschließlich aus dem Periplasma 

gewonnen und gereinigt werden. Auf Basis der Zwillingsarginin-Translokation konnte bis 

heute weder eine extrazelluläre noch eine periplasmatische Produktion und Gewinnung von 

MBP-Fusionsproteinen gezeigt werden, so dass sich die Nutzung des MBP als Fusionspart-

ner bislang auf solche Proteine beschränkt, die über den Sec-Pfad aktiv exportiert werden 

können. Es ist zwar bekannt, dass solitäres MBP auch über den Tat-Pfad in das Periplasma 

gelangen kann (Blaudeck et al., 2003), für MBP-Fusionsprotein liegen jedoch keine ver-

gleichbaren Daten vor. Der Einsatz des MBP-Affinitätssystems für die extrazelluläre Protein-

produktion und -reinigung auf Basis der Tat-Translokation würde somit dessen Einsatzmög-

lichkeit für weitere Proteine eröffnen und sollte ebenfalls untersucht werden. 
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4 Material und Methoden 

Nachfolgend sind die im Rahmen dieser Arbeit eingesetzten Methoden und die dabei ver-

wendeten Materialen dokumentiert. Sofern nicht anders angegeben, wurden Chemikalien 

vom Reinheitsgrad p.a. und zweifach destilliertes Wasser (ddH2O) als Solvenz verwendet. 

Gewöhnliche Chemikalien wurden von den Firmen Merck, Roth, Sigma und J.T. Baker bezo-

gen. Spezialchemikalien, Enzyme, Antikörper, Primer (Oligonukleotide) und Komplettanwen-

dungen sind im Text benannt oder im Anhang (Abschnitt 9) aufgeführt. Selbiges gilt für die 

verwendeten Geräte. 

 

4.1 Mikrobiologische Methoden 

4.1.1 Bakterienstämme und Plasmide 

Die Tabelle 4.1 führt die in dieser Arbeit verwendeten E. coli-Stämme und Plasmide auf. 

Tabelle 4.1 Verwendete E. coli–Stämme und deren Genotypen. 

Bakterienstamm Genotyp Quelle (Referenz) 

E. coli Top10 F- mcrA Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC) φ80lacZΔM15 
ΔlacX74 recA1 araD139 Δ(ara-leu)7697 galU galK 
rpsL (StrR) endA1 nupG 

Invitrogen 

E. coli (K12) MG1655 F- λ- ilvG- rfb-50 rph-1 Laborbestand (Blattner 
et al., 1997) 

E. coli (K12) Ara1655 F- λ- ilvG- rfb-50 rph-1 ΔaraBA CmR Diese Arbeit 

 

Der E. coli-Stamm Top10 wurde für molekulare Klonierungen eingesetzt. Die Untersuchun-

gen zur sekretorischen Proteinproduktion erfolgten anhand der Stämme E. coli MG1655 und 

E. coli Ara1655. 

 

In Tabelle 4.2 sind alle finalen Plasmidkonstrukte dieser Arbeit, einschließlich ihrer relevan-

ten Eigenschaften, aufgeführt. Eine vollständige Tabelle aller Plasmide und deren Konstruk-

tionshistorie ist dem Anhang zu entnehmen (Abschnitt 9.5). 
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Tabelle 4.2 Konstruierte Plasmide und deren Eigenschaften. 

Plasmid Eigenschaften 

pAraKO ori (pSC101); bla; araC-ΔaraBA-cat-araD 
pBAD-LppBRPphoAbla kmr; araC; PBAD; lppbrp (CloDF13); Pbla; phoA; bla 

pBAD-BRPphoAbla kmr; araC; PBAD; brp (CloDF13); Pbla; phoA; bla 

pBAD-KilColE1phoAbla kmr; araC; PBAD; kil (ColE1); Pbla; phoA; bla 

pBAD-LppBRP-His6phoAbla kmr; araC; PBAD; brphis6 (CloDF13); Pbla; phoA; bla 

pLppBRPbar kmr; araC; PBAD; lppbrp-bar; Pbla; phoA; bla 

pLppBRPmalE kmr; araC; PBAD; lppbrp-malE; Pbla; phoA; bla 

pLppBRPbla kmr; araC; PBAD; lppbrp-bla; Pbla; phoA 

pLppBRPphoA kmr; araC; PBAD; lppbrp-phoA; Pbla; bla 

pBAD-LppBRPmalE kmr; araC; PBAD; lppbrp (CloDF13); Pbgl; malE 

pBAD-LppBRPtorAmalE kmr; araC; PBAD; lppbrp (CloDF13); Pbgl; torAmalE 

pBAD-LppBRPmalEphoA kmr; araC; PBAD; lppbrp (CloDF13); Pbgl; malE-phoA 

pBAD-LppBRPtorAmalEphoA kmr; araC; PBAD; lppbrp (CloDF13); Pbgl; torAmalE-phoA 

pBAD-LppBRPmalEbar kmr; araC; PBAD; lppbrp (CloDF13); Pbgl; malE-bar 

pBAD-LppBRPtorAmalEbar kmr; araC; PBAD; lppbrp (CloDF13); Pbgl; torAmalE-bar 

pBAD-LppBRPtorAgfp kmr; araC; PBAD; lppbrp (CloDF13); Pbgl; torAgfp 

pBAD-LppBRPtorAmalEgfp kmr; araC; PBAD; lppbrp (CloDF13); Pbgl; torAmalE-gfp 
 

4.1.2 Medien 

In den nachfolgenden Tabellen sind die Zusammensetzungen und Herstellungsverfahren der 

in dieser Arbeit verwendeten Kulturmedien und Antibiotika aufgeführt (Tabelle 4.3 - Tabelle 

4.7). 

 

Tabelle 4.3 Zusammensetzung des Lysogeny Broth (LB)-Mediums und des LB-Festagars. 

Komponente Konzentration [g L-1] 

CaseinTrypton/Pepton 10 

Hefeextrakt 5 

NaCl 10 

Agar-Agar a 15 
a Nur bei LB-Festagar.  

 

LB-Medium und -Agar wurden auf pH 7,4 eingestellt und nach dem Ansetzen durch Autokla-

vieren (25 min; 121 °C) sterilisiert. LB-Medium wurde zur Herstellung kompetenter Zellen 
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(Abschnitt 4.1.10 und 4.1.11) und zur Erzeugung chromosomaler Deletionen (vgl. 4.3.8) ver-

wendet. 

 

Tabelle 4.4 Zusammensetzung des SOC-Mediums. 

Komponente Konzentration [mM] 

CaseinTrypton/Pepton 20 g L-1 

Hefeextrakt 5 g L-1 

NaCl 10 

KCl 2,5 

MgCl2 10 

MgS04 10 

Glucose 2 
 

Glucose wurde als Konzentrat separat von den übrigen Komponenten durch Autoklavieren 

(25 min; 121 °C) sterilisiert und anschließend hinzugefügt. SOC-Medium wurde für die 

Transformation kompetenter Zellen (vgl. 4.1.10 und 4.1.11) verwendet. 

 

Tabelle 4.5 Zusammensetzung des synthetischen Glycerin/Ammoniumsulfat(SGA)-Mediums. 

Komponente Substanz Konzentration [g L-1]a 

C-Quelle Glycerin (99%ig) 15 (30) 

N-Quelle (NH4)2SO4 5 (15) 

K2HPO4 13,53 

KH2PO4 6,62 

MgSO4 0,585 

Citronensäure 1,71 

Salze (pH 7,0) 

EDTA 8,4 mg L-1 

FeCl3 x 6 H2O 10,8 mg L-1 

ZnSO4 x 7 H2O 2,76 mg L-1 

MnSO4 x H2O 3,7 mg L-1 

CoSO4 x 7 H2O 1,12 mg L-1 

CuCl2 0,34 mg L-1 

H3BO3 2,0 mg L-1 

Spurenelemente 

Na2MoO4 x 2 H2O 5,0 mg L-1 
a Bei Bioreaktorkultivierungen wurden die Konzentrationen der C- und N-Quelle 
gemäß den Angaben in Klammern erhöht. 
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Die Komponenten des chemische definierten SGA-Mediums wurden als Konzentrate separat 

angesetzt, durch Autoklavieren (121 °C, 25 min) sterilisiert, anschließend zusammengefügt 

und mit sterilem ddH2O auf das erforderliche Volumen aufgefüllt. 

Das Medium wurde für die Analysen zur Proteinsekretion in Schüttelkolbenkultivierungen mit 

Probenahme (vgl. 4.1.4) und zur Kultivierung im Bioreaktor (vgl. 4.1.5) eingesetzt. SGA-

Medium enthält Glycerin als singuläre Kohlenstoffquelle, und erlaubt, neben einem monoau-

xischen, Wachstum auch eine Arabinoseinduktion des PBAD-Promotors (vgl. 4.1.7) unter 

Vermeidung der Katabolitrepression. Die in Abschnitt 5.2.5 beschriebene Variante des SGA-

Mediums enthält 25 g L-1 Glucose anstelle von 30 g L-1 Glycerin. 

 

Tabelle 4.6 Zusammensetzung des halbsynthetischen Glycerin(HSG)-Mediums. 

Komponente Konzentration [g L-1] 

Glycerin 14,9 

CaseinTrypton/Pepton 13,5 

Hefeextrakt 7 

NaCl 2,5 

KH2PO4 1,5 

K2HPO4 2,5 

MgSO4 x H2O 0,14 
 

HSG-Medium wurde nach dem Ansetzen durch Autoklavieren (25 min; 121 °C) sterilisiert. 

Das Medium wurde für die Plasmidisolierung aus Flüssigkulturen (vgl. 4.3.1), die Herstellung 

von Glycerindauerkulturen (vgl. 4.1.3) und zur Stammreaktivierung aus 

Glycerindauerkulturen eingesetzt. 

 

Je nach Resistenz des E. coli-Stammes wurden den Medien die in Tabelle 4.7 aufgeführten 

Antibiotikakonzentrationen zugefügt. 

 

Tabelle 4.7 Verwendete Antibiotikumskonzentrationen. 

Antibiotikum Konzentration [mg L-1] 

Kanamycin 50 

Ampicillin 200 

Chloramphenicol 30 

Tetracyclin 25 
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4.1.3 Stammhaltung 

Die kurzfristige E. coli-Stammhaltung erfolgte auf LB-Festagar (Tabelle 4.3) bei 4 °C. Zur 

langfristigen Stammhaltung wurden Flüssigkulturen mit 100 g L-1 Glycerin (steril) versetzt, in 

flüssigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert. 

 

4.1.4 Kultivierung von E. coli in Flüssigmedium und auf Festagar 

Die Kultivierung der verschiedenen E. coli-Stämme (Tabelle 4.1) erfolgte, falls nicht abwei-

chend angegeben, bei 37 °C. Für die Kultivierung in Flüssigmedium wurden Schüttelkolben 

und Kulturröhrchen mit Volumina von 1 L, 300 mL und 30 mL verwendet. Schüttelkolben 

wurden zur analytischen Kultivierung mit Probenahme in chemisch definiertem SGA-Medium 

(Tabelle 4.5), zur Herstellung von Vorkulturen und zur Herstellung kompetenter Zellen (vgl. 

4.1.10 und 4.1.11) eingesetzt. Kulturröhrchen dienten der Bereitstellung von Kulturen für die 

Plasmidisolierung sowie der Herstellung von Glycerindauerkulturen (vgl. 4.1.3) unter Ver-

wendung des HSG-Mediums (Tabelle 4.6). Plattenkultivierungen erfolgten auf LB-Festagar 

(Tabelle 4.3) nach der Transformation von E. coli-Stämmen mit Plasmid-DNA (vgl. 4.1.10 

und 4.1.11) und zur kurzfristigen Stammhaltung (vgl. 4.1.3). Schüttelkolbenkultivierungen 

wurden auf einem Rotationsschüttler bei einer Schüttelfrequenz von 160 min-1 und einer Aus-

lenkung von 25 mm durchgeführt. Der Füllgrad lag bei analytischen Kultivierungen zwischen 

10 und 15%. Bei Vorkulturen, sowie bei Kulturen für die Herstellung kompetenter Zellen, be-

trug der Füllgrad bis zu 25%. Kultivierungen in Kulturröhrchen erfolgten mit 5 mL Medium bei 

einer Schüttelfrequenz von 400 min-1 und einer Auslenkung von 5 mm auf einem Kulturröhr-

chenschüttler. 

Übernachtkulturen wurden mit Einzelkolonien von Festagar oder aus Glycerindauerkulturen 

beimpft. Analytische Schüttelkolbenkultivierungen in SGA-Medium mit Probenahme wurden 

stets mit Übernachtvorkulturen auf eine optische Dichte von OD600 = 1 inokuliert. 

 

4.1.5 Satzkultivierung von E. coli im Bioreaktor 

Die Fermentation von E. coli unter kontrollierten Bedingungen erfolgte in einem, in situ steril-

sier- und reinigbaren, 7 L Rührkesselreaktor des Typs LAB 7L Laborreaktor (Fa. MBR Bio 

Reactor) mit einem Arbeitsvolumen von 5 L. Der Reaktor entsprach in Abmessung und Auf-

bau den DECHEMA-Empfehlungen für Bioreaktoren (DECHEMA, 1991). Aufbau und Peri-

pherie des Bioreaktors wurden in früheren, am Lehrstuhl für Fermentationstechnik der Uni-

versität Bielefeld angefertigten Dissertationen, bereits umfänglich beschrieben (Bettenworth, 
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2005; Blaesen, 2006; Voss, 2001), so dass an dieser Stelle nur die wichtigsten Mess- und 

Regelvorrichtungen erneut benannt werden.  

Der pH wurde durch eine pH-Einstabmesskette (Fa. Mettler Toledo) bestimmt und durch 

PID-geregelte Zugabe von 2 M H2SO4 bzw. 2 M NaOH statisiert. Eine konduktometrische 

Sonde diente zur Überwachung der Schaumbildung und löste ggf. die geregelte Zugabe von 

Antischaummittel (Pluronic® PE-8100, Fa. BASF) aus. Die Gelöstsauerstoffkonzentration im 

Medium wurde durch einen polarographischen O2-Sensor (Fa. Mettler Toledo) bestimmt und 

über die Rührerdrehfrequenz geregelt, wobei nur eine Erhöhung de Drehfrequenz möglich 

war. Eine Bestimmung der CO2-Konzentration in der Reaktorabluft wurde durch das Abgas-

analysesystems URAS10E (Fa. Hartmann und Braun) ermöglicht. Die wichtigsten Fementa-

tionsparameter und deren Sollwerte sind in Tabelle 4.8 zusammengefasst. 

Proben wurden manuell durch ein dampfsterilisierbares Probenahmeventil oder, falls es die 

Stabilität der Analyte erlaubte, mithilfe eines automatischen Probensammlers (Gilson FC205) 

genommen, der über einen Ansatzstutzen des Fermenters angeschlossenen war. Der Pro-

bensammler wurde während des Fermentationsprozesses durch einen Julabo F10-Kryostat 

auf 4°C temperiert. 

Für Fermentationen im Bioreaktor wurde ausschließlich chemisch definiertes SGA-Medium 

(Tabelle 4.5) eingesetzt. Dazu wurde zunächst ddH2O im Fermenter durch Autoklavieren 

(121 °C; 25 min) sterilisiert. Die sterilen Medienkomponenten wurden anschließend über ein 

Septum hinzugefügt. Bioreaktorkulturen wurden mit Schüttelkolbenvorkulturen gleichen Me-

diums auf initiale optische Dichten von ca. OD600 = 1 inokuliert, nachdem die Volumina der 

Vorkulturen durch Zentrifugation für 5 min bei 5000g auf 50 mL eingeengt wurden. 

 

Tabelle 4.8 Parameter und Sollwerte der Satzbioreaktorkultivierungen. 

Parameter Sollwert 

Volumen, V 5 L 

Temperatur, T 37 °C 

Absolutdruck, p 1,2 bar 

pH 7,0 

Belüftung, V&  5 L min-1 (1 vvm) 

Rüherdrehfrequenz, n 200 ≤ n ≤ 2000 min-1 

relativer Sättigungsgrad des gelösten Sauerstoffs, pO2 60% Sättigung 
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4.1.6 Hochzelldichtekultivierung von E. coli im Zulaufverfahren 

Die Kultivierung von E. coli zu hohen Zelldichten erfolgte im Zulaufverfahren. Dabei folgten 

Satzkultivierungen, welche gemäß Abschnitt 4.1.5 durchgeführt wurden, Phasen mit Sub-

stratzufütterung. In Anlehnung an die Methode von Korz et al. erfolgte die Zudosierung der in 

Tabelle 4.9 aufgeführten Zufütterungslösung durch ein vordefiniertes exponentielles Profil 

(Korz et al., 1995), welches in Abschnitt 5.2.2 näher beschrieben wird. Um die Satzphasen 

über Nacht durchführen zu können, wurden diese durch Inokulation auf geringere optische 

Dichten von OD600 = 0,1 anstatt OD600 = 1 verlängert. Dadurch verlängerte sich die Satzpha-

se von ca. 10 h auf ca. 16 h Kultivierungsdauer. 

 

Tabelle 4.9 Zusammensetzung der Zufütterungslösung für HZDK auf Basis des definierten 
definierten, synthetischen Glycerin/Ammoniumsulfat(SGA)-Mediums. 

Komponente Konzentration [g L-1] 

Glycerin (99%ig) 500-1000a 

(NH4)2SO4 0-167a 

MgSO4 10 

EDTA 16,8 mg L-1 

FeCl3 x 6 H2O 16,2 mg L-1 

ZnSO4 x 7 H2O 4,14 mg L-1 

MnSO4 x H2O 5,55 mg L-1 

CoSO4 x 7 H2O 1,68 mg L-1 

CuCl2 0,51 mg L-1 

H3BO3 3,0 mg L-1 

Na2MoO4 x 2 H2O 7,5 mg L-1 
a Die Glycerin- und (NH4)2SO4-Konzentrationen variierten 

in Abhängigkeit von der Zufütterungsstrategie gemäß 
Abschnitt 5.2.2. 

 

Die Zufütterungslösung wurde unter Verwendung einer ISMATEC MV-Pumpe über eine 

Durchführung des Reaktordeckels eingebracht. Dabei erfolgte die Steuerung der Pumpe 

anhand der VisiDAQ 3.11-Software (Fa. Advantech), durch welche das exponentielle Zufüt-

terungsprofil programmiert wurde. Indem die Zufütterungslösung auf einer Precisa 12000G 

Waage platziert wurde, konnte die zudosierte Masse unter Nutzung der DASYLab 6.0-

Software (Fa. National Instruments Services) protokolliert werden. 

Während der Zulaufphase wurden die in Tabelle 4.10 zusammengestellten Kultivierungspa-

rameter gewählt. 
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Tabelle 4.10 Parameter und Sollwerte der Zulaufkultivierungen. 

Parameter Sollwert 

Volumen (Satzphase), VB 4 L 

Zulaufvolumen, VF 1 - 1,6 La 

Temperatur, T 28 °C 

Absolutdruck, p 1,5 bar 

pH 7,0 

Belüftung, V&  10 L min-1 (2 vvm) 

Rüherdrehfrequenz, n 200 ≤ n ≤ 2000 min-1 

relative Gelöstsauerstoffkonzentration, pO2 30% Sättigung 
a Das Zulaufvolumen variierte in Abhängigkeit von der Zufütterungsstrategie gemäß 

Abschnitt 5.2.2. 

 

Um den im Vergleich zu den Satzfermentationen erhöhten Sauerstoffbedarf während der 

Zufütterungsphase decken zu können, wurde die Belüftungsrate von 1 auf 2 vvm (5 auf 

10 L min-1) erhöht und die relative Gelöstsauerstoffkonzentration auf 30% anstatt 60% Sätti-

gung eingeregelt (vgl. Tabelle 4.8). Die Sauerstofflöslichkeit wurde durch Erhöhung des 

Absolutdrucks von 1,2 auf 1,5 bar sowie durch Temperatursenkung von 37 °C auf 28 °C 

erhöht. In Abhängigkeit von der gewählten Zufütterungsstrategie (vgl. Abschnitt 5.2.2) 

erfolgte die pH-Statisierung während der Zulaufphase entweder durch geregelte Zugabe von 

5 M NaOH oder 25% (v/v) Ammoniumhydroxid. Als Säure wurde gemäß der Satzphase (vgl. 

Abschnitt 4.1.5) 2 M H2SO4 zudosiert. 

 

4.1.7 Induktion des PBAD-Promotors durch L-Arabinose 

Die Induktion des PBAD-Promotors erfolgte durch Zugabe unterschiedlicher Arabinosekon-

zentrationen während der exponentiellen Wachstumsphase oder beim Übergang in die Stati-

onärphase. Die Arabinosekonzentrationen lagen zwischen 1-1000 mg L-1 und wurden, falls 

nicht anders angegeben, auf die optische Dichte (OD600) zum Induktionszeitpunkt normiert, 

um die Biomassekonzentration bezüglich der Induktionsstärke zu berücksichtigen. Für die 

Induktion wurden autoklavierte Arabinosestammlösungen (0,5-500 g L-1) verwendet. 

 

4.1.8 Fraktionierter Zellaufschluss 

Zur Trennung von Medium, Periplasma und Cytoplasma (sowie ggf. Membranen und Zell-

trümmern) wurden fraktionierte Zellaufschlüsse in Anlehnung an die Methode des kalten os-

motischen Schocks durchgeführt (Neu & Heppel, 1965). Dazu wurden 2 mL Kultur für 5 min 

bei 15000g zentrifugiert und der Überstand als Mediumsfraktion verwahrt. Das Zellpellet 
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wurde in 2 mL Zellfraktionierungspuffer #1 (0,2 M Tris [pH 8,0]; 200 g L-1 Saccharose; 0,1 M 

EDTA) resuspendiert und für 20 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Zentrifugation für 

15 min bei 10000g wurde das Pellet in 2 mL Zellfraktionierungspuffer #2 (10 mM Tris 

[pH 8,0]; 5 mM MgSO4) gelöst und für 10 min auf Eis schüttelnd inkubiert. Der Überstand 

wurde nach Zentrifugation für 10 min bei 5000g und 4 °C als Periplasmafraktion verwahrt 

und das Pellet erneut in 2 mL Zellfraktionierungspuffer #2 resuspendiert. Das Cytoplasma 

wurde durch Ultraschallaufschluss mit einem Branson Sonifier 450 (Stufe 2) in Zyklen von 

20 s Beschallung und 20 s Ruhe auf Eis freigesetzt. Die Zyklen wurden wiederholt bis die 

Lösung klar war. Membranhaltige Zelltrümmer wurden durch Zentrifugation für 5 min bei 

15000g entfernt und ggf. in 2 mL Zellfraktionierungspuffer #2 gelöst aufbewahrt. Membran-

fraktionen wurden nur präpariert, falls eine Membranständigkeit der Proteine erwartet wurde 

und vor weiteren Analysen gründlich durchmischt. 

Angaben in dieser Arbeit zu intrazellulären Konzentrationen/Enzymaktivitäten stellen Sum-

men der Bestimmungen in Cyto- und Periplasmafraktionen dar. Dieses Verfahren gewähr-

leistet einerseits eine höhere Reproduzierbarkeit als der solitäre Gesamtzellaufschluss durch 

Ultraschall und kompensiert andererseits die häufig nicht-quantitative Trennung von Cyto- 

und Periplasma. 

 

4.1.9 Präparation löslicher und unlöslicher Proteine 

Zur Präparation löslicher und unlöslicher Proteine aus E. coli-Kulturen wurden ca. 5x109 Zel-

len (5 mL einer Kultur der optischen Dichte OD600 = 1) durch Zentrifugation für 5 min bei 

15000g pelletiert und in 1 mL Zellfraktionierungspuffer #2 (vgl. 4.1.8) resuspendiert. Die Pro-

teine wurden durch Ultraschallaufschluss mit einem Branson Sonifier 450 (Stufe 2) in Zyklen 

von 20 s Beschallung und 20 s Ruhe auf Eis freigesetzt. Die Zyklen wurden wiederholt bis 

die Lösung klar war. Unlösliche Proteine und Zelltrümmer wurden durch Zentrifugation für 5 

min bei 15000g separiert. Nach Abnahme der löslichen Proteine (Überstand) wurden die 

unlöslichen Proteine im gleichen Volumen (1 mL) Zellfraktionierungspuffer #2 aufgenommen. 

Vor weiteren Analysen wurde die Fraktion unlöslicher Proteine gründlich durchmischt. 

 

4.1.10 Herstellung und Transformation chemisch kompetenter E. coli-
Zellen 

Herstellung 

Zur Herstellung chemisch kompetenter Zellen wurden 250 mL LB-Medium (Tabelle 4.3) in 

einem 1 L Schüttelkolben mit einer LB-Übernachtkultur auf eine optische Dichte von 

OD600 ~ 0,2 inokuliert und schüttelnd inkubiert (vgl. 4.1.4). Bei Erreichen einer optischen 
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Dichte von 0,8 < OD600 < 0,9 wurde die Kultivierung abgebrochen und die Kultur für 15 min 

auf Eis geschwenkt. Die Zellen wurden für 10 min bei 4000g und 4 °C abzentrifugiert und in 

10 mL eiskaltem Puffer #1 (2 mM Tris-HCl [pH 7,4]; 0,1 M CaCl2) durch vorsichtiges 

Schwenken gelöst. Nach erneuter Zentrifugation für 10 min bei 4000g und 4 °C wurde das 

Zellpellet in 10 mL eiskaltem Puffer #2 (2 mM Tris-HCl [pH 7,4]; 0,1 M CaCl2; 100 g L-1 Gly-

cerin) vorsichtig resuspendiert. Die kompetenten Zellen wurden in 100 µL-Aliquots mit flüssi-

gem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C bis zur Verwendung gelagert. 

 

Transformation 

Chemisch kompetente Zellen wurden zur Transformation mit isolierten, superspiralisierten 

Plasmiden (vgl. 4.3.1), sowie mit Ligationsansätzen verwendet. Bei der Transformation mit 

Plasmiden wurde ein 100 µL-Aliquot mit 1 µL Plasmidlösung (ca. 100-200 ng) versetzt und 

für 20 min auf Eis inkubiert. Die DNA-Aufnahme erfolgte durch einen Hitzeschock bei 42 °C 

für 1 min mit einer anschließenden Inkubation auf Eis für 2 min. Nach Zugabe von 950 mL 

SOC-Medium (Tabelle 4.4) wurden die Zellen für 1 h bei 37 °C schüttelnd inkubiert. Danach 

wurde das Volumen durch Zentrifugation (5 min; 1000g) auf 100-200 µL eingeengt und die 

Zellen auf LB-Selektivagar ausplattiert. Transformationen mit Ligationsansätzen (vgl. 4.3.7) 

erfolgten nach gleichem Verfahren, wobei 100 µL der kompetenten Zellen mit 10 µL eines 

20 µL-Ligationsansatzes versetzt wurden. 

 

4.1.11 Herstellung und Transformation elektrokompetenter E. coli-Zellen 

Wenn chemisch kompetente Zellen (vgl. 4.1.10) eines E. coli-Stammes eine zu geringe 

Kompetenz für die Transformation aufwiesen, wurden elektrokompetente Zellen zur Trans-

formation mit isolierten, superspiralisierten Plasmiden (vgl. 4.3.1) verwendet. 

 

Herstellung 

Zur Herstellung elektrokompetenter Zellen wurden zwei 1 L Schüttelkolben mit jeweils 

250 mL LB-Medium (Tabelle 4.3) anhand einer LB-Übernachtkultur auf OD600 ~ 0,1 inokuliert 

und schüttelnd inkubiert (vgl. 4.1.4). Bei Erreichen einer optischen Dichte von OD600 ~ 0,7 

wurden die Kultivierungen abgebrochen, und die Kulturen für 15 min auf Eis geschwenkt. Die 

Zellen wurden für 15 min bei 4000g und 4 °C zentrifugiert, die Zellpellets zunächst durch 

Überschichten mit eiskaltem sterilen ddH2O gespült, und anschließend in 150 mL eiskaltem 

sterilen ddH2O durch Schwenken resuspendiert. Beide Ansätze wurden vereint und für 

15 min bei 4000g und 4 °C zentrifugiert. Nach Resuspension in 50 mL Glycerinlösung 

(150 g L-1) wurden die Zellen, wie zuvor, zentrifugiert und in 10 mL Glycerinlösung (100 g L-1) 
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durch vorsichtiges Pipettieren gelöst. Die kompetenten Zellen wurden in 60 µL-Aliquots mit 

flüssigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C bis zur Verwendung gelagert. 

 

Transformation 

50 µL der kompetenten Zellen wurden mit 1 µL salzfreier Plasmidlösung (ca. 100-200 ng) 

versetzt und in eine auf Eis vorgekühlte Elektroporationsküvette (BioRad, 0,1 cm Schichtdi-

cke) überführt. Die Elektroporation wurde in einem BioRad GenePulser II bei 1,8 kV, 400 Ω 

und 25 µF durchgeführt. Dabei betrug die Pulsdauer 6-9 ms. Die Zellen wurden unverzüglich 

in 950 µL SOC-Medium (Tabelle 4.4) aufgenommen und für 1 h bei 37 °C schüttelnd inku-

biert. Danach wurde das Volumen durch Zentrifugation (5 min; 1000g) auf 100-200 µL ein-

geengt und die Zellen auf LB-Selektivagar ausplattiert. Transformationen mit Ligationsansät-

zen (vgl. 4.3.7) erfolgten ausschließlich mit chemisch kompetenten Zellen. 

 

4.2 Kultivierungsanalytik 

4.2.1 Bestimmung der optischen Dichte 

Die Bestimmung der optischen Dichte von E. coli-Kulturen erfolgte bei einer Wellenlänge von 

600 nm (OD600) in einem Shimadzu UV 1202 UV-VIS Spectrophotometer. Um im linearen 

Bereich zu arbeiten, wurden die Kulturen bei OD600 > 0,8 nach entsprechender Verdünnung 

vermessen. Bei E. coli entspricht 1 OD600 ca. 1x109 Zellen mL-1. 

 

4.2.2 Bestimmung der Biotrockenmassekonzentration 

Zur Bestimmung der Biotrockenmassekonzentration wurden 2 mL E. coli-Kultur in tarierten 

2 mL-Reaktionsgefäßen für 5 min bei 16000g zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 1 mL phy-

siologischer Kochsalzlösung (0,9 g L-1 NaCl) resuspendiert, erneut für 5 min bei 16000g 

zentrifugiert und nach quantitativer Entfernung des Überstandes im Vakuum bei 60 °C für 

mindestens 24 h getrocknet. Die Bestimmung der Trockenmasse erfolgte durch Differenz-

wägung. 

 

4.2.3 Bestimmung der Plasmidstabilität 

Die Bestimmung der Plasmidstabilität erfolgte indirekt durch Ermittlung des Plasmidmasse-

nanteils an der Biotrockenmasse (Plasmidgehalt) sowie durch elektrophoretische Untersu-

chung der Plasmidintegrität (vgl. 4.3.3). Dazu wurden die Plasmide aus ca. 5x109 Zellen 
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(5 mL einer Kultur der optischen Dichte OD600 = 1) isoliert (vgl. 4.3.1). Im Vorfeld wurde die 

Kapazität der Isolierungsmethode überprüft und ergab eine lineare Abhängigkeit der gewon-

nen Plasmidmenge von der eingesetzten Biomasse für ca. 1x109 bis 1x1010 Zellen (1-10 mL 

einer Kultur der optischen Dichte OD600 = 1). Zur Bestimmung des Plasmidgehalts wurde die 

Konzentration der isolierten Plasmide photometrisch quantifiziert (vgl. 4.3.9) und auf die 

zugrunde liegende Biotrockenmasse bezogen. Bei der elektrophoretischen Untersuchung 

wurden identische Volumina der isolierten DNA eingesetzt, um die zelluläre Plasmidkon-

zentration qualitativ visualisierbar zu machen. 

 

4.2.4 Konzentrationsbestimmung von Glycerin, Arabinose und Glucose 

Die Konzentrationsbestimmung der Kohlenhydrate Arabinose und Glucose sowie des Poly-

alkohols Glycerin erfolgte durch HPLC anhand einer Kationenaustauschersäule (Nucleogel 

ION 300 OA, Fa. Macherey-Nagel). Glycerin und Glucose dienten in Kultivierungen als sin-

guläre Kohlenstoffquellen, Arabinose als Induktor des PBAD-Promotors. Die Substanzen wur-

den in den zellfreien Kulturüberständen nachgewiesen. 

Als mobile Phase diente 2,5 mM Schwefelsäure, die nach Entgasung durch einen ERMA 

CR. Degasser ERC-3612 mittels einer Pumpe (PUMP Σ 871 Liquid Chromatograph, Fa. IRI-

CA Instruments) mit einem Volumenstrom von 0,4 mL min-1 über die Säule gefördert wurde. 

Die Injektion von 20 µL Probe erfolgte automatisch und sequentiell alle 45 min unter Ver-

wendung eines MARATHON-Probengebers (Fa. Spark Holland). Zur Temperierung der Säu-

le auf die Betriebstemperatur von 70 °C wurde ein ERC Gecko 2000-Säulenofen (Fa. ERMA 

CR.) genutzt. Für die Detektion kam ein ERC-7515A-RI-Detektor (Fa. ERMA CR.) zum Ein-

satz. Prozessteuerung und Datenaufnahme erfolgten anhand der Software ChromStar (Fa. 

SCPA). Vor den Analysen wurde die Säule für mindestens 1 h äquilibriert und die Mess-

kammer des RI-Detektors gleichzeitig gespült. Die Konzentrationsbestimmung erfolgte nach 

1-Punkt-Kalibrierung anhand eines Standards mit Konzentrationen von 20 g L-1 der jeweili-

gen Substanzen (Glycerin, Glucose, Arabinose). 

 

4.2.5 Bestimmung der Ammoniumkonzentration 

Die Bestimmung der Ammoniumkonzentration erfolgte potentiometrisch anhand einer am-

moniaksensitiven Elektrode (Fa. WTW), welche an einem CONSORT P507K-Messumformer 

betrieben wurde. Zu 10 mL ddH2O wurde 1 mL Probe gegeben. Ammoniak wurde aus Am-

monium durch Zugabe von 150 µL 10 M NaOH freigesetzt. Nach Kalibrierung der Elektrode 

mittels eines Ammoniumstandards erfolgte die Messung unter Rühren auf einem Magnetrüh-

rer. 
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4.3 Molekularbiologische Methoden 

4.3.1 Plasmidisolierung 

Die Plasmidisolierung erfolgte durch alkalische Lyse (Birnboim & Doly, 1979) mit anschlie-

ßender Reinigung der Plasmide über eine Silica-Matrix. Dafür wurden das Wizard® Plus SV 

Minipreps DNA Purification System (Fa. Promega) und das Qiaprep Spin Miniprep Kit (Fa. 

Qiagen) alternativ eingesetzt. Die Isolierung wurde nach Angaben der Hersteller aus ca. 

1010 Zellen mit einer finalen Elution der DNA in 50 µL ddH2O durchgeführt und erlaubte eine 

Gewinnung von ca. 5-10 µg pDNA. Der Isolierungserfolg wurde durch AGE (vgl. 4.3.3) über-

prüft. 

 

4.3.2 Isolierung genomischer DNA aus E. coli 

Bei der Isolierung genomischer E. coli-DNA kam das Wizard® Genomic DNA Purification Kit 

(Fa. Promega) zum Einsatz, wobei nach Herstellerangaben verfahren wurde. Die Isolierung 

erfolgte aus dem E. coli-Stamm K12 MG1655 (Tabelle 4.1) und wurde anschließend durch 

AGE (vgl. 4.3.3) überprüft. 

 

4.3.3 Agarosegelelektrophorese 

Die Agarosegelelektrophorese (AGE) wurde zur Trennung von Nukleinsäuren genutzt. Dabei 

kamen horizontale Gele mit Agarosekonzentrationen von 10 und 20 g L-1 zum Einsatz. Die 

benötigte Agarosemenge wurde in 0,5x TAE-Puffer (20 mM Tris [pH 8,0]; 2,5 mM Natrium-

acetat; 0,5 mM EDTA) suspendiert, bis zum Sieden erhitzt und auf ca. 50 °C abgekühlt, be-

vor das Gel in die dafür vorgesehene Gießform des i-Mupid-Elektrophoresesystems (Fa. 

Eurogentec) gegossen wurde. Den Proben wurde 1/5 Volumen des 6fach konzentrierten 

Ladepuffers (10 mM Tris-HCl [pH 7,6]; 60 mM EDTA; 60 % [v/v] Glycerin; 300 mg L-1 Brom-

phenol Blau; 300 mg L-1 Xylencyanol FF) zugefügt bevor diese auf das mit 0,5x TAE-Puffer 

überschichte Gel appliziert wurden. Als Größenstandards dienten GeneRuler™ 1 kb DNA-

Ladder und GeneRuler™ 100 bp DNA-Ladder (beide Fa. Fermentas). Zur Trennung wurde 

eine Spannung von 100 V cm-1 angelegt. Anschließend wurde das Gel für 15 min in 

0,5 mg L-1 EtBr gefärbt und 5 min im Wasserbad entfärbt. Zur Geldokumentation wurden die 

Nukleinsäurebanden auf einem UV-Transilluminator bei einer Wellenlänge von λ = 312 nm 

sichtbar gemacht und mit einer CCD-Kamera digitalisiert. 

 



  MATERIAL UND METHODEN 

  46 

4.3.4 Polymerasekettenreaktion 

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) dient der in vitro-Amplifikation von DNA-Molekülen 

(Mullis & Faloona, 1987). Sie wurde zum analytischen DNA-Nachweis und zur präparativen 

Bereitstellung geeigneter DNA für die molekulare Klonierung genutzt. Dabei wurde für präpa-

rative PCR-Amplifikationen die hochpräzise Phusion Polymerase (Fa. Finnzymes) und zum 

reinen Nachweis die vergleichsweise fehleranfälligere Taq Polymerase (Fa. Fermentas) ver-

wendet. PCR-Reaktionen wurden mit Volumina von 100 µL (präparativ) bzw. 10 µL (analyti-

sche) angesetzt und nach Herstellerangaben in einem Px2 Thermal Cycler (Fa. Thermo) 

durchgeführt. 100 µL-Reaktionen enthielten neben Polymerasen und Puffern gemäß der 

Herstellervorgaben, 1-2 µL Template-DNA, sowie 5 mM dNTPs (Fa. Fermentas). Die Ampli-

fikation erfolgte in 30 Zyklen, wobei die optimale Primer-Hybridisierungstemperatur im Vor-

feld anhand der Software Clone Manager Professional Suite Version 8 (Fa. Scientific & Edu-

cational Software) bestimmt und ggf. durch Nutzung der Gradientenfunktion des Thermocyc-

lers angepasst wurde. Die verwendeten Primer sind im Anhang (Abschnitt 9.6) aufgeführt. 

Der Amplifikationserfolg wurde durch AGE (vgl. 4.3.3) überprüft. 

 

4.3.5 Restriktionsspaltung von Plasmiden und PCR-Produkten 

Der Verdau von DNA-Molekülen (Restriktionsspaltung) wurde zu deren Charakterisierung 

(analytisch) oder zur Vorbereitung von DNA-Fragmenten für die molekulare Klonierung (prä-

parativ) eingesetzt. Dazu wurden Restriktonsenzyme der Firma Fermentas mit den zugehö-

rigen Puffersystemen nach Angaben des Herstellers verwendet. Für den analytischen Ein-

satz (Restriktionsmuster) wurden ca. 100-200 ng DNA in 10 µL-Reaktionen eingesetzt, für 

präparative Zwecke (Klonierung) ca. 1-1,5 µg DNA in 20 µL-Reaktionen. Der Verdau erfolgte 

bei 37 °C für 1-2 h (analytisch) bzw. über Nacht (präprativ). Bei der Vorbereitung von Vektor-

fragmenten für die molekulare Klonierung durch präparative Restriktion, wurden die 5’-DNA-

Termini dephosphoryliert. Dies erfolgte durch Zugabe von jeweils 1 µL (1 U) Calf Intestine 

Alkaline Phosphatase (Fa. Fermentas) zu den Reaktionen und sollte eine anschließende 

Religation des Vektors erschweren. Anschließend wurden die Restriktionsfragmente durch 

AGE (vgl. 4.3.3) aufgetrennt. Diese diente der Dokumentation des Restriktionsmusters oder 

der Aufreinigung von DNA-Fragmenten aus dem Gel (vgl. 4.3.6) für eine spätere Ligation 

(vgl. 4.3.7). Im Fall der Auftrennung präparativer Ansätze wurden die Ansätze auf mehrere 

Spuren des Gels aufgeteilt, um das Gel nicht zu überladen. 

 



  MATERIAL UND METHODEN 

  47 

4.3.6 Aufreinigung von PCR-Produkten und DNA-Fragmenten aus Aga-
rosegelen 

Zur Entfernung der Reagenzien aus PCR-Reaktionen wurden die PCR-Produkte mit dem 

Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Fa. Promega) nach Angaben des Herstellers 

gereinigt, wobei das Volumen von 100 µL auf 50 µL reduziert wurde. Das System wurde 

auch zur Aufreinigung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen eingesetzt, nachdem die 

entsprechenden Banden mit einem Skalpell unter UV-Licht (λ = 312 nm) aus dem Gel ge-

schnitten wurden. Die Elution der DNA erfolgte dann aufgrund der geringen Konzentrationen 

in 30 µL ddH2O. Der Reinigungserfolg wurde durch AGE (vgl. 4.3.3) überprüft. 

4.3.7 Ligation von DNA-Fragmenten 

Zur molekularen Klonierung wurden durch Restriktion (vgl. 4.3.5) vorbereitete Insert-DNA-

Fragmente in entsprechend präparierte Vektor-DNA ligiert. Dazu wurde T4 DNA Ligase (Fa. 

Fermentas) mit dem zugehörigen Puffer gemäß den Herstellerangaben verwendet. Ligatio-

nen wurden in 20 µL-Reaktionen durchgeführt. 2 µL des Vektorfragments wurden mit 8 µL 

des Insert-Fragments, 2 µL 10x Ligation Buffer und 1 µL (1U) T4 DNA Ligase vermischt und 

für 2 h bei 22 °C, sowie für weitere 2 h bei 16 °C inkubiert. Anschließend wurde die Reaktion 

durch Inkubation bei 65 °C für 15 min abgestoppt. Die Transformation von chemisch kompe-

tenten E. coli-Zellen mit Ligationsansätzen erfolgte gemäß Abschnitt 4.1.10 unter Verwen-

dung des Stammes Top10 (Tabelle 4.1). 

 

4.3.8 Erzeugung chromosomaler Mutationen 

Die Erzeugung chromosomaler Mutationen erfolgte durch homologe Rekombination auf Ba-

sis von Plasmiden mit temperatursensitiver Replikation (Hamilton et al., 1989). Die Methode 

wurde zur Deletion der zentralen Gene des Arabinosemetabolismus in E. coli MG1655 ein-

gesetzt. Dies erfordert mehrere Rekombinationsereignisse und erfolgte anhand des dafür 

konstruierten Plasmids pAraKO (vgl. Abschnitt 9.5), welches zunächst in E. coli MG1655 

eingebracht wurde (vgl. 4.1.11). Die Kultivierung in LB-Medium unter Ampicillin- und Chlo-

ramphenicol-Präsenz bei der replikationsinihibitorischen Temperatur von 44 °C ermöglichte 

eine Integration des Plasmids in das Chromosom (Cointegratbildung). Anschließend wurde 

unter Chloramphenicol-Präsenz, jedoch ohne Ampicillin bei der replikationspermissiven 

Temperatur von 30 °C kultiviert, wodurch sich die Cointegratstruktur wieder auflöste und das 

Plasmid aus dem Chromosom entlassen wurde. Eine erneute Kultivierung in ausschließlicher 

Anwesenheit von Chloramphenicol bei der replikationsinhibitorischen Temperatur von 44 °C, 
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führte zum Verlust des Plasmids (curing) wobei die Chloramphenicol-Resistenz (cat) an der 

Stelle der Gene araBA des Arabinosemetabolismus im Genom zurückblieb.  

Der erfolgreiche Austausch der Gene araBA durch cat wurde anhand der Unfähigkeit zum 

Wachstum in Minimalmedium mit Arabinose als singulärer Kohlenstoffquelle unter Chlo-

ramphenicol-Präsenz gezeigt. Eine Überprüfung erfolgte durch PCR-Nachweis mit anschlie-

ßender DNA-Sequenzierung. 

 

4.3.9 Bestimmung von Nukleinsäurekonzentrationen 

Die Konzentration von Nukleinsäuren wurde photometrisch mit dem NanoDrop®-Photometer 

(Fa. Nanodrop Technologies) bei einer Wellenlänge von λ = 260 nm bestimmt. Dazu wurden 

1-2 µL der Nukleinsäurelösungen eingesetzt. Die Konzentrationen wurden auf Basis der Re-

lation ρdsDNA = A260 * 50 [mg L-1] bzw. ρssRNA = A260 * 40 [mg L-1] durch die zugehörige Na-

noDrop ND-1000-Software berechnet. 

 

4.3.10 DNA-Sequenzierung 

DNA-Sequenzierungen wurden zur Kontrolle molekularer Klonierungen im Auftrag durch die 

Sequencing Core Facility (CeBiTec, Universität Bielefeld) durchgeführt. Die dazu verwende-

ten Primer sind im Anhang (Abschnitt 9.6) aufgeführt. Die Authentizität der Sequenzen wurde 

durch Abgleiche der ermittelten mit den theoretischen Sequenzen anhand der Alignment-

Funktion der Clone Manager Professional Suite Version 8 (Fa. Scientific & Educational Soft-

ware) validiert.  

 

4.4 Proteinreinigung 

Die Aufreinigung von MBP-Hybridproteinen, sowie des nativen MBPs aus proteinhaltigen 

Lösungen erfolgte durch Affinitätschromatographie, welcher, falls nicht abweichend angege-

ben, eine Diafiltration vorausging. 

 

4.4.1 Diafiltration 

Die Diafiltration diente der Überführung von MBP(-Hybridproteinen) in den Säulenpuffer der 

anschließenden Affinitätschromatographie. Dazu wurden 150 mL des zellfreien Kulturüber-

standes und eine Pellicon® XL 5 kDa Ultrafiltrationsmembran (Fa. Millipore) nach Angaben 

des Herstellers eingesetzt. Das Retentat wurde durch eine Schlauchpumpe im Zyklus geführt 
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und bei Erreichen eines Drittels des Ausgangsvolumens (50 mL) mit Säulenpuffer (20 mM 

Tris-HCl, pH 7,4; 200 mM NaCl; 1 mM EDTA) wieder auf das ursprüngliche Volumen aufge-

füllt. Dieser Vorgang wurde dreimal wiederholt. Dabei wurde die Proteinlösung stets mit Eis 

gekühlt. Auf eine Volumenreduktion wurde während der Filtration verzichtet, um vergleichba-

re Voraussetzungen für die Affinitätschromatographie ohne vorherige Diafiltration zu schaf-

fen. 

 

4.4.2 Affinitätschromatographische Reinigung von MBP und MBP-
Hybridproteinen 

Für die affinitätschromatographische Reinigung von MBP und MBP-Hybridproteinen wurde 

eine Agarose-Amylose-Kompositmatrix genutzt. Dazu wurde eine Pharmacia XK 16-Säule 

(Fa. Pharmacia Biotech) mit 15 mL des Amylose Resin High Flow (Fa. New England Bio-

Labs) gepackt und an einer GradiFrac FPLC-Anlage (Pharmacia Biotech) mit einer PUMP P-

50 Pumpe (Fa. Pharmacia Biotech) betrieben. Äquilibrieren, Beladen, Waschen, Elution, Rei-

nigung und Lagerung erfolgten nach Angaben des Herstellers. Zur Dokumentation des Chro-

matographieprozesses wurde die UV-Absorption bei λ = 280 nm (Applied Biosystems 757 

Absorbence Detector) anhand der Software DASYLab 6.0 (Fa. National Instruments 

Services) protokolliert. Die Äquilibrierung der Säule erfolgte mit 5 Säulenvolumina (SV) des 

Säulenpuffers (20 mM Tris-HCl, pH 7,4; 200 mM NaCl; 1 mM EDTA) bei einer linearen 

Fließgeschwindigkeit von vlin = 150 cm h-1. Zur Beladung wurden 150 mL der (diafiltrierten) 

Überstände (10 SV) eingesetzt (60 cm h-1 ≤ vlin ≤ 150 cm h-1). Im Anschluss wurde mit Säu-

lenpuffer gewaschen (vlin = 150 cm h-1) bis sich wieder ein stabiles UV-Signal einstellte. Die 

Elution erfolgte durch Einsatz von 10 mM Maltose im Säulenpuffer (vlin = 60 cm h-1). Wäh-

rend des Beladungs- und Waschvorgangs wurden kontinuierlich Fraktionen von je 1 SV ge-

sammelt. Die Elutionsfraktion wurde anhand des UV-Signals (Peak) separat aufgefangen. 

Abschließend wurde die Säule mit 3 SV ddH2O gespült, mit 3 SV 1 g L-1 SDS regeneriert und 

erneut mit 3 SV ddH2O gespült (vlin = 150 cm h-1). Die Lagerung erfolgte in 20% (v/v) Ethanol 

bei 4 °C. 

 

4.5 Proteinanalytik 

Zur Analytik der (rekombinant) erzeugten Proteine kamen sowohl Nachweisverfahren auf 

Basis der elektrophoretischen Trennung als auch enzymatische Akivitätsbestimmungen zum 

Einsatz. Die Bestimmung der Proteingesamtkonzentration erfolgte kolorimetrisch. 
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4.5.1 Tris-Glycin SDS-PAGE 

Zur Trennung und zum Nachweis von Proteinen mit Molmassen zwischen 15 und 100 kDa 

wurde die diskontinuierliche Tris-Glycin SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) 

eingesetzt (Laemmli, 1970). Die Trennung erfolgte in vertikalen Gelen von 1 mm Stärke mit 

120 g L-1 Polyacrylamid (PAA) (12%ige Gele) denen 5%ige Sammelgele (50 g L-1 PAA) vor-

geschaltet waren. Dazu wurden zunächst die Komponenten der Trenngele (Tabelle 4.11) 

zusammengefügt, zwischen spezielle, durch Silikondichtungen versiegelte Glasplatten ge-

gossen, und mit 800 µL Isopropanol überschichtet. Die Polymerisation erfolgte für 30 min bei 

37 °C. Nach Entfernen des Isopropanols wurden die Komponenten der Sammelgele auf die 

Trenngele gegossen und die Kämme für die Probentaschen eingesetzt. Die Gele polymeri-

sierten bei 37 °C innerhalb von 10 min aus. 

 

Tabelle 4.11 Zusammensetzung der Tris-Glycin SDS-PAA-Gele. 

Sammelgel 5% Trenngel 12% 

Komponente Volumen Komponente Volumen 

H2O 775 µL H2O 1,5 mL 

0,25 M Tris (pH 6,8) 1,25 mL 1 M Tris (pH 8,8) 2,8 mL 

Bis/Acrylamid (0,8%, 30%) 425 µL Bis/ Acrylamid (0,8%, 30%) 3,0 mL 

5% SDS 50 µL 5% SDS 150 µL 

10% Ammoniumpersulfat 25 µL 10% Ammoniumpersulfat 37,5 µL 

TEMED 3 µL TEMED 5 µL 
 

Die Kämme und Silikondichtungen wurden entfernt und die Gele in eine XCell SureLock™ 

Mini-Cell-Elektrophoreseeinheit (Fa. Invitrogen) eingesetzt, bevor die Einheit mit Tris-Glycin-

Puffer (25 mM Tris [pH 8,3]; 192 mM Glycin; 1 g L-1 SDS) befüllt wurde. 

10 µL Probe wurden mit demselben Volumen des 2x Laemmli-Puffers (250 mM Tris-HCl; 

40% [v/v] Glycerin; 20% [v/v] 2-Mercapthoethanol; 80 g L-1 SDS; 40 mg L-1 BPB) verdünnt, 

für 5 min bei 95 °C inkubiert und auf die Gele appliziert. Als Größenstandard diente PageRu-

ler Prestained Protein Ladder™ (Fa. Fermentas). Der Trennung wurde bei einer Stromstärke 

von 15 mA/Gel im Sammelgel und 20 mA/Gel im Trenngel durchgeführt. Sofern im An-

schluss an die SDS-PAGE kein Western-Transfer mit immunologischer Detektion (vgl. 4.5.3) 

vorgesehen war, wurden die Gele für 2 h oder über Nacht in Färbelösung (10% [v/v] Essig-

säure; 25% [v/v] Isopropanol; 2 g L-1 Coomassie Brilliant Blau G-250) schwenkend gefärbt 

und anschließend in Entfärber (10% [v/v] Essigsäure; 25% [v/v] Isopropanol) gewaschen bis 

sich die Banden deutlich vom Hintergrund abhoben. Anschließend wurden die Gele unter 

Weißlicht mit einer CCD-Kamera digitalisiert. 
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4.5.2 Tris-Tricin SDS-PAGE 

Für den Nachweis von Proteinen mit Molmassen unter 15 kDa kam die Tris-Tricin SDS-

PAGE zum Einsatz (Schägger & von Jagow, 1987). Dazu wurden Tris-Tricin Gele mit 

160 g L-1 PAA kommerziell bezogen (Novex® 16% Tricine Gels, Fa. Invitrogen) und in einer 

XCell SureLock™ Mini-Cell-Elektrophoresekammer (Fa. Invitrogen) mit Novex® Tricine SDS 

Running Buffer (Fa. Invitrogen) nach Angaben des Herstellers betrieben. Die Probenvorbe-

reitung erfolgte analog zu Abschnitt 4.5.1. Als Größenstandards dienten PageRuler Prestai-

ned Protein Ladder™ (Fa. Fermentas) und Mark12™ Protein Standard (Fa. Invitrogen). 

 

4.5.3 Western-Blot und immunologische Detektion 

Zum spezifischen Nachweis wurden die durch Tris-Glycin oder Tris-Tricin SDS-PAGE aufge-

trennten Proteine mittels Western-Blot auf PVDF-Membranen (Fa. Roth) transferiert und an-

schließend immunologisch detektiert. Unmittelbar nach der Elektrophorse wurden PVDF-

Membranen auf die Gele gelegt und gemeinsam nach Herstellerangaben in ein XCell II™ 

Blot Module (Fa. Invitrogen) überführt. Nach Einsatz des Blotmoduls in die zugehörige XCell 

SureLock™ Mini-Cell Kammer (Fa. Invitrogen) wurde dieses mit Western-Transferpuffer 

(25 mM Tris-HCl [pH 8,3]; 192 mM Glycin; 20 % [v/v] Methanol; 0,5 g L-1 SDS) befüllt und der 

Proteintransfer für 2 h bei einer Stromstärke von 250 mA durchgeführt. Während des Trans-

fers wurde das Blotmodul durch die mit Eiswasser befüllte Kammer gekühlt. Anschließend 

wurden die Membranen kurz in TBS-T-Lösung (50 mM Tris [pH 7,5]; 150 NaCl; 1 g L-1 

Tween 20) gewaschen und freie Bindungsstellen der Membran mit 25 mL Blockpuffer 

(30 g L-1 Magermilchpulver in TBS-T-Lösung) durch schwenkende Inkubation für 1 h bei 

Raumtemperatur abgesättigt. Zum Nachweis wurden die Membranen mit Lösungen, der in 

Tabelle 4.12 aufgeführten Antikörper (AK), inkubiert. Dazu wurden die AK nach Angaben der 

Hersteller in Antikörperpuffer (30 g L-1 BSA in TBS-T-Lösung) verdünnt. Die Inkubation mit 

dem Primärantikörper erfolgte schwenkend mit 20 mL AK-Lösung für 1,5 h bei Raumtempe-

ratur oder über Nacht bei 4 °C. Falls kein Nachweis durch einen Sekundärantikörper erfor-

derlich war (konjugierter Primär-AK), wurden die Membranen nach dreimaligem Waschen für 

15 min in TBS-T-Lösung der Detektion zugeführt. Bei Nachweis durch einen Sekundär-AK 

wurden die Inkubation mit dem Sekundär-AK und der anschließende Waschvorgang analog 

zum Verfahren beim Primär-AK wiederholt, bevor die Detektion erfolgen konnte. 

Die Detektion HRP-konjugierter AK erfolgte durch das 4C1N-Substrat. 18 mg 4C1N wurden 

in 6 mL Methanol gelöst, mit 24 mL Puffer (1 M Tris-HCl [pH 8,0]; 90 g L-1 NaCl) sowie 60 µL 

30% (v/v) H2O2 vermischt und auf die Membran gegeben. Nachdem das blaue, unlösliche 

Reaktionsprodukt innerhalb von 15 min auf der Membran ausfiel, wurde die Reaktion durch 
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Spülen mit ddH2O gestoppt. AP konjugierte AK wurden mit dem BCIP/NBT-System nachge-

wiesen. Dazu wurden 132 µL NBT-Lösung (50 g L-1 in 70% [v/v] DMF) mit 66 µL BCIP-

Lösung (50 g L-1 in 100% [v/v] DMF) sowie 20 mL Puffer (0,1 M Tris-HCl [pH 9,5]; 0,1 M 

NaCl; 5 mM MgCl2) vermischt und auf die Membran gegeben. Die Reaktion bildete ein blau-

es unlösliches Produkt und wurde nach spätestens 15 min durch Spülen mit ddH2O abge-

stoppt. Abschließend wurden die Western-Blots mit Hilfe einer CCD-Kamera unter Weißlicht 

digitalisiert. 

 

Tabelle 4.12 Antikörper für den spezifischen Proteinnachweis. 

Antikörper Epitop AK-Typ Ursprung Konjugat 
(Nachweis) Hersteller 

Anti-MBP Monoclonal 
Antibody HRP Conju-
gated 

MBP primär murin (mo-
noklonal) HRP (4C1N) New England 

BioLabs 

Penta-His Antibody His5-n primär murin (mo-
noklonal) - (Anti-Maus-AK) Qiagen 

Anti-GFP GFP primär murin (mo-
noklonal) - (Anti-Maus-AK) Roche 

Anti-Mouse IgG AP 
conjugate 

Maus-
IgG sekundär Ziege 

(polyklonal) AP (BCIP/NBT) Sigma 

 

4.5.4 Bestimmung der Proteingesamtkonzentration 

Bestimmungen der Proteingesamtkonzentration wurden durch einen modifizierten Bradford-

Test (Bradford, 1976; Zor & Selinger, 1996) unter Verwendung der Roti®-Nanoquant-Lösung 

(Fa. Roth) durchgeführt. 800 µL der Arbeitslösung wurden mit 200 µL Probe vermischt und 

bei λ = 590 nm, sowie λ = 450 nm photometrisch vermessen. Bei A590 > 1 wurden die Proben 

angemessen verdünnt. Als Referenz diente ddH2O. Die Bestimmung der Konzentration er-

folgte gegen einen verdünnten BSA-Standard (Albumin Fraktion V, Fa. Roth) anhand des 

Absorptionsquotienten A590/A450. 

 

4.5.5 Bestimmung der Fluoreszenz des grünfluoreszierenden Proteins 

Zur Bestimmung der GFP-Fluoresezenz wurde 1 mL Probe mit einer Pharmacia LKB Pump 

P-1 bei maximaler Geschwindigkeit durch die Messzelle eines RF-551 Fluorescence HPLC 

Monitors (Fa. Shimadzu) geführt. Dabei wurde der maximale Emissionswert bei einer Anre-

gungswellenlänge von λEx = 395 nm und einer Emissionswellenlänge von λEm = 509 nm pro-

tokolliert. Die Messung erfolgte gegen ddH2O als Referenz. 
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4.5.6 Aktivitätsbestimmung der alkalischen Phosphatase 

Die Aktivitätsbestimmung der alkalischen Phosphatase erfolgte anhand des chromophoren 

Substrats p-Nitrophenylphosphat (pNPP) (Torriani & Rothman, 1961). AP katalysiert die Um-

setzung von pNPP zu p-Nitrophenol (pNP) dessen Entstehung bei 405 nm photometrisch 

verfolgt werden kann. Dazu wurden 650 µL Reaktionspuffer (1 M Tris-HCl [pH 8,0]; 

1 mM MgCl2) mit 250 µL Reagenz (14,5 mM pNPP in 1M NaHCO3 [pH 8,0]) gemischt. Die 

Reaktion wurde durch Zugabe von 100 µL AP Probe gestartet und bei 405 nm unter Raum-

temperatur in einem Pharmacia Biochrom 4060-Photometer verfolgt. Die Aktivität wurde an-

hand der Absorptionsänderung (ΔA/Δt [min-1]) im Vergleich mit einem verdünnten AP-

Standard definierter Aktivität (Bacterial Alkaline Phosphatase, Fa. Fermentas) bestimmt. Ei-

ne Unit (U) hydrolysiert 1 µmol pNPP min-1. 

 

4.5.7 Aktivitätsbestimmung der β-Lactamase 

Die Aktivitätsbestimmung der β-Lactamase erfolgte anhand des chromophoren Substrats 

Nitrocefin™ (Fa. Calbiochem), dessen Umsetzung bei 486 nm photometrisch verfolgt werden 

kann (O'Callaghan et al., 1972). 10 mg Nitrocefin wurden in 1 mL DMSO aufgenommen und 

mit 19 mL Phosphatpuffer (0,1 M K-Phosphat [pH 7,0]; 1 mM EDTA) vermischt. Diese 

Stammlösung wurde aliquotiert und bei -80 °C unter Lichtabschluss gelagert. Aus der 

Stammlösung wurde eine Arbeitslösung durch 20fache Verdünnung mit Phosphatpuffer her-

gestellt. Zur Messung wurden je 750 µL Arbeitslösung in Küvetten der Schichtdicke d = 1 cm 

vorgelegt und die Reaktion durch Zugabe von 50 µL Probe bei Raumtemperatur gestartet. 

Nitrocefin weist einen Absorptionskoeffizienten von ε486 = 20,5 mL µmol-1 cm-1 auf, der zur 

Bestimmung der Aktivität (aBla) anhand des Lambert-Beer’schen-Gesetzes herangezogen 

wurde (Gleichung 1). 1 Unit (U) hydrolysiert 1 µmol Nitrocefin min-1.  
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4.5.8 Aktivitätsbestimmung der Barnase 

Die Bestimmung der Barnase-Aktivität erfolgte durch die photometrische Quantifizierung 

säurelöslicher Nukleotide, die das Enzym aus Hefe-RNA freisetzt (Rushizky et al., 1964). 

400 µL Reaktionspuffer (0,1 M Na-Acetat [pH 5,0]) wurden mit 500 µL RNA-Lösung (2,5 g L-1 

Hefe-RNA [Fa. VWR]) und 100 µL-Barnase Probe gemischt und für exakt 15 min bei 37 °C 

inukbiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 250 µL eiskaltem Fällungsmittel (20 mM 
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Uranylacetat in 30% [v/v] Perchlorsäure) und Inkubation für 15 min auf Eis abgestoppt. Dabei 

wurde intakte RNA präzipitiert, während die unter Barnase-Aktivität freigesetzten Nukleotide 

in Lösung blieben. Nach Zentrifugation für 10 min bei 13000g wurde der Überstand mit ei-

nem NanoDrop®-Photometer (Fa. Nanodrop Technologies) bei einer Wellenlänge von 

λ = 260 nm vermessen. Die Messung erfolgte gegen eine identisch behandelte Referenz, die 

100 µL Reaktionspuffer anstelle von 100 µL Probe enthielt. 1 U der Barnase verursacht eine 

Erhöhung der Absorption von 1,0 bei 260 nm und 37 °C in 15 min. 

 

4.5.9 Aktivitätsbestimmung der β-Galaktosidase 

Die β-Galaktosidase wurde als cytoplasmatisches Markerprotein zur exemplarischen Beurtei-

lung der Freisetzung cytoplasmatischer Proteine (Zelllyse) verwendet. Eine Aktivitätsbe-

stimmung war durch Hydrolyse des chromophoren Substrats o-Nitrophenyl-β-D-

galactopyranosid (ONPG) möglich (Miller, 1972). In 1 cm-Küvetten wurden 900 µL Z-Puffer 

(0,1 M Na-Phosphat [pH 7,0]; 10 mM KCl; 1 mM MgSO4; 50 mM 2-Mercaptoethanol) mit 200 

µL Substratlösung (4 g L-1 ONPG in Z-Puffer) gemischt. Die Reaktion wurde unter Raum-

temperatur durch Zugabe von 200 µL Probe gestartet und bei Entwicklung einer Gelbfärbung 

durch Addition von 500 µL Na2CO3 (1 M) abgestoppt, wobei die Reaktionszeit protokolliert 

wurde. Unter Berücksichtigung der Reaktionszeit Δt erfolgte die Bestimmung der Aktivität 

durch Messung der Absorptionsdifferenz ΔA bei λ = 420 nm gegen eine identisch behandelte 

Referenz, die Z-Puffer anstelle von Probe enthielt. Der Absorptionskoeffizient von ONPG 

beträgt ε420 = 21,3 mL µmol-1 cm-1 und wurde zur Berechnung der β-Galaktosidase-Aktivität 

aβ-Gal gemäß Gleichung 2 herangezogen. 1 Unit (U) hydrolysiert 1 µmol ONPG min-1. 
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4.6 Transkriptanalytik 

Zur Analyse der Genexpression auf Basis von mRNA-Transkripten wurden die DNA-

Chiptechnologie (Microarrays), sowie die quantitative RT-PCR eingesetzt. 

 

4.6.1 Gesamt-RNA-Isolierung und DNAse-Verdau 

Die Microarray-basierte Analyse der Genexpression erfordert relativ große Mengen Gesamt-

RNA von ca. 300 µg pro Experiment. Entsprechende Zellzahlen (ca. 3x1010 Zellen, bzw. ca. 

30 mL einer Kultur der optischen Dichte OD600 = 1) wurden für die RNA-Isolierung eingesetzt. 

Der Instabilität von RNA muss durch eine rasche Probenverarbeitung Rechnung getragen 

werden. Dazu wurden die Kulturproben unmittelbar nach Entnahme für 1 min bei 4 °C und 

10000g zentrifugiert, das Zellpellet in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bis zur Verar-

beitung bei -80 °C gelagert. Sämtliche Schritte des nachfolgend beschriebenen Isolierungs-

verfahrens sowie des anschließenden DNAse-Verdaus wurden, falls nicht anders angege-

ben, auf Eis durchgeführt. Zentrifugationsschritte erfolgten stets bei 4 °C. Alle Lösungen 

wurden in ausgebackenen Gefäßen (160 °C; 3 h) mit RNase-freiem DEPC-Wasser 

(0,1% [v/v] DEPC; autoklaviert) angesetzt und gelagert. Eingesetzte Verbrauchsmaterialen 

waren grundsätzlich zertifiziert RNase-frei. 

 

Isolierung 

Das Zellpellet wurde in 900 µL TE-Lysozymlösung (10 mM Tris [pH 8,0]; 1 mM EDTA; 1 g L-1 

Lysozym) resuspendiert und nach Zugabe von 90 µL SDS-Lösung (10 g L-1) für 2 min auf 

64 °C erhitzt. Auf eine Addition von 100 µL Na-Acetat (1 M [pH 5,2]) und 1 ml Phenol (Roti®-

Phenol, Fa. Roth) folgte eine erneute Inkubation bei 64 °C für 6 min, wobei das Reaktionsge-

fäß alle 45 s zehnmal invertiert wurde. Nach einer zweiminütigen Inkubation auf Eis wurde 

für 10 min bei 16000g zentrifugiert, der Überstand abgenommen und mit dem gleichen Vo-

lumen Chloroform versetzt. Im Anschluss an eine 10fache Inversion des Reaktionsgefäßes 

wurde erneut bei 16000g für 5 min zentrifugiert, der Überstand mit 1/10 Volumen 5 M NaCl 

und 2 Volumina eiskaltem Ethanol vermischt und für 20 min bei -80 °C inkubiert. Nach Zentri-

fugation für 15 min bei 16000g wurde das Pellet mit 1 mL Ethanol (75% [v/v]) gewaschen, 

luftgetrocknet und in 100 µL DEPC-Wasser gelöst.  

 

DNAse I-Verdau 

Die Entfernung von DNA-Rückständen in der Gesamt-RNA wurde durch einen DNase I-

Verdau mit anschließender Ethanolfällung vollzogen. 
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100 µL Gesamt-RNA-Lösung wurden mit 11 µL 10x DNase I Puffer (0,1 M Tris-HCl [pH 7,5]; 

25 mM MgCl2; 1 mM CaCl2) und 40 U DNase I (Fa. Sigma) versetzt und für 1 h bei 37 °C 

inkubiert. Anschließend erfolgte eine Ethanolfällung gemäß des für die RNA-Isolierung be-

schriebenen Verfahrens, beginnend mit der Zugabe von 5 M NaCl (s.o.). Die Resuspension 

des luftgetrockneten RNA-Pellets erfolgte erneut in 100 µL DEPC-Wasser. Das Isolierungs-

verfahren erlaubte die Gewinnung von durchschnittlich 300-500 µg Gesamt-RNA. Zur Über-

prüfung der RNA-Integrität und der DNA-Entfernung wurde die RNA nach dem Verdau quali-

tativ durch AGE (vgl. 4.3.3) untersucht. 

 

4.6.2 Genexpressionsanalyse mit der DNA-Chiptechnologie 

Für die Genexpressionsanalyse auf Basis der DNA-Chiptechnologie (Microarrays) wurden 

whole-genome E. coli K12 V2 Arrays der Firma MWG verwendet, die das komplette Genom 

(alle 4288 ORFs) des E. coli Stammes K12 MG1655 (Blattner et al., 1997) repräsentieren. 

Die Analysen wurden extern am Institut für Technische Chemie der Universität Hannover 

durchgeführt, so dass an dieser Stelle nur das generelle Verfahren der Methode wiederge-

geben wird. 

Zunächst wurden die Gesamt-RNA unter Zuhilfenahme von DNA-Hexanukleotiden zufälliger 

Sequenzen und reverser Transkriptase unspezifisch in cDNA revers transkribiert. Dabei er-

folgte eine Markierung der cDNA mit den Fluoreszenzfarbstoffen Cy3 und Cy5, welche eine 

spätere Unterscheidung zwischen cDNA aus zwei unterschiedlichen Proben auf einem DNA-

Chip erlaubte. Bei Hybridisierung von cDNA auf die Microarrays aus mehr als zwei Proben 

wurde das Loop-Design genutzt (Kerr & Churchill, 2001a; Kerr & Churchill, 2001b), welches 

weniger DNA-Chips als das klassische Dye-Swop-Verfahren benötigt. Die DNA-Chips wur-

den in einem Laserscanner bei Cy3- und Cy5-spezifischen Wellenlängen und unterschiedli-

chen Verstärkungsfaktoren digitalisiert und aus den Fluoreszenzintensitäten der Spots und 

des Hintergrundes wurden Expressionsdaten der Gene/ORFs berechnet. Dabei kamen un-

terschiedliche mathematische Verfahren zur Normalisierung der Intensitäten innerhalb von 

und zwischen verschiedenen Microarrays zum Einsatz. Fehler durch unterschiedliche Inkor-

porationsraten der beiden Fluoreszenzfarbstoffe wurden ebenso ausgeglichen, wie systema-

tische Fehler (Loess/Lowess-Regression) und Ausreißer-Werte (Mandel-Test). Die finalen 

Daten enthielten Expressangaben für jeden ORF sowie statistisch signifikante Angaben über 

dessen Regulationszustand im Vergleich zu einer unbehandelten Kontrolle. Dies ermöglichte 

eine separate Betrachtung der tatsächlich differentiell regulierten ORFs. 
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4.6.3 Bestimmung der Genexpression durch quantitative RT-PCR 

Die quantitative PCR (qPCR) mit einem vorgeschalteten reversen Transkriptions(RT)-Schritt 

(qRT-PCR), wurde zur Bestimmung der relativen und absoluten Expressionsstärken von Ge-

nen (in diesem Fall des LppBRP-Gens) auf Basis ihrer mRNA-Transkripte genutzt. Dies war 

insbesondere hilfreich, wenn sich deren Proteinprodukte, wie im Fall von BRP, nur schwer 

quantifizieren ließen. 

Ca. 30-50 µg der isolierten und verdauten Gesamt-RNA wurden erneut, nach dem in Ab-

schnitt 4.6.1 beschriebenen Verfahren, mit DNase I verdaut und anschließend unter Ver-

wendung des RNeasy Mini Kits (Fa. Qiagen) nach Angaben des Hersteller gereinigt. Dies 

sollte eine weitestgehende Entfernung von DNA-Rückständen gewährleisten und war, auf-

grund der Sensitivität PCR-basierter Methoden, insbesondere bei high-copy plasmidcodier-

ten Genen, wie dem in dieser Arbeit verwendeten LppBRP-Gen, notwendig. Da die geringe 

Größe von qPCR-Amplikons (meist 100-200 bp) selbst nach dreifacher DNase I-Behandlung 

häufig noch eine Amplifikation von pDNA-Templates in RNA-Proben zulässt, erfolgte die Ex-

pressionsquantifizierung stets mittels zweier unabhängiger Ansätze, von denen nur einer die 

Reverse Transkriptase (RT) enthielt. Durch Subtraktion der DNA-abhängigen Amplifikation 

(qPCR ohne RT) von der Gesamt-Amplifikation (qRT-PCR) wurde die aus dem RT-Schritt 

stammende, RNA-abhängige Amplifikation und damit die Transkriptquantität bestimmt.  

Zur mRNA-Quantifizierung wurde das Quantitect® SYBR® Green RT-PCR Kit (Fa. Qiagen) 

nach Angaben des Herstellers mit 50 ng Gesamt-RNA pro 20 µL-Reaktion eingesetzt, wel-

ches die reverse Transkription und die anschließende qPCR in einem einzigen Ansatz (one-

step qRT-PCR) erlaubt. Die bei der real-time PCR verwendeten, spezifischen Primer sind im 

Anhang aufgeführt (Abschnitt 9.6). Zur Quantifizierung wurde das Rotor-Gene 3000 Real-

Time Multiplexing System (Fa. Corbett Research) unter den Herstellervorgaben für das 

Quantitect® SYBR® Green RT-PCR Kit programmiert. Bei der Berechung, sowohl der absolu-

ten als auch der relativen Expression konnte auf die mitgelieferte Software Rotor-Gene 6 

(Fa. Corbett Research) anhand der implementierten Funktionen „Quantitation“ und „Compa-

rative Quantitation“ zurückgegriffen werden. Die absolute Quantifizierung erfolgte durch Ka-

librierung mit einem DNA-Standard, der aus einem gereinigten und photomterisch quantifi-

zierten (λ = 260 nm) PCR-Produkt bekannter Zusammensetzung bestand. Das PCR-Produkt 

wurde anhand derselben Primer durch Amplifikation von der ursprünglichen LppBRP-DNA 

(pJL17lpp) gewonnen. Zur Überprüfung der Authentizität von qRT-PCR-Produkten wurde 

grundsätzlich eine Schmelzkurvenanalyse durchgeführt. 

 

 



  ERGEBNISSE UND DISKUSSION 

  58 

5 Ergebnisse und Diskussion 

Die durchgeführten Arbeiten lassen sich in drei Abschnitte untergliedern. Zunächst wird die 

Etablierung eines geeigneten E. coli-Systems für die extrazelluläre Proteinproduktion und die 

gentechnische Stammentwicklung beschrieben. In diesem Zusammenhang werden ver-

schiedene BRP bezüglich ihrer Eignung für die sekretorische Proteinproduktion charakteri-

siert und die Möglichkeiten für eine Optimierung der BRP durch molekulare Veränderung 

aufgezeigt. Anschließend werden prozesstechnische Optimierungsansätze für die sekretori-

sche Proteinproduktion dokumentiert, die sich primär auf die Steuerung der BRP-

Coexpression durch externe Eingriffe fokussieren. Dabei werden auch die BRP-Toxizität und 

die zelluläre Reaktion auf die BRP-Expression untersucht. Der letzte Abschnitt befasst sich 

mit der vereinfachten Gewinnung mehrerer rekombinanter Proteine durch Sekretion in das 

Medium. Unter Verwendung des Maltosebindeproteins als Fusionspartner werden diese di-

rekt aus dem Medium affinitätsgereinigt, um exemplarisch die Vorzüge der extrazellulären 

Proteinproduktion herauszustellen. 

 

5.1 Etablierung eines Expressionssystems für die Sekretion re-
kombinanter Modellproteine: Stammentwicklung 

Die BRP-Coexpression kann zur Sekretion periplasmatischer Proteine in das Kulturmedium 

genutzt werden. Unter starker BRP-Aktivität tritt jedoch ein Erliegen des Wachstums (BRP-

Toxizität) bzw. eine Abnahme der Kulturtrübung (Quasi-Lyse) ein, weshalb die BRP-

Expression kontrolliert ablaufen muss. Ein induzierbares und in der Stärke regulierbares 

BRP-Expressionssystem erschien dafür bevorzugt geeignet. Ihre höhere Kopienzahl und die 

resultierende höhere Gendosis sowie die einfache Übertragbarkeit zwischen unterschiedli-

chen E. coli-Stämmen ließen plasmidbasierte Expressionssysteme, gegenüber chromosomal 

codierten, favorisieren. Diese Plasmide konnten darüber hinaus auch Zielproteine codieren, 

welche unter BRP-Einwirkung in das Medium sekretiert werden sollten. In früheren Arbeiten 

konnte die Expression von BRP und Zielprotein durch ein singuläres Plasmid bereits als Vor-

teilhaft gegenüber binären Plasmidsystemen gezeigt werden (van der Wal et al., 1995d). Als 

weitere Möglichkeit, der BRP-Toxizität zu begegnen, wurde die vergleichende Charakterisie-

rung verschiedener BRP bezüglich ihrer Toxizität und Funktionalität gesehen. Mit Hilfe mole-

kularer Veränderungen sollte eine Entkopplung der sekretionsfördernden, von der toxischen 

Eigenschaft des BRP, erreicht werden. 
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5.1.1 Konstruktion eines plasmidbasierten Expressions- und Sekre-
tionssystems für rekombinante Proteine 

Als Grundlage für ein induzier- und regulierbares BRP-Expressionssystem kann der PBAD-

Promotor des Arabinoseoperons (araBAD) aus E. coli dienen (Englesberg et al., 1969b). Er 

ist sowohl durch Arabinose induzierbar, als auch über einen großen Bereich regulierbar 

(Guzman et al., 1995). Das im Rahmen dieser Arbeit etablierte Sekretionssystem basiert auf 

dem Plasmid pBAD18-Kan (Abb. 5.1), welches neben dem PBAD-Promotor auch das AraC-

Regulatorprotein des Promotors codiert. Es diente als Grundlage für die Konstruktion unter-

schiedlicher Vektoren zur PBAD-regulierten BRP-Expression. Optional wurden die Gene ver-

schiedener rekombinanter Modellproteine hinzugefügt, welche unter BRP-Aktivität eine Sek-

retion in das Medium erfahren sollten. 

Für die Optimierung der Sekretion wurde zunächst das Plasmid pBAD-LppBRPphoAbla er-

stellt, welches in Abb. 5.1 ebenfalls dargestellt ist.  

 

 A B 

  
Abb. 5.1 Schematische Karten des ursprünglichen Plasmids pBAD18-Kan (A) und des kon-

struierten Plasmids pBAD-LppBRPphoAbla (B). pBAD-LppBRPphoAbla dient der Ex-
pression der Modellproteine alkalische Phosphatase (phoA) sowie β-Lactamase (bla) und 
deren Sekretion durch das Cloacin DF13 LppBRP (lppbrp). Pbla, konstitutiver Promotor der 
β-Lactamase; LppBRP, signalpeptidmodifiziertes Cloacin DF13 BRP; PBAD, araBAD-
Promotor (Arabinose-induzierbar); TrrnB, rrnB-Transkriptionsterminator; araC, Regulatorpro-
tein für PBAD; kanr, Kanamycinresistenzgen; ori, Replikationsursprung. Zentrale Bestandtei-
le sind hervorgehoben. Die Konstruktion des Plasmids pBAD-LppBRPphoAbla ist dem An-
hang (Abschnitt 9.5) zu entnehmen. 

 

Es ermöglicht die PBAD-regulierte Expression eines signalpeptidmodifizierten Cloacin DF13 

BRP. Bei diesem BRP wurde das stabile, native SP durch das instabile SP des E. coli Mu-
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reinlipoproteins (Lpp) substituiert (Luirink et al., 1991). Das BRP wird daher als LppBRP 

(lppbrp-Gen) bezeichnet und soll im Vergleich zur nativen Variante eine geringere Cytotoxizi-

tät aufweisen. pBAD-LppBRPphoAbla codiert darüber hinaus die Modellproteine alkalische 

Phosphatase (AP, phoA-Gen) und β-Lactamase (Bla, bla-Gen), die in E. coli periplasmatisch 

lokalisiert sind und deren Synthese konstitutiv durch den Pbla-Promotor der β-Lactamase er-

folgt. Unter BRP-Expression wurde für beide Proteine eine Sekretion in das Medium berich-

tet (Aono, 1989b; Yu & San, 1992). Mit Ausnahme von pAraKO (vgl. Abschnitt 5.1.2) sind 

sämtliche Plasmide, die im Rahmen dieser Arbeit für die BRP-vermittelte Proteinsekretion 

konstruiert wurden, Derivate von pBAD18-Kan und weisen einen analogen Aufbau zu pBAD-

LppBRPphoAbla auf. Diese sind an den entsprechenden Stellen der Arbeit und im Anhang 

(Abschnitt 9.5) dokumentiert. 

 

5.1.2 Konstruktion eines geeigneten E. coli-Stammes 

E. coli kann L-Arabinose, den Induktor des PBAD-Promotors, als Kohlenstoffquelle verwerten. 

Dies hat in der Regel einen raschen Verbrauch des Induktors zur Folge und muss im Kontext 

einer anhaltend induzierten BRP-Expression verhindert werden. Demzufolge ist ein effizien-

ter Einsatz des PBAD-Promotors nur in E. coli-Stämmen mit defektem Arabinosemetabolismus 

möglich. Die Arabinosedegradation kann durch chromosomale Deletion des beteiligten ara-

BAD-Operons verhindert werden. Minimal ist dazu eine Inaktivierung des Proteins L-

Arabinose Isomerase (araA-Gen) erforderlich, welches als initiales Enzym des Arabinoseme-

tabolismus die Reaktion von L-Arabinose zu L-Ribulose katalysiert (vgl. Abschnitt 2.5, insb. 

Abb. 2.14). In der Vergangenheit wurden bereits E. coli-Stämme mit defektem Arabino-

sestoffwechsel erzeugt. Prominente Beispiele sind E. coli MC4100 und dessen Derivate 

(Casadaban & Cohen, 1980; Englesberg et al., 1969b) sowie E. coli Top 10 (Fa. Invitrogen). 

Sie akkumulieren jedoch teilweise das toxische Arabinoseintermediat L-Ribulose-5-Phosphat 

(Englesberg et al., 1962), oder weisen zahlreiche weitere, teils uncharakterisierte Mutationen 

auf. So konnte bei E. coli Top10 in Schüttelkolbenkultiverungen, aus unbekannter Ursache, 

nur eine geringe Proteinsekretion beobachtet werden (Daten nicht dargestellt). Daher wurde 

im Rahmen dieser Arbeit ein Derivat des häufig verwendeten und gut charakterisierten E. 

coli Stammes K12 MG1655 (Blattner et al., 1997) konstruiert, welches sich einzig durch ei-

nen Austausch der am Arabinosemetabolismus initial beteiligten Gene araB und araA durch 

das Chloramphenicolresistenz vermittelnde cat-Gen (CAT, Chloramphenicol Acetyltransfera-

se) unterscheidet. Dieser Genaustausch erfolgte durch homologe Rekombination (Hamilton 

et al., 1989) anhand des temperatursensitiven Plasmids pAraKO, in dem das cat-Gen beid-

seitig durch homologe Sequenzen des araCBAD-Bereichs von jeweils ca. 500 bp flankiert 
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wird. Die resulierende araBA-Deletion ist in Abb. 5.2 anhand eines chromosomalen 

Ausschnittes schematisch dargestellt.  

 

 A 

 
 B 

 
Abb. 5.2 Schematischer Vergleich der Region des Arabinoseoperons in E. coli MG1655 (A) 

und Ara1655 (B). Der Bereich zwischen beiden BamHI-Schnittstellen, welcher in MG1655 
PBAD, araB und den Großteil von araA umfasst, ist in Ara1655 durch die Chloramphenicol-
resistenz (cat) substituiert. 

 

 
Abb. 5.3 PCR-Amplifikation des araBAD-Operons in E. coli MG1655 und Ara1655. Die Abbil-

dung zeigt ein 1%iges Agarosegel in dem PCR-Produkte eines Teilbereichs des 
Arabinoseoperons aus E. coli MG1655 (Spur 2) und des gleichen chromosomalen 
Abschnitts in E. coli Ara1655 (Spur 3) aufgetrennt wurden. Ara1655 weist im Gegensatz 
zum 4,5 kb PCR-Produkt des nativen Arabinoseoperons von MG1655 ein DNA-Fragment 
der Größe 5,3 kb auf, welches dem Austausch durch das cat-Gen entspricht. Spur 1 
enthält einen dsDNA-Standard, dessen Größen linksseitig aufgeführt sind. Die zur PCR-
Amplifikation eingesetzten Primer sind in Tabelle 9.4 des Abschnittes 9.6 aufgeführt. 

 

Das zur Rekombination engesetzte Plasmid pAraKO und dessen Konstruktion ist im Anhang 

(Abschnitt 9.5) beschrieben. Neben der Unfähigkeit des konstruierten Stammes zum Wachs-

tum unter Präsenz von Arabinose als singulärer Kohlenstoffquelle (Daten nicht dargstellt) 
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araC-ΔaraBA-cat-araD-Region in E. coli Ara1655 (6,4 kb) 



  ERGEBNISSE UND DISKUSSION 

  62 

zeigte die in Abb. 5.3 dargestellte PCR-Amplifikation des Bereiches der homologen Rekom-

bination die erfolgreiche Substitution von araBA gegen das cat-Gen, durch welche die Größe 

des PCR-Produktes um 0,8 kb zunahm. Die Verifikation der araBA-Deletion erfolgte durch 

anschließende Sequenzierung des PCR-Produktes (vgl. Abschnitt 9.6; Tabelle 9.4). Der ge-

nerierte Stamm wurde fortan als E. coli Ara1655 bezeichnet. 

 

5.1.3 Funktionelle Charakterisierung des Expressionssystems 

Zur vergleichenden Charakterisierung der beiden E. coli-Stämme MG1655 (ara+) und 

Ara1655 (ΔaraBA) bezüglich ihrer Eignung für die sekretorische Proteinproduktion, wurden 

diese mit dem Plasmid pBAD-LppBRPphoAbla transformiert. Die Untersuchungen erfolgten 

durch Schüttelkolbenkultivierung in synthetischem SGA-Medium. Dabei wurde die BRP-

Expression während der exponentiellen Phase bei einer optischen Dichte von OD600 ~ 2,5 

durch Zugabe unterschiedlicher, auf die OD600-normierter Arabinosekonzentrationen indu-

ziert. Die Bestimmung der Glycerin- und Arabinosekonzentrationen sollte eine Bewertung der 

Verstoffwechselung beider potentieller Kohlenstoffquellen erlauben. Abb. 5.4. beschreibt die 

Wachstumsverläufe anhand der optischen Dichte (OD600) und dokumentiert den Verbrauch 

des Substrats Glycerin. Die Verläufe der Arabinosekonzentration sind in Abb. 5.5 dargestellt.  
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Abb. 5.4 Wachstums- und Substratverbrauchsverläufe von E. coli Ara1655 pBAD-

LppBRPphoAbla (a) und E. coli MG1655 pBAD-LppBRPphoAbla (b)., Dargestellt sind 
die optischen Dichten (gefüllte Symbole) und die Glycerinkonzentrationen (offene Symbo-
le) in Schüttelkolbenkultivierungen mit definiertem SGA-Medium. Die LppBRP-Expression 
erfolgte in unterschiedlicher Stärke durch Zugabe verschiedener OD600-bezogener Arabi-
nosekonzentrationen. 
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Bis zum Induktionszeitpunkt wiesen alle Kulturen des jeweiligen Stammes vergleichbare op-

tische Dichten auf. Während die optische Dichte der nicht-induzierten Kulturen beider Stäm-

me bis zur Glycerinerschöpfung scheinbar unlimitiert zunahm, wurde nach Induktion der 

BRP-Expression insbesondere bei E. coli Ara1655 pBAD-LppBRPphoAbla eine von der In-

duktorkonzentration abhängige Beeinflussung der Wachstumsverläufe beobachtet. Aufgrund 

toxischer BRP-Expression kam es zu einem verringerten (10 mg L-1 Arabinose) oder ge-

stoppten Wachstum (100; 1000 mg L-1 Arabinose). Während dieser Wachstumsstagnation 

war der Glycerinverbrauch stark reduziert. 

Für den Kontrollstamm E. coli MG1655 pBAD-LppBRPphoAbla konnte hingegen selbst bei 

maximaler Induktorkonzentration von 1000 mg L-1 pro OD600-Einheit nur eine geringe, tempo-

räre Beeinflussung des Wachstums beobachtet werden. Bei dieser Induktionsstärke erfolgte, 

trotz anhaltenden Wachstums, eine zwischenzeitliche Stagnation des Glycerinverbrauchs. 

Wie Abb. 5.5 zeigt, konnte diese durch die bevorzugte Verstoffwechselung der Arabinose 

erklärt werden.  
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Abb. 5.5 Arabinosekonsum in ΔaraBA-Mutante und Wildtyp. Verläufe der Arabinosekonzentrati-

onen nach Zugabe während der Kultivierung von E. coli Ara1655 pBAD-LppBRPphoAbla 
(a) und E. coli MG1655 pBAD-LppBRPphoAbla (b) in Schüttelkolben mit SGA-Medium. 

 

Selbst nach Zugabe einer OD600-bezogenenen Arabinosekonzentration von 1000 mg L-1 

wurde das alternative Substrat durch den Kontrollstamm E. coli MG1655 pBAD-

LppBRPphoAbla innerhalb weniger Stunden vollständig verstoffwechselt. Vermutlich ermög-

lichte der Induktorverbrauch den Kulturen ein BRP-freies Wachstum in dem die BRP-

Expression zum Erliegen kam. 
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Bei E. coli Ara1655 pBAD-LppBRPphoAbla blieben die Arabinosekonzentrationen aufgrund 

der Unfähigkeit des Stammes zur Nutzung des Kohlenhydrats über den gesamten Kultivie-

rungsverlauf weitgehend unverändert. Die kontinuierliche Präsenz des Induktors führte bei 

ausreichender Konzentration zu einer anhaltend starken BRP-Expression, die den beobach-

teten andauernden Wachstumsstillstand erklären konnte. Das in Abb. 5.4 (a) dokumentierte 

wiedereinsetzende Wachstum der stark induzierten E. coli Ara1655 pBAD-LppBRPphoAbla-

Kulturen nach längerem Wachstumsstillstand wurde des Öfteren beobachtet. Als Ursache für 

die Fähigkeit von E. coli Ara1655 pBAD-LppBRPphoAbla zu erneutem Wachstum trotz an-

dauernder Arabinosepräsenz konnte eine Stagnation der BRP-Expression durch Verlust des 

Plasmides pBAD-LppBRPphoAbla ermittelt werden (vgl. Abschnitt 5.2.1). 

 

Anhand der extrazellulären Aktivität des Modellproteins alkalische Phosphatase beschreibt 

Abb. 5.6 die Proteinsekretion in Abhängigkeit von den eingesetzten Induktionsstärken. 
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Abb. 5.6 Sekretion alkalischer Phosphatase in das Medium durch ΔaraBA-Mutante und Wild-

typ. Verläufe der extrazellulären AP-Aktivität in SGA-Schüttelkolbenkulturen von E. coli 
Ara1655 pBAD-LppBRPphoAbla (a) und E. coli MG1655 pBAD-LppBRPphoAbla (b) bei 
unterschiedlicher Induktion der LppBRP-Expression durch Arabinosezugabe. 

 

Für beide Stämme war eine Abhängigkeit zwischen der zugeführten Arabinosekonzentration 

und der AP-Sekretion, im Sinne einer rascher einsetzenden Freisetzung nach Zugabe höhe-

rer Konzentrationen, zu beobachten. Die induktionsfreien Kontrollkulturen zeigten in beiden 

Fällen nur einen vergleichbar geringen Anstieg der extrazellulären AP-Aktivität, welcher ver-

mutlich durch spontane Sekretion begründet war. Eine direkte Korrelation zwischen einge-
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setzter Induktorkonzentration und maximal erzeugter AP-Aktivität im Medium bestand aus 

verschiedenen Gründen nicht. 

Aufgrund des Arabinoseverbrauchs kam die Proteinsekretion bei dem Kontrollstamm E. coli 

MG1655 pBAD-LppBRPphoAbla selbst nach maximaler Induktion (OD600-bezogene Konzent-

ration von 1 g L-1) innerhalb weniger Stunden zum Erliegen (Abb. 5.4 (b)). Dabei korrelierte 

der Zeitpunkt des Sekretionsstopps (ca. 6 h) mit dem Zeitpunkt des vollständigen Arabinose-

verbrauchs zwischen 6 h und 7 h (vgl. Abb. 5.5). Demzufolge erlaubte die Induktion nur eine 

zeitweilige AP-Sekretion, wobei der überwiegende Anteil der Kultivierungen mit intrazellulä-

rer AP-Produktion verlief. Insbesondere bei schwacher Induktion (10 mg L-1 Arabinose pro 

OD600-Einheit) war der Verlauf der extrazellulären AP-Aktivität annähernd identisch zur in-

duktionsfreien Referenzkultur, so dass nur geringe Anteile der gebildeten AP sekretiert wur-

den. Die Arabinosedegradation verhinderte demnach bei dem Kontrollstamm E. coli MG1655 

pBAD-LppBRPphoAbla eine kontinuierliche Proteinsekretion in das Kulturmedium. 

Wie der stagnierende Anstieg extrazellulärer AP-Aktivität zeigt, wurde auch bei E. coli 

Ara1655 pBAD-LppBRPphoAbla nach starker Induktion (100 bzw. 1000 mg L-1 Arabinose pro 

OD600-Einheit) ein Erliegen der Sekretion beobachtet. Im Gegensatz zu E. coli MG1655 

pBAD-LppBRPphoAbla war dies vermutlich nicht durch den Verbrauch des Induktors der 

BRP-Expression (vgl. Abb. 5.5), sondern durch den Wachstumsstopp aufgrund toxischer 

BRP-Expression (vgl. Abb. 5.4) zu erklären. Deutliche Unterschiede gegenüber E. coli 

MG1655 pBAD-LppBRPphoAbla ergaben sich bezüglich der AP-Sekretion bei schwacher 

Induktion (10 mg L-1 Arabinose pro OD600-Einheit). So war das anhaltende, jedoch leicht ge-

bremste, Wachstum des modifizierten Stammes durch einen stetigen Anstieg der extrazellu-

lären AP-Aktivität begleitet. Dieser Zusammenhang wurde als Möglichkeit zur Regulation der 

BRP-Expressionsstärke interpretiert, die eine kontinuierliche Proteinsekretion unter Auf-

rechterhaltung des Wachstums erlaubte. Mit aAP = 19,1 U mL-1 konnte durch E. coli Ara1655 

pBAD-LppBRPphoAbla bei Abbruch der Kultivierung eine etwa 2,7fach höhere extrazelluläre 

AP-Aktivität als nach maximaler Induktion mit 1000 mg L-1 Arabinose pro OD600-Einheit 

(aAP = 7,1 U mL-1) erreicht werden. Im Vergleich zur induktionsfreien Kontrollkultur (aAP = 2,4 

U mL-1) betrug die Verstärkung der Proteinsekretion sogar Faktor 8.  

Bei der schwach induzierten E. coli Ara1655 pBAD-LppBRPphoAbla-Kultur (10 mg L-1 Arabi-

nose pro OD600-Einheit) wurde im Zeitraum zwischen 10 h und 24 h Kultivierungsdauer, trotz 

unveränderter Zelldichte, ein Anstieg der AP-Aktivität im Medium von 10,7 U mL-1 auf 

19,1 U mL-1 bestimmt. Dieser ließ sich durch eine andauernde AP-Sekretion während der 

Stationärphase aufgrund beständiger BRP-Aktivität erklären, da bei der induktionsfreien Kon-

trollkultur im gleichen Zeitraum kein vergleichbarer Anstieg zu beobachten war. In der Phase 

wieder einsetzenden Wachstums nach starker Induktion der E. coli Ara1655 pBAD-

LppBRPphoAbla-Kulturen (100 bzw. 1000 mg L-1 Arabinose pro OD600-Einheit) erfolgte im 
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gleichen Zeitraum nur eine geringe Sekretion des Reporterproteins. Dieses konnte auf einen 

Verlust des Plasmides pBAD-LppBRPphoAbla zurückgeführt werden, wie in Abschnitt 5.2.1 

näher erläutert wird. 

 

Der Vergleich beider Stämme zeigte eine deutliche Optimierung der PBAD-regulierten Sekreti-

on durch Inaktivierung des Arabinosestoffwechsels. Einerseits erwies sich E. coli Ara1655 

pBAD-LppBRPphoAbla als sensitiv gegenüber hohen Induktorkonzentrationen, da diese 

durch toxische LppBRP-Expression zu einem Erliegen des Wachstums führten. Andererseits 

ermöglichte dieser Stamm eine kontinuierliche Proteinsekretion und erforderte dazu nur ge-

ringe Konzentrationen des Induktors. Bei angepasster Induktion erfolgte die Proteinsekretion 

unter Aufrechterhaltung des Zellwachstums. So wurde aufgrund der stetigen Präsenz des 

Induktors durch E. coli Ara1655 pBAD-LppBRPphoAbla über fünfmal mehr AP in das Medi-

um sekretiert als durch E. coli MG1655 pBAD-LppBRPphoAbla (maximal 19,1 U mL-1 ge-

genüber 3,7 U mL-1). 

 

5.1.4 Auswahl eines geeigneten BRPs 

Nachdem die Eignung der PBAD-regulierten LppBRP-Expression für die Proteinsekretion an-

hand des E. coli-Stammes Ara1655 und des Plasmides pBAD-LppBRPphoAbla gezeigt wer-

den konnte, wurden verschiedene BRP bezüglich ihrer Fähigkeit zur Sekretion und ihrer Cy-

totoxizität untersucht. Dies sollte eine ggf. bevorzugte Eignung bestimmter BRP für die ext-

razelluläre Produktion rekombinanter Proteine aufdecken. Die Auswahl eines optimalen BRP 

wurde im Vorfeld von Untersuchungen zur Ermittlung der Effizienz BRP-vermittelter Sekreti-

on (vgl. Abschnitt 5.2) durchgeführt. 

BRP unterschiedlichen Ursprungs variieren primär in der Struktur ihrer Signalpeptide (van 

der Wal et al., 1995b). So unterscheiden sich die reifen Anteile der beiden bisweilen häufig 

eingesetzten BRP des Cloacins DF13 und des Colicins E1 in nur zwei ihrer 28 Aminosäuren. 

Aus diesem Grund sind verschiedene BRP im Hinblick auf die Freisetzung von Bacteriocinen 

funktionell austauschbar (Hakkaart et al., 1981; Oudega et al., 1984; Yamada et al., 1982). 

Frühere Arbeiten zeigten jedoch Differenzen bezüglich der Stabilität, d.h. der proteolytischen 

Degradation, ihrer Signalpeptide nach Prozessierung der BRP durch die Signalpeptidase 

(van der Wal et al., 1994). Die hohe Stabilität des nativen Cloacin DF 13 BRP-Signalpeptides 

führt zu einer Verstopfung der Sec-Poren in der inneren Membran und verringert die Zellvia-

bilität dadurch zusätzlich, während ein Austausch durch das instabile Lpp-Signalpeptid 

(LppBRP) dessen Toxizität reduziert (Luirink et al., 1991). Das SP des Colicin E1 BRP unter-

liegt im Gegensatz zu dem des nativen Cloacin DF13 BRP einer schnelleren Degradation 
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(Cavard, 1991), so dass für dieses BRP analog zum signalpeptidmodifizierten Cloacin DF13 

LppBRP eine reduzierte Toxizität erwartet werden konnte. 

Vor dem Hintergrund ihrer Eignung für die extrazelluläre Proteinproduktion wurden das Cloa-

cin DF13 BRP und seine LppBRP-Variante sowie das Colicin E1 BRP verglichen. Darüber 

hinaus wurde eine Variante des Cloacin DF13 LppBRP miteinbezogen, die C-terminal durch 

einen Hexahistidin-tag modifiziert ist und einen immunologischen Nachweis des BRPs er-

möglichen sollte (Cloacin DF13 LppBRP-His6). Die Expression der verschiedenen BRP er-

folgte durch den PBAD-Promotor. Dazu wurden Vektoren konstruiert, die eine analoge Organi-

sation zu pBAD-LppBRPphoAbla (vgl. Abb. 5.1) aufwiesen, wobei das LppBRP durch die 

verschiedenen BRP substituiert war. Die so erzeugten Plasmide sind in Tabelle 5.1 aufge-

führt und wurden in E. coli Ara1655 eingebracht. Zur Dokumentation der Proteinsekretion 

wurde das Reporterprotein AP herangezogen. 

 

Tabelle 5.1 Übersicht der verglichenen BRP und ihrer Plasmidhintergründe. Die Konstruktion 
der Plasmide ist dem Anhang (Abschnitt 9.5) zu entnehmen. 

BRP Plasmid 

Cloacin DF13 BRP pBAD-BRPphoAbla 
Cloacin DF13 LppBRP pBAD-LppBRPphoAbla 
Colicin E1 BRP pBAD-KilE1phoAbla 
Cloacin DF13 LppBRP-His6 pBAD-LppBRP-His6phoAbla 

 

Eine vergleichende Charakterisierung der Toxizität und Funktionalität der verschiedenen 

BRP erfolgte analog zu Abschnitt 5.1.3 durch Schüttelkolbenkultivierungen in SGA-Medium 

mit Induktion der BRP-Expression durch verschiedene OD600-normierte Arabinosekonzentra-

tionen. Die BRP-Toxizität wurde anhand der wachstumscharakteristischen optischen Dichte 

beurteilt und ist in Abb. 5.7 dargestellt. Die Kultivierungsverläufe belegen insgesamt geringe 

Unterschiede bezüglich der Toxizität dieser BRP. So führten OD600-bezogene Induktorkon-

zentrationen von mehr als 10 mg L-1 Arabinose stets zu einem annähernden oder vollständi-

gen Erliegen des Wachstums. Die Toxizität zeigte sich jedoch bei den nativen BRP 

(CloDF13 BRP und ColE1 BRP) im Vergleich zum SP-modifizierten CloDF13 LppBRP und 

CloDF13 LppBRP-His6 leicht erhöht. So war die Induktion mit mindestens 50 mg L-1 Arabino-

se bei den nativen BRP stets mit einer Abnahme der optischen Dichte verbunden (Quasi-

Lyse), während die Kulturen mit CloDF13 LppBRP und CloDF13 LppBRP-His6 bei diesen 

Induktionsstärken entweder Stagnationen oder noch geringe Anstiege der OD600 zeigten. 

Auch bei schwacher Induktion mit 5 bzw. 10 mg L-1 Arabinose wiesen die Stämme mit den 

beiden modifizierten BRP etwas geringere Wachstumsbeeinflussungen auf. 
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 (a) CloDF13 BRP (b) CloDF13 LppBRP 
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 (c) ColE1 BRP (d) CloDF13 LppBRP-His6  
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Abb. 5.7 Wachstumsverläufe von E. coli Ara1655 unter Expression verschiedener BRP. (a) 

Cloacin DF13 BRP; (b) Cloacin DF13 LppBRP; (c) Colicin E1 BRP; (d) Cloacin DF13 
LppBRP-His6. Die BRP-Expression erfolgte in unterschiedlicher Stärke durch Zugabe ent-
sprechender Arabinosekonzentrationen. Die Abbildung zeigt Schüttelkolbenkultivierungen 
in chemisch definiertem SGA-Medium. 

 

 



  ERGEBNISSE UND DISKUSSION 

  69 

Wie die in Abb. 5.8 aufgeführten extrazellulären AP-Aktivitäten belegen, ist auch die Funktio-

nalität der betrachteten BRP vergleichbar. 

 

 (a) CloDF13 BRP (b) CloDF13 LppBRP 
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Abb. 5.8 Sekretion alkalischer Phosphatase in das Medium durch verschiedene BRP. (a) 

Cloacin DF13 BRP; (b) Cloacin DF13 LppBRP; (c) Colicin E1 BRP; (d) Cloacin DF13 
LppBRP-His6. Die BRP-Expression erfolgte in unterschiedlicher Stärke durch Zugabe ent-
sprechender Arabinosekonzentrationen. Die Abbildung basiert auf Schüttelkolbenkultivie-
rungen in definiertem SGA-Medium. 

 

Bei gleichen Induktionsstärken zeigten sich jeweils nur geringe Unterschiede bezüglich der 

Proteinsekretion. Optimale Bedingungen wurden für alle BRP bei OD600-bezogenenen Induk-
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torkonzentrationen von 5 und 10 mg L-1 Arabinose beobachtet, da diese eine kontinuierliche 

Sekretion unter Aufrechterhaltung des bakteriellen Wachstums ermöglichten. Bei diesen In-

duktionsstärken lagen die bei Erreichen der Stationärphase erzielten extrazellulären AP-

Aktivitäten für alle vier BRP in einem vergleichbaren Bereich zwischen 10,5 und 12,2 U mL-1 

und wiesen demnach eine Schwankung von nur 14% bezogen auf die maximal erreichte 

Aktivität auf. Die Aktivitäten waren jedoch noch im Anstieg, so dass während der Stationär-

phase vermutlich, wie in Abschnitt 5.1.3 beobachtet, eine weitere Zunahme hätte beobachtet 

werden können (vgl. Abb. 5.6 (a)). Da das Ziel dieser Analysen die vergleichende Charakte-

risierung der BRP bezüglich Toxizität und Funktionalität war, wird auf die Darstellung der 

Zusammenhänge während der Stationärphase an dieser Stelle verzichtet. 

 

Anhand seines Hexahistidinanteils wurde die Lokalisation des CloDF13 LppBRP-His6 inner-

halb der Kultur immunologisch nachgewiesen. Der Nachweis ist in Abb. 5.9 dargestellt und 

zeigte eine primäre Lokalisation in membranhaltigen Zelltrümmern und im Cytoplasma. Die 

Cytoplasmafraktion enthielt neben der erwarteten unprozessierten Präform (LppBRP-His6), 

vorwiegend das reife mBRP-His6. Da die BRP-Prozessierung an den Sec-Transport über die 

innere Membran gekoppelt ist, konnte die reife Form nicht aus dem Cytoplasma stammen. 

Es wurde daher vermutet, dass während der Ultraschallpräparation des Cytoplasmas ein Teil 

des membranständigen mBRP-His6 in die Cytoplasmafraktion gelangte und daher ebenfalls 

in dieser Fraktion nachweisbar war. Die Lokalisation des (Lpp)BRP-His6 war demnach ge-

genüber der des nativen Cloacin DF13 BRP nicht verändert (Luirink et al., 1988). Mit dem 

LppBRP-His6 stand folglich eine immunologisch nachweisbare Variante des LppBRP zur 

Verfügung. Im Western-Blot zeigten sich Abweichungen der tatsächlichen von den theoreti-

schen Molmassen des BRP (5,6 kDa für die Präform und 3,7 kDa für die reife Form), die 

durch dessen Lipidmodifikation erklärt werden könnten. 

 

 
Abb. 5.9 Lokalisation des LppBRP-His6 in den Fraktionen Cytoplasma (C), Periplasma (P) und 

Medium (M), sowie in membranhaltigen Zelltrümmern (Z). Vergleich 3 h nach Induktion 
der Expression mit 1000 mg L-1 Arabinose (+) und vor Induktion (-). Die Molmassen des 
Größenstandards S sind am linken Rand aufgeführt. Nachweis durch Western-Blot 
12%iger SDS-Gele mit Penta-His-Antikörper. 

 

Die dargestellten Untersuchungen belegen insgesamt geringe Unterschiede, sowohl bezüg-

lich der Toxizität verschiedener BRP, als auch ihrer Fähigkeit zur Förderung der AP-
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Sekretion in das Medium. Diese vergleichbare Funktionalität kann durch die annähernde 

Identität der reifen Anteile aller untersuchten BRP erklärt werden und bestätigt die, für Bacte-

riocine bekannte, funktionelle Austauschbarkeit von BRP (Pugsley & Schwartz, 1983) auch 

für das Modellprotein AP. Selbst die Erweiterung des Cloacin DF13 LppBRP durch das C-

terminale Hexahistidin scheint keinen grundlegenden Einfluss auf dessen Toxizität und Funk-

tionalität zu haben. Diese geringen Unterschiede beweisen eine vergleichbare Eignung aller 

betrachteten BRP für die extrazelluläre Proteinproduktion.  

Die Modifikation des Cloacin DF13 BRP mit dem Lpp-SP stellt nach den vorliegenden Daten 

nur eine geringe Verbesserung dar und bewirkt lediglich eine schwache Reduktion der Toxi-

zität. Auch die Toxizität der nativen BRP des Colicins E1 und des Cloacins DF13 zeigte sich 

trotz unterschiedlich stabiler SP vergleichbar. Demzufolge haben die Signalpeptide keinen 

maßgeblichen Einfluss auf die Vitalität BRP-exprimierender Zellen. Aufgrund ihrer leicht re-

duzierten Toxizität bzw. der immunologischen Nachweisbarkeit wurden das CloDF13 

LppBRP bzw. das CloDF13 LppBRP-His6 für alle weiteren Untersuchungen eingesetzt. 

 

5.1.5 Molekulare Optimierung des LppBRP: Funktionalität und Toxizität 
von LppBRP-Hybridproteinen 

BRP verursachen eine Perforation der äußeren Membran, indem sie eine lokale Degradation 

der Lipide initiieren. Dies geschieht durch einen Austausch von Lipopolysacchariden gegen 

Phospholipide, welcher die Aktivität einer membranständigen Phospholipase stimuliert 

(Dekker et al., 1999; Snijder & Dijkstra, 2000). Da der Wirkmechanismus von BRP, d.h. der 

Ablauf dieser Lipidsubstitution bislang nicht vollständig aufgeklärt wurde, sind auch die ge-

nauen Ursachen der BRP-Toxizität nicht bekannt. 

Der Lipidanteil des BRP kann als alleiniger Effektor für die Störung des Membrangefüges 

ausgeschlossen werden, da vergleichbar organisierte Lipoproteine wichtige zelluläre Funkti-

onen übernehmen und teilweise prominent in der äußeren Membran vertreten sind 

(Cascales et al., 2002; Hirashima et al., 1974). Eine alleinige Verantwortung des Proteinan-

teils für die BRP-Toxizität konnte in früheren Arbeiten durch gezielte Verhinderung der Li-

pidmodifikation ebenfalls widerlegt werden (Luirink et al., 1988; Pugsley & Cole, 1987). 

Demzufolge sind sowohl Lipid- als auch Proteindomäne an der BRP-Funktionalität und 

-Toxizität beteiligt.  

Die in Abschnitt 5.1.4 dargestellte vergleichende Charakterisierung deckte keine grundle-

genden Unterschiede zwischen verschiedenen BRP auf, so dass eine Optimierung der BRP-

vermittelten Proteinsekretion allenfalls durch molekulare Veränderung von BRP möglich er-

schien. In früheren Arbeiten konnte durch Mutations- und Deletionsanalysen der Proteindo-

mäne des BRP nur eine geringe Entkopplung von BRP-Toxizität und -Funktionalität, jedoch 
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keine entscheidende Verbesserung für die sekretorische Proteinproduktion erreicht werden 

(Luirink et al., 1989; van der Wal et al., 1998). Am Beispiel des LppBRP wurde gezeigt, dass 

die C-terminale Fusion eines Hexahistidin-Peptids keine maßgebliche Veränderung der 

Funktionalität, Toxizität und Lokalisation des BRP hervorruft (vgl. Abschnitt 5.1.4). Auf Basis 

dieser Beobachtung wurde wie nachfolgend dargestellt untersucht, ob sich die zentralen 

Charakteristika des LppBRP in Anwesenheit von Fusionspartnern unterschiedlicher Natur 

und Größe verändern. Insbesondere galt es zu klären, ob die Erweiterung des Proteinanteils 

zu einer Reduktion der BRP-Toxizität beitragen kann. 

Zur Konstruktion von LppBRP-Hybridproteinen wurde das LppBRP, wie in Abb. 5.10 aufge-

führt, durch verschiedene Proteine C-terminal erweitert.  

 

LppBRP-Bar (17,2 kDa)

LppBRP-MBP (45,5 kDa)

LppBRP-AP (50,5 kDa)

LppBRP
(4,8 kDa)

mBar
(12,4 kDa)

mBla
(28,9 kDa)

LppBRP-Bla (33,7 kDa)
mMBP

(40,7 kDa)

mAP
(45,7 kDa)

 
Abb. 5.10 Schematischer Aufbau der LppBRP-Fusionsproteine. Bei LppBRP-Bar wird zusätzlich 

der Inhibitor Barstar (nicht dargestellt) exprimiert, um die cytoplasmatische Aktivität der 
Barnase zu verhindern. 

 

Als Fusionspartner wurden die Proteine Barnase (Bar), β-Lactamase (Bla), Maltosebindepro-

tein (MBP) und alkalische Phosphatase (AP) verwendet. Mit Molmassen zwischen 12,4 und 

46,3 kDa deckten diese ein ausgedehntes Größenspektrum ab und sollten anhand ihrer en-

zymatischen Aktivität bzw. immunologischen Nachweisbarkeit eine Lokalisationsbestimmung 

der LppBRP-Fusionsproteine erlauben. Um mögliche Komplikationen bei der Sec-

Translokation der LppBRP-Hybridproteine zu umgehen, wurden ausschließlich Proteine aus-

gewählt, die analog zu BRP über den Sec-Pfad in das Periplasma exportiert werden können. 

Die nativen SP der Fusionspartner wurden bei der Klonierung entfernt, um eine intramoleku-

lare Redundanz von Signalpeptiden zu verhindern. Bei dem Hybridprotein LppBRP-Bar er-

folgte zusätzlich die Expression des Barnase-Inhibitors Barstar vom gleichen Plasmid (vgl. 
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Abschnitt 9.5; Abb. 9.1). Diese sollte die ebenfalls toxische cytoplasmatische Aktivität der 

Barnase nivellieren. 

Die Proteinsekretion wurde mittels der Reporterproteine AP und β-Lactamase dokumentiert, 

wobei für das Fusionskonstrukt LppBRP-AP nur β-Lactamase und für LppBRP-Bla nur AP 

als sekretorische Modellproteine herangezogen wurde, um Interferenzen bei der Lokalisati-

onsbestimmung beider LppBRP-Fusionsproteine zu vermeiden (Tabelle 5.2). 

 

Tabelle 5.2 Übersicht der konstruierten LppBRP-Fusionsproteine und verwendeten Sekreti-
onsreporter. Die Konstruktion der codierenden Plasmide ist dem Anhang (Abschnitt 
9.5) zu entnehmen. 

Protein Fusionsanteil Sekretionsreporter Plasmid 

LppBRP-Bar Barnase (Barstar) AP / Bla pLppBRP-Bar 
LppBRP-Bla Bla AP pLppBRP-Bla 
LppBRP-MBP MBP AP / Bla pLppBRP-MBP 
LppBRP-AP AP Bla pLppBRP-AP 

 

Nach jeweiliger Transformation des E. coli-Stammes Ara1655 mit den in Tabelle 5.2 aufge-

führten Plasmiden wurden die erzeugten Stämme in SGA-Medium (Schüttelkolben) kultiviert. 

Die Expression der LppBRP-Hybridproteine sollte mit maximaler Stärke erfolgen, da nur eine 

grundlegende Reduktion der BRP-Toxizität als Optimierung betrachtet werden konnte. Dem-

entsprechend wurden zur Expression der LppBRP-Fusionsproteine Induktorkonzentrationen 

eingesetzt, die sich gemäß der in Abschnitt 5.1.4 dargestellten Untersuchungen als toxisch 

erwiesen (OD600-normierte Konzentration von 1 g L-1 Arabinose). Als Kontrollen dienten je-

weils induktionsfreie Kulturen. 

Die resultierenden Kultivierungsverläufe sind in Abb. 5.11 dargestellt. Für alle vier betrachte-

ten Hybrid-BRP trat nach Induktion eine Stagnation oder Abnahme der OD600 ein. Demnach 

zeigte sich die Toxizität der LppBRP-Hybridproteine unverändert und verhinderte ein andau-

erndes Wachstum. Dem primären Ziel eine signifikante Reduktion der BRP-Toxizität zu er-

reichen, konnte somit durch keines der konstruierten Proteine entsprochen werden. 
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Abb. 5.11 Wachstumsverläufe von E. coli Ara1655 unter starker Expression der LppBRP-

Hybridproteine (a) LppBRP-Bar, (b) LppBRP-Bla, (c) LppBRP-MBP und (d) LppBRP-
AP. Die BRP-Expression erfolgte mit einer OD600-normierten Arabinosekonzentration von 
1 g L-1. Die Abbildung basiert auf Schüttelkolbenkultivierungen in definiertem SGA-Medium. 

 

Die Funktionalität der BRP wurde dennoch untersucht und ist in Abb. 5.12 dargestellt. An-

stelle der extrazellulären Aktivität der Reporterproteine AP und Bla wurde bei diesen Unter-

suchungen die Verteilung der Aktivität zwischen Zellen und Medium vor und nach Induktion 

bestimmt, um den Freisetzungsgrad der Modellproteine einschätzen zu können.  
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 (c) LppBRP-MBP (d) LppBRP-AP 
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Abb. 5.12 Verteilung der Sekretionsreporter AP und Bla zwischen Zellen und Medium vor (tI) 

und 3 h nach Induktion (tI+3) der Expression von (a) LppBRP-Bar, (b) LppBRP-Bla, (c) 
LppBRP-MBP und (d) LppBRP-AP. Die Aktivitätsbestimmung der Reporter erfolgte un-
mittelbar vor Induktion sowie beim Übergang der Kontrollkultur in die Stationärphase.  

 

Für die beiden Hybrid-LppBRP mit Barnase- und MBP-Fusionsanteil zeigte sich eine weitge-

hende Freisetzung von AP (73-83% extrazellulärer Anteil) und eine annähernd quantitative 

Sekretion der β-Lactamase (jeweils 97%), so dass diese LppBRP-Fusionsproteine in ihrer 

Funktionalität nicht grundlegend beeinflusst waren. Für LppBRP-Bla und -AP wurde hinge-

gen nur eine geringe Steigerung der extrazellulären Reporteranteile auf 5-26% ermittelt. 

Folglich führten die C-terminalen Anhänge bei diesen BRP, trotz unveränderter Toxizität, zu 

einem Verlust ihrer Funktionalität. Größenaspekte können als alleinige Ursache für den 

Funktionsverlust ausgeschlossen werden, da sich das im Vergleich zum LppBRP-Bla größe-

re LppBRP-MBP aktiv zeigte.  

Aufgrund des cytotoxischen Verlaufs der Expression aller LppBRP-Fusionsproteine, konnte 

für die vier Proteine eine Interaktion mit bzw. eine Lokalisation in der äußeren Membran er-
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wartet werden. Die Bestimmung ihrer subzellulären Lokalisation erfolgte anhand der enzy-

matischen Aktivität der Hybrid-BRP bzw. im Fall des LppBRP-MBP durch immunologischen 

Nachweis. Das LppBRP-Bla-Protein konnte nur elektrophoretisch analysiert werden, da des-

sen β-Lactamase-Domäne enzymatisch nicht aktiv war. Die korrespondierenden Ergebnisse 

sind in Abb. 5.13 und Abb. 5.14 dargestellt. 
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Abb. 5.13 Subzelluläre Lokalisation der LppBRP-Hybridproteine (a) LppBRP-Bar und (b) 

LppBRP-AP. Die Bestimmung durch enzymatischen Nachweis erfolgte nach Induktion der 
BRP-Expression sowie vor dem Induktionszeitpunkt als Kontrolle. 

 

  
Abb. 5.14 Lokalisation der LppBRP-Hybridproteine (a) LppBRP-Bla und (b) LppBRP-MBP in den 

Fraktionen Medium (M), Periplasma (P), Cytoplasma (C) sowie in membranhaltigen Zell-
trümmern (Z) vor (-) und nach (+) deren Induktion. Die Molmassen des Größenstandards S 
sind vergleichsweise aufgeführt. Nachweis durch 12%ige Coomassie-gefärbte SDS-Gele. 
Der Western-Blot-Nachweis des LppBRP-MBP im unteren Bereich von Abbildungsteil (b) 
erfolgte durch einen MBP-Antikörper. 

 

Erwartungsgemäß waren die Hybrid-BRP vor Induktion in keiner Kulturfraktion nachweisbar. 

Nach Induktion zeigten sich LppBRP-AP, LppBRP-Bla und LppBRP-MBP primär in memb-



  ERGEBNISSE UND DISKUSSION 

  77 

ranhaltigen Zelltrümmern lokalisiert, so dass die Fusionsanteile keinen Einfluss auf die Prote-

inlokalisation offenbarten. LppBRP-AP und LppBRP-MBP zeigten ebenfalls eine prominente 

Präsenz  in den Cytoplasmafraktionen. Diese wurde auch für das LppBRP-His6 beobachtet 

(vgl. Abschnitt 5.1.4, Abb. 5.9) und auf eine Freisetzung membranständiger Proteine wäh-

rend der Ultraschallpräparation des Cytoplasmas zurückgeführt. Eine theoretisch mögliche 

Interferenz des immunologischen Nachweises von LppBRP-MBP mit basal exprimiertem, 

chromosomal codiertem MBP konnte durch die Abwesenheit entsprechender Banden in den 

Spuren der induktionsfreien Kontrolle ausgeschlossen werden. Demzufolge war entweder 

die basale MBP-Expression oder die Sensitivität des MBP-Antikörpers nicht ausreichend für 

eine Detektion des nativen MBPs. 

LppBRP-Bar wurde im Gegensatz zu den anderen Proteinen, trotz vergleichbarer Funktiona-

lität und Toxizität des BRP-Anteils, vorwiegend im Medium vorgefunden. Die Proteine MBP-

Barnase, ein anderes Hybridprotein mit Barnase-Anteil (vgl. Abschnitt 5.3.2) und native Bar-

nase (Hartley, 1988) weisen ebenfalls eine erhöhte spontane Sekretion in das Medium auf. 

Möglicherweise gelangen Proteine mit Barnase-Domäne, aus unbekannter Ursache, verein-

facht in das Kulturmedium. 

 

Wie Tabelle 5.3 zusammenfasst, zeigten die konstruierten Hybrid-BRP, mit Ausnahme von 

LppBRP-Bar, eine im Vergleich zu nativen BRP unveränderte Membranständigkeit. Diese 

konnte die ebenfalls konservierte Toxizität aller vier Proteine erklären. Der Funktionsverlust 

von LppBRP-Bar und LppBRP-AP zeigte, dass BRP leichter ihre Fähigkeit zur Förderung der 

Proteinsekretion als ihre Toxizität verlieren. Eine Entkopplung von BRP-Toxizität und 

-Funktionalität im Sinne einer Reduktion der Toxizität erschien daher nicht realisierbar. 

 

Tabelle 5.3 Toxizität, Lokalisation und Funktionalität verschiedener LppBRP-Hybridproteine. 

BRP-Hybrid Toxizität primäre (sekundäre) Lokalisation Sekretion 
(AP/Bla) 

LppBRP-His6 
(vgl. Abschnitt 5.1.4) 

+ Membranen (Cytoplasma) +/n.u.a 

LppBRP-Bar + Medium +/+ 
LppBRP-Bla + Membranen -/n.v.b 
LppBRP-AP + Membranen (Cytoplasma) n.v.b/- 
LppBRP-MBP + Membranen (Cytoplasma) +/+ 
a n.u., nicht untersucht 
b n.v., nicht vorhanden 

 

 



  ERGEBNISSE UND DISKUSSION 

  78 

5.1.6 Schlussfolgerungen zur Etablierung eines geeigneten Sekretions-
systems 

Durch Inaktivierung des Arabinosemetabolismus in E. coli Ara1655 konnte die bevorzugte 

Verstoffwechselung der Arabinose als alternativer Kohlenstoffquelle verhindert werden. Dies 

erlaubte eine kontrollierte und kontinuierliche BRP-Expression durch den PBAD-Promotor und 

dokumentierte die grundsätzliche Eignung des etablierten Expressionssystems für die sekre-

torische Proteinproduktion. Kultivierungen mit Zugabe unterschiedlicher Induktorkonzentrati-

onen ermöglichten eine submaximale BRP-Expression und eine stetige Proteinsekretion un-

ter Aufrechterhaltung des bakteriellen Wachstums. Dabei waren die erforderlichen Induktor-

konzentrationen mit 5-10 mg L-1 Arabinose, bezogen auf eine OD600-Einheit, gering. 

Vergleichende Kultivierungen unter Expression verschiedener BRP zeigten geringe Unter-

schiede bezüglich der Toxizität und Funktionalität dieser BRP und bestätigten deren, für die 

Bacteriocinsekretion bekannte, funktionelle Austauschbarkeit. Auch durch Fusion heterologer 

Proteine an den C-Terminus des LppBRP konnte keine Entkopplung von Sekretion und To-

xizität erreicht werden. Da sich zwei dieser LppBRP-Hybridproteine unverändert cytotoxisch 

zeigten, der Fusionsanteil jedoch zu einem Verlust ihrer Funktionalität führte, erschien die 

Konstruktion eines unschädlichen BRP nicht realisierbar. Folglich war das größte Optimie-

rungspotential, bei der BRP-vermittelten Proteinsekretion in der Entwicklung geeigneter Ex-

pressionsstrategien zu sehen. 
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5.2 Optimierung der extrazellulären Proteinproduktion durch kon-
trollierte BRP-Coexpression 

Die im vorausgehenden Abschnitt dargestellten Untersuchungen belegen die generelle Eig-

nung des etablierten Expressionssystems für die extrazelluläre Produktion rekombinanter 

Proteine. Bestrebungen zur Identifikation eines optimalen BRP bzw. zur Reduktion der Toxi-

zität von BRP durch C-terminale Modifikationen brachten hingegen nicht den erhofften Er-

folg. Da weder der Vergleich unterschiedlicher BRP, noch deren Modifikation auf molekularer 

Ebene, eine Entkopplung von BRP-Toxizität und Proteinsekretion hervorbrachte, musste 

dem Problem der negativen Beeinflussung des bakteriellen Wachstums durch entsprechen-

de Steuerung der Expression begegnet werden. Dazu wurden prozesstechnische Optimie-

rungsansätze verfolgt, die sich auf die Auswahl geeigneter Induktorkonzentrationen und In-

duktionsszeitpunkte für die BRP-Coexpression fokussierten. 

 

5.2.1 Optimierung der extrazellulären Proteinproduktion durch ange-
passte BRP-Coexpression 

Schüttelkolbenkultivierungen von E. coli Ara1655 pBAD-LppBRPphoAbla zeigten die Mög-

lichkeit einer stetigen BRP-Expression durch Verwendung des PBAD-Promotors in einem 

E. coli-Stamm mit inaktiviertem Arabinosemetabolismus. Darüber hinaus konnte die Expres-

sionsstärke durch entsprechend angepasste Induktorkonzentrationen auf submaximale Ni-

veaus reguliert werden. Dabei blieb das bakterielle Wachstum trotz BRP-Toxizität erhalten 

und führte zu einem kontinuierlichen Anstieg der extrazellulären Aktivität des Modellproteins 

alkalische Phosphatase. Da die intrazellulär verbliebene Aktivität des Enzyms nicht bestimmt 

wurde, konnten keine Aussagen bezüglich der Effektivität BRP-vermittelter Sekretion, d.h. 

des Freisetzungsgrades von Zielproteinen getroffen werden. 

Die Sekretionseffizienz wurde durch Kultivierungen im Bioreaktor, die nachfolgend darge-

stellt sind, untersucht. Diese sollten eine Analyse der Zusammenhänge zwischen regulierter 

BRP-Expression, Wachstumsverlauf und Lokalisation sekretorischer Modellproteine ermögli-

chen. Neben kontrollierten und statisierten Bedingungen konnten die Probenahme und 

-analyse ohne externe Eingriffe in die Kultur erfolgen und darüber hinaus die wachstumscha-

rakteristische CO2-Produktion der Kultur online dokumentiert werden. Im Zusammenhang mit 

der optischen Dichte und der Biotrockenmassekonzentration der Kulturen sollte dies einen 

tieferen Einblick in die BRP-Toxizität erlauben. 

Bei den Fermentationen wurden die Konzentrationen der Kohlen- und Stickstoffquellen des 

SGA-Mediums (Glycerin und Ammoniumsulfat) verdoppelt. Analog zu den beschriebenen 
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Schüttelkolbenkultivierungen wurde die BRP-Expression durch Addition OD600-normierter 

Arabinosekonzentrationen während der exponentiellen Wachstumsphase induziert. Da ent-

sprechend höhere Biomassekonzentrationen erwartet werden konnten, wurde die Induktion 

angepasst und erfolgte bei optischen Dichten von OD600 = 5-6.  

In Schüttelkolbenkultivierungen zeigten sich OD600-bezogene Induktorkonzentrationen von 5 

und 10 mg L-1 Arabinose als besonders geeignet, da sie eine AP-Sekretion in das Medium 

erlaubten ohne zu einer vollständigen Stagnation des Wachstums zu führen, welche nach 

Zugabe von mindestens 50 mg L-1 Arabinose pro OD600-Einheit beobachtet wurde. Die Über-

tragbarkeit dieser Induktionsstärken auf die Bedingungen im Bioreaktor konnte jedoch, ins-

besondere aufgrund der Induktion bei höheren Zelldichten, nicht ohne weiteres vorausge-

setzt werden, so dass erneut auch höhere Induktorkonzentrationen untersucht wurden. Der 

bis dahin als optimal ermittelte Induktorkonzentrationsbereich von 5-10 mg L-1 Arabinose pro 

OD600-Einheit wurde durch Konzentrationen von 1 und 25 mg L-1 ergänzt. 

 

Wachstum und Energieverbrauch 

Die in Abb. 5.15 dargestellten Verläufe der optischen Dichte (OD600) und Biotrockenmasse-

konzentration dokumentieren das Wachstumsverhalten in Abhängigkeit von der Induktions-

stärke. Ebenfalls dargestellt sind die Verläufe des Abluft-CO2-Gehalts und der Substratkon-

zentration (Glycerin), welche charakteristisch für den Energieverbrauch der Kulturen waren. 

Tabelle 5.4 fasst die spezifischen Wachstumsgeschwindigkeiten der Kulturen zusammen. 

Diese wiesen vor Induktion der BRP-Expression nur minimale Differenzen auf (µ = 0,36 h-1 

± 3,1%) und belegten dadurch die Reproduzierbarkeit der Kultivierungsbedingungen. Ent-

sprechend zeigten alle Fermentationen vor der Induktion annähernd identische Wachstums-

verläufe (Abb. 5.15). 

Die Verläufe der CO2-Produktion und des Glycerinverbrauchs bei der induktionsfreien Kon-

trollfermentation bestätigten die ausschließliche Limitierung des Prozesses durch das Sub-

strat Glycerin. Aufgrund des kontinuierlichen Anstieges des Abluft-CO2-Gehalts während der 

Wachstumsphase und dessen abrupter Abnahme nach Erschöpfung des Glycerins konnten 

mögliche alternative Limitierungen ausgeschlossen und die Kultivierungsbedingungen unter 

ausreichender Glycerinpräsenz als quasi-statisch betrachtet werden. 
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Abb. 5.15 Wachstum und Energieverbrauch bei unterschiedlich starker BRP-Expression durch 

E. coli Ara1655 pBAD-LppBRPphoAbla. Die Induktion der BRP-Expression erfolgte mit 
den angegebenen OD600-bezogenenen Arabinosekonzentrationen. Die Abbildung basiert 
auf Satzfermentationen in einem 7 L-Rührkesselreaktor (vgl. Abschnitt 4.1.5) mit 5 L che-
misch definiertem SGA-Medium. Wachstum und Energieverbrauch sind anhand der cha-
rakteristischen Größen OD600 (A), BTM-Konzentration (B) und Abluft-CO2-Gehalt (C), so-
wie der Glycerinkonzentration (D) dargestellt.  
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Tabelle 5.4 Spezifische Wachstumsgeschwindigkeiten µ bei Bioreaktorkultivierungen von E. 
coli Ara1655 pBAD-LppBRPphoAbla in SGA-Medium. Die Bestimmung erfolgte wäh-
rend der exponentiellen Phase vor Induktion der BRP-Expression durch Arabinosezu-
gabe. Bei der induktionsfreien Kontrollkultur wurde die spezifische Wachstumsge-
schwindigkeit über die gesamt exponentielle Phase ermittelt. (ρAra, OD600-bezogene A-
rabinosekonzentration; µ, spezifische Wachstumsgeschwindigkeit) 

ρAra 
[mg L-1] 

µ 
[h-1] 

0 (Kontrolle) 0,35 
1 0,36 
5 0,34 
10 0,37 
25  0,35 
50 0,37 
100 0,35 
1000  0,36 
Mittelwert 0,36 ± 0,011 

 

Nach Zugabe des Induktors Arabinose wurden, analog zu den Schüttelkolbenexperimenten, 

von den Induktorkonzentrationen abhängige Beeinflussungen des Wachstums beobachtet. 

Dabei zeigten die mit OD600-bezogenenen Arabinosekonzentrationen von mindestens 25 

mg L-1 induzierten Kulturen temporär stagnierende Biomassekonzentrationen (Abb. 5.15 A), 

sodass die zuvor ermittelten wachstumspermissiven Arabinosekonzentrationen von maximal 

10 mg L-1 pro OD600-Einheit für den Bioreaktormaßstab bestätigt werden konnten. Durchgän-

gig exponentielles Wachstum war bei keiner Induktorkonzentration möglich, d.h. die BRP-

Expression resultierte in einer grundsätzlichen Reduktion der Wachstumsgeschwindigkeit 

und einer Verlängerung der Wachstumsphase. Selbst die Zugabe einer OD600-bezogenen 

Arabinosekonzentration von 1 mg L-1 führte zu einer geringen Verlangsamung von CO2-

Produktion und Wachstum und verlängerte die Wachstumsphase um ca. 1 h. 

 

Bei Einsatz wachstuminhibierender Induktionsstärken waren, insbesondere in den anfängli-

chen Zeiträumen statischer BTM-Konzentration, langsame Rückgänge der CO2-Produktion 

anstelle von abrupten Abnahmen, wie nach vollständiger Glycerinerschöpfung, zu beobach-

ten (Abb. 5.15 A und C). Darüber hinaus zeigte sich in denselben Phasen ein anhaltender, 

allerdings deutlich reduzierter Glycerinverbrauch (Abb. 5.15 D). So wiesen die mit OD600-

normierten Arabinosekonzentration von 50 und 100 mg L-1 induzierten Kulturen im Zeitraum 

zwischen 1 h und 7 h nach Induktion (t = 6-12 h) statische BTM-Konzentrationen auf. Im sel-

ben Zeitraum sanken die Glycerinkonzentrationen stetig von 24,3 bzw. 23,9 g L-1 auf 21,1 

bzw. 21,2 g L-1. Demzufolge war der Energieverbrauch der statischen Kulturen zwar redu-

ziert, jedoch nicht vollständig aufgehoben. In anderen Arbeiten wurde für E. coli-Kulturen, die 
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einer starken BRP-Expression unterlagen, ebenfalls eine starke Hemmung der Proteinbio-

synthese berichtet (Stegehuis et al., 1995). Obwohl die Ursachen noch unbekannt sind, stört 

die BRP-Aktivität bezüglich der Zellatmung und der Proteinsynthese offenbar elementare 

Mechanismen des zellulären Stoffwechsels. Dieser Zustand ist jedoch reversibel, da die Zel-

len revitalisiert werden können, und das Wachstum im Anschluss an die statischen Phasen 

wieder Einsetzen kann. 

 

Zelllyse und Quasi-Lyse 

Die BRP-Expression führte zu Diskrepanzen in den Verläufen der optischen Dichte und der 

BTM-Konzentration, bei denen die optische Dichte der Kulturen stärker beeinflusst wurde als 

die BTM-Konzentration. Besonders deutlich wurde dies bei starker BRP-Expression (OD600-

bezogenene Arabinosekonzentrationen von mindestens 25 mg L-1), welche in einer Abnah-

me der optischen Dichte resultierte, während die BTM-Konzentration im gleichen Zeitraum 

konstant blieb (vgl. Abb. 5.15 A und B). Zur Beurteilung dieser Diskrepanz wurde die Zelllyse 

bei der induktionsfreien Kontrollkultur und der am stärksten induzierten Fermentation anhand 

der intra- und extrazellulären Aktivität des cytoplasmatischen Enzyms β-Galaktosidase be-

stimmt. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind in Abb. 5.16 zu finden. 
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Abb. 5.16 Zelllyse bei starker BRP-Expression und ohne BRP-Expression. Dargestellt ist die 

Verteilung des cytoplasmatischen Enzyms β-Galaktosidase zwischen Zellen (grüne Sym-
bole) und Medium (rote Symbole) einer Bioreaktorkultur von E. coli Ara1655 pBAD-
LppBRPphoAbla in synthetischem SGA-Medium (A) ohne Induktion und (B) mit Induktion 
der BRP-Expression durch OD600-normierte Arabinosekonzentrationen von 1000 mg L-1. 

 

Abgesehen von einem geringen Anstieg des extrazellulären β-Galaktosidase-Anteils auf ma-

ximal 10% während der Stationärphase der induktionsfreien Kultur (Abb. 5.16 A) war das 

cytoplasmatische Enzym strikt intrazellulär lokalisiert. Der Anstieg dokumentierte eine gerin-
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ge Zelllyse nach Wachstumsende und erklärte die ebenfalls geringe Abnahme der BTM-

Konzentration im gleichen Zeitraum. Insbesondere nach Induktion konnte, trotz stagnieren-

den Wachstums, keine Verschiebung der Aktivität in Richtung des Mediums beobachtet wer-

den. Dies dokumentiert eine vernachlässigbare Zelllyse durch BRP-Expression und zeigt, 

dass die beobachteten Diskrepanzen zwischen Biotrockenmassekonzentrationen und OD600 

durch „Quasi-Lyse“ bedingt waren. Im Gegensatz zu vollständiger Zelllyse, welche zu einem 

Verlust der Teilungsfähigkeit führt und mit einer Abnahme der BTM-Konzentration einher-

geht, blieb die Viabilität der Zellen in Flüssigkultur unter Quasi-Lyse erhalten. Dies erklärte 

die Revitalisierbarkeit der Kultur und die Fähigkeit zu erneutem Wachstum auch nach starker 

Induktion. 

 

Plasmidstabilität 

Wachstumsinhibierend induzierte Fermentationen und Schüttelkolbenkultivierungen wiesen 

nach temporärer Stagnation der BTM-Konzentrationen stets erneute Wachstumsphasen auf. 

Aufgrund der Unfähigkeit des verwendeten E. coli Stammes Ara1655 pBAD-LppBRPphoAbla 

zur Arabinosedegradation wurde eine andauernde BRP-Expression und somit eine kontinu-

ierliche Wachstumsrepression erwartet. Als Ursache für das wieder Einsetzen des Wachs-

tums wurde daher ein Erliegen der BRP-Expression durch Plasmidverlust bei gleichzeitiger 

Inaktivierung des zugesetzten Antibiotikums Kanamycin in Betracht gezogen. Der Einsatz 

unterschiedlicher Kanamycinkonzentrationen bei den Fermentationen sowie Untersuchungen 

zur Plasmidstabilität bestätigten diese Theorie. 

Bestimmungen der Plasmidstabilität werden üblicherweise durch vergleichendes Ausplattie-

ren der Zellen auf plasmidselektierendem (antibiotikahaltigem) und antibiotikafreiem Fest-

medium durchgeführt. Da E. coli unter BRP-Expression die Fähigkeit zum Wachstum auf 

Festmedium verliert (van der Wal et al., 1995b), konnte diese Methode nicht eingesetzt wer-

den. Aus diesem Grund wurde der Plasmidgehalt (Anteil der Plasmidmasse an der Zelltro-

ckenmasse), als indirektes Maß für die Plasmidstabilität zu unterschiedlichen Zeitpunkten bei 

Fermentationen mit induzierter BRP-Expression sowie einer induktionslosen Kontrollfermen-

tation herangezogen. Darüber hinaus wurden die isolierten Plasmide durch AGE qualitativ 

analysiert. Beide Untersuchungen erfolgten auf Basis der Fermentationen mit Induktion der 

BRP-Expression durch OD600-normierte Konzentrationen von 10, 100 und 1000 mg L-1 Ara-

binose sowie ohne Induktion und sind in Abb. 5.17 zusammengefasst. 
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Abb. 5.17 Indirekte Bestimmung der Plasmidstabilität anhand des Plasmidgehalts (A) und durch 

elektrophoretische Untersuchung (B) zu unterschiedlichen Zeitpunkten der mit 0 (Kontrol-
le), 10, 100 und 1000 mg L-1 Arabinose pro OD600-Einheit induzierten Satzfermentationen 
von E. coli Ara1655 pBAD-LppBRPphoAbla in SGA-Medium. Der Plasmidgehalt xpDNA be-
schreibt den Anteil der photometrisch bestimmten Plasmidmasse an der Zelltrockenmasse 
und kann dadurch indirekt zur Beurteilung der zellulären Plasmidkonzentration herangezo-
gen werden. Zur Plasmidisolierung wurde jeweils die gleiche Biomasse eingesetzt. Das 
Agarosegel wurde mit identischen Volumina (5 µL) der isolierten DNA beladen und ermög-
lichte eine qualitative Beurteilung der Plasmidstabilität. 

 

Gemäß Abb. 5.17 A konnte während der Kontrollfermentation keine grundlegende Änderung 

des Plasmidgehalts verzeichnet werden. Im Gegensatz dazu wurden insbesondere bei den 

stark induzierten Kulturen (100 bzw. 1000 mg L-1 Arabinose pro OD600-Eineheit) zwischen-

zeitlich deutlich erhöhte Plasmidgehalte bestimmt, die von Abnahmen bis unterhalb des Ni-

veaus vor der Induktion gefolgt waren. 

Ein Vergleich mit der in Abb. 5.17 B dargestellten elektrophoretischen DNA-Analyse zeigte 

jedoch, dass diese erhöhten Plasmidgehalte auf Artefakte bei der photometrischen DNA-

Quantifizierung zurückzuführen waren, da die korrespondierenden Bandenintensitäten zu 

keinem Zeitpunkt entsprechend zunahmen. Dabei wurden für die induktionsfreie Kontrollfer-

mentation zu allen betrachteten Zeitpunkten homogene Bandenmuster erhalten. Die indu-

zierten Kulturen wiesen hingegen nach Induktion (Probenzeitpunkte 10, 15 und 20 h) eine 

zunehmende Degradation der Plasmide auf, die sich in Schlierenbildungen über die Spuren 

des Gels äußerte und vor Induktion (t = 5 h) nicht beobachtbar war. Diese Degradationspro-

dukte führten möglicherweise zu einer erhöhten UV-Absorption und damit zu einer fälschli-

chen Bestimmung erhöhter Plasmidgehalte. Im Zuge der Induktion nahm die Degradation 

stetig zu, was sich durch eine verstärkte Schlierenbildung mit einer Verschiebung der Degra-

dationsprodukte in Richtung kleinerer DNA-Fragmente manifestierte. Dabei verschwanden 

die Plasmidbanden letztlich fast vollständig, so dass bei den stark induzierten Kulturen 

(OD600-normierte Arabinosekonzentration von 100 bzw. 1000 mg L-1) in späten Kulturstadien 
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(t = 20 h) annähernd kein Plasmid mehr nachgewiesen werden konnte. Die Ursache der 

Plasmiddegradation wurde nicht näher untersucht. Eine mögliche Erklärung könnte in der 

BRP-induzierten Aktivierung zellulärer Nukleasen liegen. 

Dieser Plasmidverlust bedeutete eine Aufhebung toxischer LppBRP-Expression und konnte 

unter Voraussetzung einer gleichzeitigen vollständigen Inaktivierung des Antibiotikums Ka-

namycin die Fähigkeit zu erneutem Wachstum erklären. Zur Überprüfung der Kanamycini-

naktivierung sind den Kulturen unterschiedliche Konzentrationen des Antibiotikums zugesetzt 

worden. So enthielten die mit OD600-bezogenenen Arabinosekonzentrationen von 100 und 

1000 mg L-1 induzierten Fermentationen je 50 mg L-1 Kanamycin, während den Kulturen mit 

Induktion durch 25 und 50 mg L-1 Arabinose 200 mg L-1 Kanamycin zugefügt war. Wie Abb. 

5.15 A zeigt, setzte das erneute Wachstum bei den Fermentationen mit 50 mg L-1 Kanamycin 

bereits 5-6 h nach Induktion der BRP-Expression wieder ein. Die Kulturen mit 200 mg L-1 

Kanamycin begannen hingegen erst etwa 13 h nach Induktion wieder zu wachsen. Obwohl 

die Kanamycinkonzentrationen nicht analytisch verfolgt wurden, konnten diese Differenzen 

anhand einer unterschiedlichen Dauer bis zur vollständigen Inaktivierung des Antibiotikums 

durch die Aminoglycosid-Phosphotransferase (Kanamycinresistenz) erklärt werden. Die un-

eingeschränkte Verträglichkeit des plasmidhaltigen Stammes gegenüber erhöhten Kanamy-

cinkonzentrationen wurde im Vorfeld für einen Bereich von 50 mg L-1 bis 1 g L-1 überprüft 

(Daten nicht dargestellt). 

 

Beurteilung der Sekretionseffizienz 

Zur Beurteilung der Sekretionseffizienz ist in Abb. 5.18 die Verteilung der beiden Modellpro-

teine AP und β-Lactamase zwischen Zellen und Medium für die durchgeführten Fermentatio-

nen dargestellt. Tabelle 5.5 fasst die Sekretionseffizienzen und die extrazellulären Produktivi-

täten der Kultivierungen zum Zeitpunkt der Substraterschöpfung, d.h. des nominellen Kulti-

vierungsendes, zusammen. Um eine mögliche Abhängigkeit des Freisetzungsgrades von der 

Natur des Zielproteins dokumentieren zu können, wurden bei diesen Untersuchungen so-

wohl AP als auch β-Lactamase zur Beschreibung der Sekretion eingesetzt.  

Neben einer Fermentation ohne Induktion wurde als weitere Kontrolle auch die Fermentation 

eines E. coli-Stammes ohne BRP (Ara1655 pBAD18-KanPhoAbla) durchgeführt, deren Er-

gebnisse ebenfalls aufgeführt sind. Das Plasmid dieses Stammes ist genotypisch identisch 

zu pBAD-LppBRPphoAbla, enthält jedoch kein LppBRP-Gen stromabwärts des PBAD-

Promotors. Der Vergleich beider Kontrollen, sollte die basale BRP-Expression in Abwesen-

heit des Induktors bzw. die spontane Proteinsekretion herausstellen. 

 

 



  ERGEBNISSE UND DISKUSSION 

  87 

 (a) ohne BRP (pBAD18-KanPhoAbla) (b) 0 (Kontrolle ohne Induktion) 

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22
0

2

4

6

8

10

12

0

5

10

15

20

25

30

35

0

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

 B
TM

-K
on

ze
nt

ra
tio

n,
 ρ

BT
M
 [g

 L
-1
]

   AP / Bla
/  Intrazellulär
/  Extrazellulär

Zeit, t [h]

 G
ly

ce
rin

ko
nz

en
tra

tio
n,

 ρ
G

ly
ce

rin
 [g

 L
-1
]

 

A
P

-A
kt

iv
itä

t, 
a AP

 [U
 m

L-1
]

 

β-
La

ct
am

as
e-

A
kt

iv
itä

t, 
a Bl

a [U
 m

L-1
]

 

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
0

2

4

6

8

10

12

0

5

10

15

20

25

30

35

0

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

 B
TM

-K
on

ze
nt

ra
tio

n,
 ρ

BT
M
 [g

 L
-1
]

   AP / Bla
/  Intrazellulär
/  Extrazellulär

Zeit, t [h]

 G
ly

ce
rin

ko
nz

en
tra

tio
n,

 ρ
G

ly
ce

rin
 [g

 L
-1
]

 

 A
P

-A
kt

iv
itä

t, 
a AP

 [U
 m

L-1
]

 

 β
-L

ac
ta

m
as

e-
A

kt
iv

itä
t, 

a B
la
 [U

 m
L-1

]

 
 

 (c) 1 (d) 5 

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22
0

2

4

6

8

10

12

0

5

10

15

20

25

30

35

0

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

 B
TM

-K
on

ze
nt

ra
tio

n,
 ρ

B
TM

 [g
 L

-1
]

   AP / Bla
/  Intrazellulär
/  Extrazellulär

Zeit, t [h]

Induktion

 G
ly

ce
rin

ko
nz

en
tra

tio
n,

 ρ
G

ly
ce

rin
 [g

 L
-1
]

 

 A
P

-A
kt

iv
itä

t, 
a A

P 
[U

 m
L-1

]
 

β-
La

ct
am

as
e-

Ak
tiv

itä
t, 

a Bl
a [

U
 m

L-1
]

 

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22
0

2

4

6

8

10

12

0

5

10

15

20

25

30

35

0

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50
 B

TM
-K

on
ze

nt
ra

tio
n,

 ρ
BT

M
 [g

 L
-1
]

   AP / Bla
/  Intrazellulär
/  Extrazellulär

Zeit, t [h]

Induktion

 G
ly

ce
rin

ko
nz

en
tra

tio
n,

 ρ
G

ly
ce

rin
 [g

 L
-1
]

 

A
P

-A
kt

iv
itä

t, 
a A

P [U
 m

L-1
]

 

β-
La

ct
am

as
e-

A
kt

iv
itä

t, 
a Bl

a [U
 m

L-1
]

 
 

 (e) 10 (f) 25 

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22
0

2

4

6

8

10

12

0

5

10

15

20

25

30

35

0

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

 B
TM

-K
on

ze
nt

ra
tio

n,
 ρ

BT
M
 [g

 L
-1
]

   AP / Bla
/  Intrazellulär
/  Extrazellulär

Zeit, t [h]

Induktion

 G
ly

ce
rin

ko
nz

en
tra

tio
n,

 ρ
G

ly
ce

rin
 [g

 L
-1
]

 

A
P

-A
kt

iv
itä

t, 
a AP

 [U
 m

L-1
]

 

β-
La

ct
am

as
e-

A
kt

iv
itä

t, 
a Bl

a [U
 m

L-1
]

 

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28
0

2

4

6

8

10

12

0

5

10

15

20

25

30

35

0

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

 B
TM

-K
on

ze
nt

ra
tio

n,
 ρ

BT
M
 [g

 L
-1
]

   AP / Bla
/  Intrazellulär
/  Extrazellulär

Zeit, t [h]

Induktion

 G
ly

ce
rin

ko
nz

en
tra

tio
n,

 ρ
G

ly
ce

rin
 [g

 L
-1
]

 

A
P

-A
kt

iv
itä

t, 
a AP

 [U
 m

L-1
]

 

β-
La

ct
am

as
e-

A
kt

iv
itä

t, 
a Bl

a [U
 m

L-1
]

 
Abb. 5.18 (Legende auf der nachfolgenden Seite) 
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Abb. 5.18 (fortgesetzt) Effektivität der BRP-vermittelten Sekretion in Abhängigkeit von der Ex-

pressionsstärke. Dargstellt sind die Verläufe der intra- und extrazellulären AP-Aktivität 
(gefüllte Kreise) und β-Lactamase-Aktivität (offene Kreise) während Satzfermentationen 
von E. coli Ara1655 pBAD-LppBRPphoAbla in SGA-Medium. Die BRP-Expression wurde 
durch Zugabe OD600-bezogener Arabinosekonzentrationen von (c) 1; (d) 5; (e) 10; (f) 25; 
(g) 50; (h) 100 und (i) 1000 mg L-1 induziert. Fermentationen ohne Arabinosezugabe (b) 
und ohne BRP (E. coli Ara1655 pBAD18-KanPhoAbla) (a) dienten als Kontrollen. Anhand 
der BTM-Konzentration (gefüllte Quadrate) und Glycerinkonzentration (offene Quadrate) 
werden die zugrunde liegenden Kultivierungsverläufe sowie die Zeitpunkte der Substrater-
schöpfung, d.h. des Prozessendes dokumentiert.  
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Tabelle 5.5 Absolute und relative Verteilung der AP- und β-Lactamase-Aktivität auf Zellen und 
Medium bei Substraterschöpfung. Die Fermentationen von E. coli Ara1655 pBAD-
LppBRPphoAbla in SGA-Medium mit Induktion durch OD600-bezogenene Arabinose-
konzentrationen von 25-1000 mg L-1 sind nicht aufgeführt, da Wachstum und Produkt-
bildung vorzeitig durch toxische BRP-Expression unterbrochen wurden. Maximal erziel-
te Werte sind fett hervorgehoben. (ρAra, OD600-bezogene Arabinosekonzentration; tK, 
Kultivierungsdauer bis zur Substraterschöpfung; aint, intrazelluläre Aktivität; aext, extra-
zelluläre Aktivität; Pext, extrazelluläre Produktivität [aext / tK]) 

  alkalische Phosphatase β-Lactamase 

ρAra 
[mg L-1] 

tK 
[h] 

aint  
[U mL-1] 

aext  
[U mL-1] 

Pext  
[U mL-1 h-1] 

aint  
[U mL-1] 

aext  
[U mL-1] 

Pext  
[U mL-1 h-1] 

ohne BRP 11 36,1 (79%) 9,4 (21%) 0,85 26,9 (65%) 14,5 (35%) 1,32 

0 10 32,8 (79%) 8,9 (21%) 0,89 29,8 (65%) 15,9 (35%) 1,59 

1  11 29,6 (66%) 15,1 (34%) 1,37 20,8 (50%) 20,4 (50%) 1,89 

5 13 12,3 (29%) 30,5 (71%) 2,35 11,5 (26%) 33,2 (74%) 2,55 

10  18 2,7 (10%) 24,9 (90%) 1,38 2,0 (5%) 36,1 (95%) 2,05 

 

Wie Abb. 5.18 (a) und (b) zeigen, wiesen die Verteilungen der beiden Reporterproteine zwi-

schen Zellen und Medium während der Kontrollfermentationen ohne Induktion bzw. ohne 

BRP keine signifikanten Unterschiede auf. Bei beiden Kultivierungen waren die Reporteren-

zyme bis zum Erreichen der Stationärphase überwiegend intrazellulär lokalisiert. Mit einem 

extrazellulärem Anteil von 35% (vgl. Tabelle 5.5) fiel die spontane, BRP-unabhängige Frei-

setzung der β-Lactamase bei beiden Kontrollkulturen zum Zeitpunkt der Substraterschöpfung 

im Vergleich zur AP (21% extrazellulärer Anteil) stärker aus. Da diese Verteilungen für beide 

Reporter und beide Kontrollen gleichermaßen bestimmt wurden, konnte eine signifikante 

basale BRP-Expression ausgeschlossen werden. Während der Stationärphase war bei die-

sen Kulturen eine stetige Verschiebung der Lokalisation beider Proteine in Richtung des Me-

diums zu beobachten. Wie die Untersuchung der Zelllyse bei der induktionsfreien Kultur (vgl. 

Abb. 5.16) zeigte, ließen sich die Anstiege der extrazellulären Anteile beider Proteine durch 

lytische Freisetzung erklären. Dadurch gelangten teilweise über 50% der Enzyme in das Me-

dium. Da die Abnahme der intrazellulären Aktivität während der Stationärphase stärker aus-

fiel, als die Zunahme der extrazellulären Aktivität, lag neben der lytischen Freisetzung auch 

ein Aktivitätsverlust vor. Dieser konnte vermutlich auf Degradation der beiden Modellproteine 

durch intrazelluläre Proteasen zurückgeführt werden. 

 

Bei den induzierten Kulturen (Abb. 5.18 (c) bis (i)) war mit zunehmender Induktionsstärke 

eine stärkere Verschiebung der Verteilung beider Enzyme auf die Seite des Medium zu beo-

bachten. So wurde bei Induktion mit OD600-bezogenenen Arabinosekonzentrationen von 

mindestens 5-10 mg L-1 letztlich eine annähernd vollständige Freisetzung der AP- und β-
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Lactamase-Aktivität erreicht. Bei Einsatz von mindestens 25 mg L-1 Arabinose pro OD600-

Einheit führte die wachstumsinhibierende Induktion zu einer Stagnation der Produktbildung, 

so dass die extrazellulären Aktivitäten trotz vollständiger Sekretion konstant blieben. Auf-

grund der rascheren Stagnation des Wachstums nach stärkerer Induktion waren die erzeug-

ten extrazellulären Aktivitäten bei Induktion mit 1000 mg L-1 Arabinose pro OD600-Einheit am 

geringsten. Dementsprechend wurden maximale extrazelluläre Aktivitäten bei Induktions-

stärken erreicht, die eine ausreichende BRP-Expression für die effiziente Sekretion ermög-

lichten, ohne Produktbildung und Wachstum maßgeblich zu beeinflussen. Die optimale In-

duktionsstärke stellte somit einen Kompromiss aus Sekretionseffizienz und Vitalität der Kul-

tur dar und wurde durch Zugabe OD600-bezogenener Arabinosekonzentrationen zwischen 

5 und 10 mg L-1 erreicht. Dabei überwog die Freisetzung beider Proteine in das Medium ge-

genüber der intrazellulären Akkumulation. Wie Tabelle 5.5 dokumentiert, konnten dadurch 

maximale extrazelluläre Aktivitäten und Sekretionseffizienzen, d.h. annähernd vollständige 

Freisetzungen, erreicht werden. So wies die mit einer OD600-bezogenenen Arabinosekon-

zentration von 5 mg L-1 induzierten Fermentation bei Substraterschöpfung 30,5 U mL-1 der 

alkalischen Phosphatase und 33,2 U mL-1 der β-Lactamase im Medium auf. Bei den Kontroll-

kulturen ohne BRP sowie ohne Induktion lagen zum gleichen Zeitpunkt nur 8,9 bzw. 9,4 

U mL-1 (AP) sowie 14,5 bzw. 15,9 U mL-1 (β-Lactamase) im Medium vor. Die Induktion mit 5 

mg L-1 Arabinose pro OD600-Einheit war jedoch für eine vollständige Sekretion während der 

Wachstumsphase nicht ausreichend. Bei Substraterschöpfung befanden sich nur 71% der 

AP und 74% der β-Lactamase im Medium, so dass intrazellulär verbliebenes Protein erst 

beim Übergang in die Stationärphase freigesetzt wurde. Aufgrund der vergleichsweise gerin-

gen Beeinflussung des Wachstums brachte diese Induktionsstärke dennoch eine maximale 

extrazelluläre Produktivität der Zielproteine von 2,4 U mL-1 h-1 (AP) und 2,6 U mL-1 h-1 (Bla) 

hervor. Eine annähernd quantitative Freisetzung der Modellproteine bis zum Erreichen finaler 

BTM-Konzentrationen ermöglichte der Einsatz von 10 mg L-1 Arabinose pro OD600-Einheit, 

durch den 89% der AP und 95% der β-Lactamase in das Medium gelangten. Die stärkere 

BRP-Expression bedingte jedoch eine verlängerte Kultivierungsdauer, so dass die extrazellu-

läre Produktivität dieses Prozesses vergleichsweise geringer ausfiel. 

Im Gegensatz zu den mit OD600-bezogenenen Arabinosekonzentrationen von 100 und 1000 

mg L-1 Arabinose induzierten Kulturen, bei denen während der zweiten Wachstumsphase 

aufgrund des Plasmidverlustes (vgl. Abb. 5.17) kein weiterer Anstieg der extrazellulären AP 

und β-Lactamase-Aktivität erfolgte, war bei den mit 25 und 50 mg L-1 Arabinose pro OD600-

Einheit induzierten Kulturen eine weitere Proteinsekretion zu beobachten. Da diesen Fer-

mentationen vierfach erhöhte Antibiotikumskonzentrationen zugesetzt wurden, ging das 

Plasmid während des wieder einsetzenden Wachstums vermutlich nicht vollständig verloren. 
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Die Verläufe der AP- und Bla-Aktivität waren bei den verschiedenen Fermentationen stets 

vergleichbar, wobei eine geringfügig vereinfachte Sekretion der β-Lactamase unter BRP-

Expression beobachtet werden konnte. Dies bestätigt die Eignung der beiden Modellproteine 

zur Dokumentation der Proteinsekretion und belegt die Signifikanz der Ergebnisse. 

 

5.2.2 Steigerung der extrazellulären Proteinproduktion durch Hochzell-
dichtekultivierung 

Zur Steigerung der extrazellulären AP- bzw. β-Lactamase-Konzentration durch Sekretion aus 

E. coli Ara1655 pBAD-LppBRP-His6phoAbla wurden Hochzelldichtekultivierungen (HZDK) 

im Zulaufverfahren durchgeführt. Dazu wurde zunächst eine geeignete Zufütterungsstrategie 

etabliert, welche sich an eine Satzphase in SGA Medium anschloss und Kohlenstoff- sowie 

Stickstoffquelle bereitstellen sollte. Die Satzphase wurde analog zu den in Abschnitt 5.2.1 

beschriebenen Fermentationen durchgeführt. 

 

Etablierung einer geeigneten Zufütterungsstrategie 

Die Zufütterung sollte mit einem exponentiellen Profil anhand einer vorgegebenen spezifi-

schen Wachstumsgeschwindigkeit µset gemäß dem Zusammenhang 
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=  (Gleichung 3) 

 

erfolgen (Korz et al., 1995) und dadurch quasi-statische Bedingungen während der Zulauf-

phase realisieren. Dabei war FF(t) [L h-1] der Volumenstrom der Zufütterungslösung zum Zeit-

punkt t [h], µset [h-1] die vorgegebene spezifische Wachstumsgeschwindigkeit, YX/S [g g-1] der 

Biomasseausbeutekoeffizient, q [g g-1 h-1] der Koeffizient für den Erhaltungsstoffwechsel, XtF, 

[g L-1] bzw. VtF [L] die Biomassekonzentration bzw. das Kulturvolumen zu Beginn der Zufütte-

rungsphase und SF [g L-1] die Substratkonzentration in der Zufütterungslösung. Die 

verwendeten Werte für die Parameter aus Gleichung 3 sind in Tabelle 5.6 zusammenge-

fasst. XtF wurde während der Kultivierungen anhand der optischen Dichte ermittelt, indem 

eine OD600-Einheit als äquivalent zu 0,35 g L-1 BTM bestimmt werden konnte. VtF betrug 4 L, 

wobei das bis zum Beginn der Zufütterungsphase durch Probenahme ausgetragene Volu-

men (ca. 150 mL) vernachlässigt wurde. Das durch Zufütterung eingetragene Volumen wur-

de bei der Bestimmung des Zulaufvolumenstroms FF ebenfalls nicht berücksichtigt. 
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Tabelle 5.6 Parameter der exponentiellen Zufütterung. Die Werte für µset, YX/S und q wurden aus 
der Literatur übernommen (Korz et al., 1995). XtF und SF waren von der Zufütterungs-
strategie abhängig und sind in Tabelle 5.7 aufgeführt. (µset, vorgegebene spezifische 
Wachstumsgeschwindigkeit; YX/S, Biomasseausbeutekoeffizient; q, Koeffizient des Er-
haltungsstoffwechsels; VtF, Kulturvolumen zu Beginn der Zufütterungsphase; XtF, Bio-
massekonzentration zu Beginn der Zufütterungsphase; SF, Substratkonzentration in der 
Zufütterungslösung) 

Parameter µset  
[h-1] 

YX/S  
[g g-1] 

q 
[g g-1 h-1] 

VtF  
[L] 

XtF  
[L] 

SF  
[g L-1] 

Wert 0,12 0,45 0,025 4 s. Tabelle 5.7 s. Tabelle 5.7 
 

Zunächst wurden anhand zweier Strategien geeignete Bedingungen für die Zufütterung von 

C- und N-Quelle ermittelt. Der Unterschied beider Strategien belief sich primär auf die Be-

reitstellung von Stickstoff durch verschiedene Quellen und ist in Tabelle 5.7 aufgeführt. 

 

Tabelle 5.7 Strategien der Zufütterung von C- und N-Quelle. (VF, Volumen der Zufütterungslö-
sung; SF, Substratkonzentration (Glycerin) in der Zufütterungslösung; NF, Stickstoffquel-
lenkonzentration (Ammoniumsulfat) in der Zufütterungslösung; XtF, Biomassekonzentra-
tion zu Beginn der Zufütterungsphase) 

Strategie VF  
[L] 

SF  
[g L-1] 

NF  
[g L-1] 

XtF  
[g L-1] pH-Statisierung 

I 1,6 500 167 11,0 5 M NaOH 

II 1 1000 - 10,6 25% (v/v) NH4OH 
 

Bei „Strategie I“ enthielt die Zufütterungslösung Glycerin (C-Quelle) und Ammoniumsulfat (N-

Quelle) in gleichem Massenverhältnis (3:1) wie in SGA-Medium, welches für die Satzphase 

vorgelegt wurde. Aufgrund der begrenzten gemeinsamen Löslichkeit von Glycerin, 

(NH4)2SO4 und MgSO4, das der Zufütterungslösung neben weiteren Komponenten beigefügt 

war (vgl. Tabelle 4.9; Abschnitt 4.1.6), konnte nur eine maximale Substratkonzentration von 

500 g L-1 Glycerin in der Zufütterungslösung erreicht werden. Um höhere Substratkonzentra-

tionen im Zulaufmedium zu ermöglichen, erfolgte die Zudosierung der N-Quelle bei der alter-

nativen „Strategie II“ durch pH-Statisierung mit 25% (v/v) Ammoniumhydroxid, so dass eine 

parallele Zufütterung von Ammoniumsulfat nicht erforderlich war. Dadurch konnten Substrat-

konzentration von 1000 g L-1 Glycerin in der Zufütterungslösung eingesetzt werden. 

 

Die Anwendung beider Strategien ist anhand der Kultivierungsverläufe in Abb. 5.19 doku-

mentiert. Tabelle 5.8 fasst die Biomasseproduktion und den Substratverbrauch in Satz- und 

Zulaufphase zusammen. 
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 (a) N-Quelle: (NH4)2SO4 (Strategie I) (b) N-Quelle: NH4OH (Strategie II) 
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Abb. 5.19 Zulaufkultivierungen von E. coli Ara1655 pBAD-LppBRP-His6phoAbla. (a) Proportio-

nale, exponentielle Zufütterung der C-Quelle Glycerin und der N-Quelle Ammoniumsulfat 
(Strategie I). (b) Exponentielle Zufütterung der C-Quelle Glycerin. Die Zugabe der N-Quelle 
erfolgte durch pH-Statisierung mit Ammoniumhydroxid (Strategie II). Die Zufütterung von 
1-1,6 L Zulaufmedium (vgl. Abschnitt 4.1.6) wurde jeweils zum Ende der Satzphase in 4 L 
SGA-Medium nach 15,7 h gestartet. 

 

Beide Strategien ermöglichten deutliche Erhöhungen der BTM-Konzentrationen im Vergleich 

zur Satzphase. Bei Strategie I stellten sich finale Zelldichten jedoch schon frühzeitig, d.h. 

deutlich vor Zufütterungsende nach 34 h ein (Abb. 5.19 (a)). Die Stagnation bzw. Abnahme 

der CO2-Produktion nach 26 h Kultivierungsdauer zeigte einen Wachstumsstopp durch C- 

bzw. N-Quellen unabhängige Limitierung an, so dass nur eine maximale BTM-

Konzentrationen von 35,3 g L-1 erzielt wurde. Infolgedessen wurde eine Akkumulation des 

zugeführten Glycerins bis auf eine Konzentration von 56,2 g L-1 und ein unvollständiger Sub-

stratverbrauch beobachtet. Gemäß der in Tabelle 5.8 aufgeführten Daten bedingte diese 

Limitierung eine Abnahme des Ausbeutekoeffizienten von YX/S = 0,37 während der Satzpha-

se auf YX/S = 0,28 bis zum endgültigen Wachstumsstopp nach 30 h während der Zulaufpha-

se. Bereits nach 26 h Kultivierungsdauer betrug YX/S nur noch 0,31 (Daten nicht dargestellt), 

so dass die Limitierung schon vor der Stagnation/Abnahme des Abluft-CO2-Gehalts einsetz-

te. 

Wie der Verlauf der CO2-Produktion in Abb. 5.19 (b) zeigt, wurde auch bei Strategie II ab ca. 

30 h Kultivierungsdauer eine substratunabhängige Wachstumslimitierung beobachtet, wäh-

rend der zugeführtes Glycerin bis auf eine maximale Konzentration von 29,5 g L-1 akkumu-

lierte. Dieser Effekt trat jedoch nur temporär auf und brachte das Wachstum nicht vollständig 

zum Erliegen, so dass die Biomasseproduktion gebremst fortlief. Während eines erneuten 

Anstiegs der CO2-Produkton wurde das akkumulierte Substrat wieder verbraucht. Durch die 

Wachstumslimitierung wurde auch bei Strategie II eine Abnahme des Ausbeutekoeffizienten 

von YX/S = 0,37 während der Satzphase auf YX/S = 0,28 bis zum endgültigen Substrat-

verbrauch nach 40 h Kultivierungsdauer bestimmt (Tabelle 5.8). Vor dem Einsetzen der Gly-

cerinakkumulation nach 30 h Kultivierungsdauer war die Substratausbeute mit YX/S = 0,37 im 
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Vergleich zur Satzphase unverändert (Daten nicht dargestellt), so dass bei Strategie II keine 

frühzeitige Limitierung erfolgte. Aufgrund der geringen Limitierung und des vollständigen 

Substratverbrauchs während dieses Prozesses konnten folglich bei Strategie II wesentlich 

höhere Zelldichten erreicht werden, so dass innerhalb der Zulaufphase eine Zunahme der 

BTM-Konzentration von 11,2 auf 68,0 g L-1, d.h. um einen Faktor von 6,1 erfolgte. 

 

Tabelle 5.8 Biomasseproduktion und Substratverbrauch während Satz- und Zulaufphase. Die 
Daten basieren auf einer HZDK von E. coli Ara1655 pBAD-LppBRP-His6phoAbla in 
SGA-Medium. (ρBTM, gebildete Biotrockenmassekonzentration; ρGly, verbrauchte Glyce-
rinkonzentration; YX/S, Biomasseausbeutekoeffiezient [ρBTM/ρGly]) 

 Satzphase Zulaufphase Gesamt 

Strategie ρBTM 
[g L-1] 

ρGly 
[g L-1] 

YX/S 
[-] 

ρBTM 
[g L-1] 

ρGly 
[g L-1] 

YX/S 
[-] 

ρBTM 
[g L-1] 

ρGly 
[g L-1] 

YX/S 
[-] 

I 11,5 30,0 0,38 23,8 84,8 0,28 35,3 114,8 0,31 

II 11,2 30,0 0,37 56,8 200,0 0,28 68,0 230,0 0,30 
 

Da sich die Zulaufmedien beider Strategien ausschließlich in der verwendeten N-Quelle 

(Ammoniumsulfat bzw. Ammoniumhydroxid) unterschieden, wurde ein Eintrag toxischer Sul-

fatkonzentration durch das Ammoniumsulfat als Ursache für das frühzeitige Wachstumsende 

bei Strategie I vermutet. Demzufolge war Strategie II bevorzugt für die HZDK geeignet und 

wurde bei den im Folgenden beschriebenen Prozessen zur extrazellulären Produktion von 

AP und Bla angewendet.  

 

Sekretorische Proteinproduktion 

Zur Steigerung der extrazellulären Produktion von AP und Bla durch HZDK wurde Arabinose 

während der Zulaufphase in die Zufütterungslösung gegeben und darurch parallel zudosiert. 

Dieses Verfahren sollte die im Verlauf der Zulaufkultivierung zunehmende Zelldichte bezüg-

lich der bereitgestellten Konzentration des Induktors der BRP-Expression berücksichtigen. 

Dabei wurden zwei unterschiedliche Induktionsstärken untersucht, welche sich an den in 

Abschnitt 5.2.1 ermittelten OD600-bezogenen Arabinosekonzentrationen von 10 mg L-1 

(wachstumspermissive Induktionsstärke) und 50 mg L-1 (wachstumsinhibierende Induktions-

stärke) orientierten. Die erwarteten maximalen BTM-Konzentrationen von ca. 70 g L-1 ent-

sprachen einer optischen Dichte von OD600 ~ 200. Bei einem finalen Kulturvolumen von 5 L 

am Ende der Zulaufphase war demzufolge eine Zudosierung von 10 g Arabinose erforder-

lich, um eine OD600-bezogene Arabinosekonzentrationen von ca. 10 mg L-1 zu erreichen. Die 

OD600-bezogene Arabinosekonzentration von ca. 50 mg L-1 erforderte eine Zudosierung von 
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50 g Arabinose. Da die endgültigen Arabinosekonzentrationen erst bei vollständiger Zudosie-

rung des Zulaufmediums erreicht wurden, konnte eine im Vergleich zur gepulsten Induktor-

zugabe (vgl. Abschnitt 5.2.1) geringere Beeinflussung des Wachstums von E. coli Ara1655 

pBAD-LppBRP-His6phoAbla während der Zulaufphase erwartet werden. Daher wurde mit 

der Zudoseriung von 50 g Arabinose auch eine OD600-bezogenene Arabinosekonzentration 

(50 mg L-1) gewählt, welche bei gepulster Zugabe zu einem Erliegen des Wachstums führte. 

Abb. 5.20 und Tabelle 5.9 zeigen die Ergebnisse dieser HZDK bezüglich der sekretorischen 

Proteinproduktion. Als Kontrolle ist die in Abb. 5.19 (b) dargestellte Kultivierung ohne Zugabe 

von Arabinose ebenfalls aufgeführt. 
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Abb. 5.20 Zulaufkultivierungen von E. coli Ara1655 pBAD-LppBRP-His6phoAbla in SGA-

Medium mit paralleler Zudosierung des Induktors der BRP-Expression. Die Zufütte-
rung von 1 L Zulaufmedium wurde am Ende der Satzphasen in 4 L SGA-Medium zwischen 
15,6 und 16,0 h gestartet. Die Arabinosezudosierung erfolgte ab 18 h Kultivierungsdauer. 
(a) Kontrolle ohne Arabinosezudosierung (0 g) sowie Zufuhr von 10 g (b) bzw. 50 g (c) A-
rabinose über die Zufütterungslösung. 
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Die erzeugten BTM-Konzentrationen lagen bei den Fermentationen mit unterschiedlicher 

Arabinosezudosierung leicht unter denen der Kontrollkultivierung und betrugen 60,5 g L-1 

(10 g Arabinose) bzw. 58,6 g L-1 (50 g Arabinose) gegenüber 68,0 g L-1 (Kontrolle). Die Zell-

dichten konnten somit gegenüber den in Abschnitt 5.2.1 dargestellten Satzfermentation in 

SGA-Medium mit gepulster Arabinosezugabe, bei denen durchschnittlich 10 g L-1 BTM er-

zeugt wurden, um einen Faktor von ca. 6 gesteigert werden. Der stetige Anstieg der BTM-

Konzentrationen zeigte, dass auch unter erhöhter Zudosierung von 50 g Arabinose kein 

Wachstumsstopp eintrat. Wie die im Vergleich zur Kontrolle langsamere Zunahme der BTM-

Konzentration bei den Kultivierungen mit Arabinosezufuhr belegt, blieb das Wachstum je-

doch von der BRP-Expression nicht unbeeinflusst. Demzufolge setzte bei Zudosierung von 

10 g Arabinose ab 26 h Kultivierungsdauer eine Akkumulation des Substrats Glycerin ein, bei 

Zudosierung von 50 g Arabinose bereits ab 24 h Kultivierungsdauer. Glycerinakkumulation 

und Wachstumsreduktion vielen bei der Fermentation mit erhöhter Arabinosezudosierung 

stärker aus, sodass bis zum Abbruch der Kultivierung kein vollständiger Substratverbrauch 

erfolgte und finale BTM-Konzentrationen möglicherweise nicht erreicht wurden. 

 

Unabhängig von der zugeführten Arabinosekonzentration wurde während der Zulaufphase 

eine vergleichbare Steigerung der insgesamt erzeugten β-Lactamase-Aktivität erzielt. Ledig-

lich zum Ende der Kultivierungen mit Arabinosezudosierung erfolgte, trotz anhaltenden 

Wachstums, nur noch eine geringe Zunahme der Bla-Gesamtaktivität, so dass bei erhöhter 

Arabinosezufuhr (50 g Arabinose) eine leicht reduzierte maximale Bla-Aktivität erhalten wur-

de (132,0 gegenüber ca. 147 U mL-1; siehe Tabelle 5.9). Dies konnte möglicherweise durch 

Plasmidinstabilität erklärt werden (vgl. Abschnitt 5.2.1). Bei der Kontrollkultivierung betrug die 

Bla-Gesamtaktivität nach der Satzphase 39,4 U mL-1, so dass während der Zulaufphase eine 

Aktivitätssteigerung um einen Faktor von 3,7 erreicht wurde. Diese fiel jedoch im vergleich 

zur Biomassezunahme, welche währender Zulaufphase mit einem Faktor von 6 anstieg, ge-

ringer aus. 

Bei der Kontrollfermentation war die β-Lactamase stets überwiegend intrazellulär lokalisiert. 

Lediglich in der Phase substratunabhängiger Wachstumslimitierung ab ca. 30 h Kultivie-

rungsdauer war eine erhöhte Verschiebung der Bla-Aktivität auf die Seite des Mediums zu 

beobachten. Wie Tabelle 5.9 aufführt, wurden dabei maximal 47% der erzeugten Bla freige-

setzt. Vor dem Einsetzen der Limitierung betrug der extrazelluläre Anteil 29% (in Tabelle 5.9 

nicht dargestellt), so dass möglicherweise Lyseffekte für die BRP-unabhängige Bla-

Freisetzung verantwortlich waren. 

Die Zudosierung von 10 g Arabinose erbrachte die vergleichsweise höchste extrazelluläre 

Bla-Aktivität, wobei aBla = 120,1 U mL-1 bzw. 82% der insgesamt erzeugten Bla-Aktivität im 

Medium vorlagen. Im Vergleich zur der Satzfermentation aus Abschnitt 5.2.1 mit optimaler 
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Induktionsstrategie (OD600-bezogenene Arabinosekonzentration von 10 mg L-1) bei der 

aBla = 36, 1 U mL-1 in das Medium gelangten (vgl. Tabelle 5.5), war demnach eine Steigerung 

der extrazellulären Bla-Aktivität um einen Faktor von 3,3 möglich. Da die zugrunde liegende 

Bla-Gesamtaktivität ebenfalls nur um einen Faktor von 3,7 anstieg, konnte keine der Bio-

massezunahme äquivalente Erhöhung der extrazellulären Bla-Aktivität erreicht werden. 

 

Tabelle 5.9 Ergebnisse der Biomasse- und β-Lactamase-Produktion durch HZDK von E. coli 
Ara1655 pBAD-LppBRP-His6phoAbla mit Arabinosezudosierung für die BRP-
Coexpression. (mAra, zugeführte Arabinosemasse; ρBTM, Biotrockenmassekonzentrati-
on; aext, extrazelluläre Aktivität und atot, Gesamtaktivität der β-Lactamase) 

mAra 
[g] 

ρBTM 
[g L-1] 

aext  
[U ml-1] 

atot  
[U ml-1] 

0 68,0 69,3 (47%) 147,6 
10 60,5 120,1 (82%) 147,3 
50 58,6 98,0 (74%) 132,0 

 

Wie Abb. 5.20 weiterhin zeigt, war bei den HZDK noch vor Beginn der Zulaufphase und so-

mit unabhängig von der Arabinosezudosierung eine Stagnation der Gesamtaktivität alkali-

scher Phosphatase zu verzeichnen. Ab ca. 14 h Kultivierungsdauer betrug die AP-

Gesamtaktivität bei den Kultivierungen etwa 40 U mL-1 und blieb darauffolgend über den 

Prozessverlauf konstant. Aus diesem Grund wird in Tabelle 5.9 auf eine Darstellung der Er-

gebnisse zur extrazellulären AP-Produktion verzichtet. 

Als Ursache für die stagnierende AP-Gesamtaktivität kamen sowohl ein Expressionsstopp, 

als auch die Inaktivität de novo synthetisierter AP in Betracht. Aus diesem Grund wurde die 

AP-Synthese, wie in Abb. 5.21 dargestellt, über den Kulturverlauf elektrophoretisch unter-

sucht. 

 

 (a) lösliche Proteine (b) unlösliche Proteine 

  
Abb. 5.21 Elektrophoretische Untersuchung der AP- und Bla-Synthese während der HZDK von 

E. coli Ara1655 pBAD-LppBRP-His6phoAbla ohne Arabinosezudosierung. Die Abbil-
dung unterscheidet in (a) lösliche und (b) unlösliche Proteine. Die Molmassen des Stan-
dards S sind jeweils links angegeben. Der Nachweis erfolgte durch Coomassie-Färbung 
12%iger SDS-Gele. Bei der Proteinpräparation wurden identische Biomassen (ca. 5x109 
Zellen) eingesetzt, sodass die Spuren jeweils vergleichbare Proteinkonzentrationen enthal-
ten. 
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Abb. 5.21 (a) zeigt prominente Banden für AP und Bla, deren Intensitäten sich über den Kul-

tivierungsverlauf nicht maßgeblich ändern. Da den Gelspuren jeweils vergleichbare Protein-

konzentrationen zugrunde lagen, hätte eine Expressionsstopp zu einer Abnahme der Ban-

denintensität führen müssen. Demzufolge blieb die Expression beider Proteine während der 

Kultivierung erhalten, so dass insbesondere de novo synthetisierte AP inaktiv vorlag und ein 

Erliegen der AP-Synthese als Ursache für die Stagnation der AP-Gesamtaktivität ausge-

schlossen werden konnte. Eine mögliche Inaktivität durch Aggregation in unlöslichen inclusi-

on bodies, wurde durch Abb. 5.21 (b) ebenfalls widerlegt. 

Die weitere Untersuchung der AP-Inaktivität erfolgte durch Zulaufkultivierung, bei der wäh-

rend der Zulaufphase Pulse verschiedener Substanzen zugegeben wurden. Neben einer 

separaten Zugabe sämtlicher Komponenten des SGA-Medium wurden die beiden AP-

Cofaktoren Mg2+ und Zn2+ in Form ihrer Sulfate sowie Komplexe Medienbestandteile (Hefe-

extrakt/Caseinpepton) hinzugefügt, ermöglichten jedoch keine Wiederherstellung der AP-

Aktivität. Auch während einer Satzfermentation von E. coli Ara1655 pBAD-LppBRP-

His6phoAbla in SGA-Medium mit verdoppelten Konzentrationen sämtlicher Komponenten 

des Mediums, trat eine vergleichbare Stagnation der AP-Gesamtaktivität ein. Da die Ursache 

der AP-Inaktivität nicht ermittelt werden konnte, wird auf eine Darstellung dieser Untersu-

chungen verzichtet. 

 

Schlussfolgernd dokumentieren die vorliegenden Ergebnisse der HZDK von E. coli Ara1655 

pBAD-LppBRP-His6phoAbla eine deutliche Erhöhung der BTM-Konzentration auf bis zu 

70 g L-1, d.h. um einen Faktor von ca. 6 im Vergleich zu SGA-Satzkultivierungen. Dies be-

deutete jedoch keine zwangsläufig äquivalente Steigerung der Enyzmaktivitäten, so dass die 

insgesamt und extrazellulär erzeugten Bla-Aktivitäten nur um einen Faktor von 3,3 bzw. 3,7 

zunahmen. Die AP-Aktivität stagnierte bereits vor dem Beginn der Zulaufphase und konnte 

demzufolge durch HZDK nicht gesteigert werden. Qualitative, elektrophoretische Untersu-

chungen zur Proteinexpression zeigten jedoch, dass die Synthese beider Enzyme über den 

Kultivierungsverlauf keiner maßgeblichen Veränderung unterlag. Demzufolge bestand insbe-

sondere bei der AP eine Diskrepanz zwischen ermittelter Aktivität und Konzentration der En-

zyme. 
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5.2.3 Kinetik der BRP-Expression und Proteinsekretion 

Zur Beschreibung der Zusammenhänge zwischen Arabinoseaddition, BRP-Expression und 

Proteinsekretion wurden die Verläufe der Transkription des BRP-Gens, der BRP-Synthese 

und der Freisetzung der beiden Modellproteine AP und Bla nach Arabinosezugabe in hoher 

zeitlicher Auflösung bestimmt. Dazu wurde eine Fermentation des E. coli-Stammes Ara1655 

pBAD-LppBRP-His6phoAbla analog zu dem in Abschnitt 5.2.1 beschriebenen Verfahren 

durchgeführt und mit einer OD600-bezogenen Arabinosekonzentration von 1000 mg L-1 indu-

ziert. Die Expression des LppBRP-His6, anstelle des LppBRP, ermöglichte einen immunolo-

gischen BRP-Nachweis (vgl. Abschnitt 5.1.4). Abb. 5.22 zeigt den Sekretionsverlauf für AP 

und Bla im Zeitraum unmittelbar nach Induktion und dokumentiert die Zelllyse bzw. Quasi-

Lyse anhand der optischen Dichte und β-Galaktosidase-Freisetzung. 
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Abb. 5.22 Sekretion, Zelllyse und Quasi-Lyse in hoher zeitlicher Auflösung. Die Abbildung ba-

siert auf einer Satzfermentation von E. coli Ara1655 pBAD-LppBRP-His6phoAbla in che-
misch definiertem SGA-Medium. Dargestellt sind die Verläufe der extrazellulären AP-, β-
Lactamase- und β-Galaktosidase-Aktivität, sowie der optischen Dichte und der Abluft-CO2-
Konzentration innerhalb von 90 Minuten nach Induktion mit 1 g L-1 Arabinose. Die Aussa-
gekraft des extrazellulären β-Galaktosidase-Nachweises war durch eine vergleichsweise 
Bestimmung der intrazellulären Aktivität für den Zeitpunkt 60 min nach Induktion gegeben, 
welche aβ-Gal = 0,35 U mL-1 betrug. 

 

5 min nach Arabinosezugabe setzte ein geringer und nach 10 min ein rascher Anstieg der 

sekretorischen AP- und Bla-Aktivität ein. Demnach vergingen zwischen Addition des Induk-

tors und beginnender Sekretion nicht mehr als 5 min. Etwa 15 min nach Induktion traten 
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Wachstumsstillstand bzw. Quasi-Lyse ein, was durch ein Maximum der optischen Dichte mit 

anschließendem Rückgang dokumentiert wurde. Die Abluft-CO2-Konzentration erreichte et-

wa 25 min nach Induktion ein Maximum und zeigte die Reduktion der Zellatmung bzw. des 

Energieverbrauchs. Im gleichen Zeitraum (20-30 min nach Induktion) wurde die Geschwin-

digkeit der Sekretion zunehmend geringer. Vermutlich konnte die intrazelluläre Proteinkon-

zentration aufgrund des Erliegens der Proteinsynthese durch BRP-Aktivität (Stegehuis et al., 

1995) nicht aufrechterhalten werden, sodass ausschließlich intrazellulär verbliebenes Repor-

terprotein sekretiert wurde. Da die BRP-vermittelte Sekretion diffusiv abläuft, war eine stetige 

Abnahme der Freisetzung zu erkennen. Die beobachtete leicht vereinfachte Freisetzung der 

β-Lactamase gegenüber der AP ist möglicherweise in der geringeren Größe dieses Proteins 

(29 kDa gegenüber 46 kDa) begründet. 

Anhand der konstanten extrazellulären β-Galaktosidase-Aktivität wurde die, trotz maximaler 

BRP-Expression, strikt periplasmatische Proteinfreisetzung dokumentiert. 60 min nach In-

duktion betrug die extrazelluläre β-Galaktosidase-Aktivität nur ca. 1% der bestimmten Ge-

samtaktivität und bestätigte die in Abschnitt 5.2.1 ermittelte geringe Zelllyse durch toxische 

BRP-Expression. 

 

Abb. 5.23 beschreibt die LppBRP-His6-Expression, welche der Proteinsekretion zugrunde-

liegt, durch Quantifizierung des LppBRP-His6-Transkriptes. Ein immunologischer Nachweis 

des BRP in membranhaltigen Zelltrümmern ist Abb. 5.24 dargestellt. 

Bereits innerhalb von zwei Minuten nach Induktion konnte eine drastische Erhöhung der rela-

tiven LppBRP-His6-Expression um fast drei Zehnerpotenzen (ca. Faktor 850) bestimmt wer-

den (Abb. 5.23). Vermutlich setzte die Expression noch früher ein; kürzere Untersuchungsin-

tervalle waren jedoch technisch nicht möglich. Der Anstieg setzte sich bis etwa 10 min nach 

Induktion fort und erreichte eine maximale Verstärkung der Transkription um einen Faktor 

von ca. 1600 im Vergleich zum basalen Niveau in Abwesenheit von Arabinose. Dies ent-

sprach einer absoluten Erhöhung der LppBRP-His6-Expression von ca. 8x103 LppBRP-

mRNA-Molekülen ng-1 RNA vor Induktion auf maximal etwa 1x107 Molekülen ng-1 RNA nach 

Induktion. Anschließend war eine stetige Abnahme der Expression zu beobachten, die mit 

dem Verlauf der optischen Dichte korrelierte. Es wurde vermutet, dass die Transkription im 

Zusammenhang mit der BRP-Aktivität zum Erliegen kam und sich der beobachtete Expressi-

onsrückgang durch eine stetige Degradation bereits vorliegender BRP-Transkripte erklärte. 

Stegehuis et al. berichteten eine Stagnation der Proteinsynthese unter BRP-Expression 

(Stegehuis et al., 1995), der auch für die Expression der Modellproteine AP und Bla beo-

bachtet wurde (vgl. Abschnitt 5.2.1). Der Nachweis des LppBRP-His6-Transkriptes zeigte, 

dass auch die Transkription von der BRP-Aktivität betroffen ist und möglicherweise die Ursa-

che für den Stopp der Proteinsynthese darstellte. 
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Zeitgleich zum Anstieg der Transkription war auch das (Lpp)BRP-His6-Protein 2 min nach 

Induktion in geringem Maße immunologisch detektierbar (Abb. 5.24). Dessen Konzentration 

nahm innerhalb der darauf folgenden 15 min weiter zu, wie der dargestellte Western-Blot 

qualitativ dokumentiert. Eine andauerende (Lpp)BRP-His6-Präsenz über mehrere Stunden 

nach Induktion dokumentieren Untersuchungen zur BRP-Expression in Abschnitt 5.2.5. 
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Abb. 5.23 Relative und absolute Quantifizierung der LppBRP-His6-Transkription nach starker 

Induktion. Die Bestimmung erfolgte durch qRT-PCR innerhalb von 90 min nach Induktion 
der SGA-Satzfermentation von E. coli Ara1655 pBAD-LppBRP-His6phoAbla mit 1000 mg 
L-1 Arabinose pro OD600-Einheit. Die absolute LppBRP-Expression gibt die Anzahl der 
LppBRP-mRNA-Moleküle pro Nanogramm Gesamt-RNA an. Die relative Expression ist 
dimensionslos und auf den Zeitpunkt unmittelbar vor der Induktion (trel = 0 min) bezogen. 

 

 
Abb. 5.24 Nachweis des LppBRP-His6 in Zellmembranen nach maximaler Induktion. Dargestellt 

ist der Zeitraum von 15 min nach Zugabe von 1000 mg L-1 Arabinose pro OD600-Einheit. 
Der Nachweis des LppBRP-His6 erfolgte durch Western-Blot (16% Tricin-SDS-Gel) anhand 
eines Penta-His-Antikörpers. Die Proben wurden zuvor 5fach durch Fällung mit 5 Volumen 
Aceton konzentriert. 

 

Die vorliegenden Daten zeigen eine rasche Synthese des für die Proteinsekretion verant-

wortlichen LppBRP-His6 nach Induktion. So konnte neben einer forcierten LppBRP-His6-
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Transkription auch das Protein selbst bereits 2 min nach Induktion detektiert werden. Dies 

belegte zudem einen schnellen Transport des BRP zur äußeren Membran und erklärte das 

nahezu unmittelbare Einsetzen der Reportersekretion nach Induktion (ca. 5 min). Die Ge-

schwindigkeit der Sekretion erreichte innerhalb von ca. 15-20 min nach Induktion der BRP-

Expression ein Maximum, zeitgleich mit dem Einsetzen der Quasi-Lyse und dem Erreichen 

der maximalen Transkription. Demzufolge ermöglichte die starke BRP-Expression eine 

schnelle Sekretion der verwendeten Modellproteine in das Medium, welche möglicherweise 

zur raschen Proteinfreisetzung am Ende von Fermentationsprozessen genutzt werden kann 

und in Abschnitt 5.3.3 untersucht wird. 

 

5.2.4 Analyse der Genexpression unter BRP-Aktivität 

Die dargestellten Untersuchungen zur BRP-vermittelten Proteinsekretion dokumentieren eine 

intensive Beeinflussung des zellulären Geschehens durch BRP-Aktivität. Neben einer Stag-

nation des bakteriellen Wachstums und der Proteinexpression konnte eine Reduktion der 

Zellatmung und des Energieverbrauchs beobachtet werden. Derartige Effekte ließen eine 

Reaktion der Zelle auf die toxische Wirkung des BRP erwarten. Durch Einsatz der DNA-

Chiptechnologie (Microarrays) wurde die Genexpression unter BRP-Aktivität analysiert. Dies 

sollte die zelluläre Reaktion auf die BRP-Toxizität beschreiben und Optimierungsansätze für 

die Stammentwicklung aufdecken. 

Die verwendeten Microarrays repräsentierten sämtliche bekannte bzw. vorhergesagte Gene 

(ORFs) des E. coli K12-Stammes MG1655. Als Grundlage für die Analysen dienten die in 

Abschnitt 5.2.1 beschriebenen Fermentationen von E. coli Ara1655 pBAD-LppBRPphoAbla 

mit Induktion der BRP-Expression durch OD600-bezogenene Arabinosekonzentrationen von 

5, 25 und 1000 mg L-1 Arabinose. Dabei wurde die Genexpression 30 min und 60 min nach 

Induktion in Vergleich zum Zeitpunkt unmittelbar vor Induktion gestellt, so dass letztlich 6 

Regulationszustände betrachtet werden konnten. Die Ergebnisse der Analysen sind in 

Tabelle 5.10 und Tabelle 5.11 aufgeführt. Da den Analysen keine biologischen Replikate 

zugrunde lagen, enthalten die Tabellen ausschließlich Gene, welche bei mindestens zwei 

der drei unterschiedlichen Induktionsstärken differentiell reguliert vorlagen.  

Keines der 4086 E. coli Gene/ORFs zeigte unter LppBRP-Expression eine signifikant repri-

mierte Expression. Insgesamt wurden 14 Gene identifiziert, die nach Induktion dereprimiert 

vorlagen. Diese sind in Tabelle 5.11 noch einmal funktionell aufgegliedert. 
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Tabelle 5.10 Übersicht der unter BRP-Expression differentiell regulierten Gene/ORFs. Die Ta-
belle fasst die Ergebnisse für drei unterschiedliche Induktionsstärken zusammen. Zur 
Analyse wurden Microarrays verwendet, welche alle 4086 bekannten oder prognosti-
zierten Gene/ORFs von E. coli MG1655 repräsentierten. 

Gen/ORF Produkta Regulationb Summe 

Dereprimiert (hochreguliert) 14 
araE Arabinose MFS Transporter 3,15  
araF AraF-Untereinheit des Arabinose ABC Transporters 2,83  
araH hochaffines L-Arabinose Transporterprotein (ABC Familie) 2,81  
araG AraG-Untereinheit des Arabinose ABC Transporters 2,53  
ygeA vorhergesagte Racemase (ORF) 2,42  
pgaD putatives Protein der inneren Membran 2,39  
yiiX hypothetische Peptidase 2,35  
araJ MFS Transporter 2,27  
ftnB vorhergesagtes Ferritin-ähnliches Protein (ORF) 2,20  
ygeQ vorhergesagtes Protein (ORF) 1,91  
osmB osmotisch induziertes Lipoprotein der äußeren Membran 1,63  
galM Aldose-Epimerase 1,57  
soxS Transkriptionsregulator der oxidativen Stressantwort 1,45  
vacJ vorhergesagtes Lipoprotein (ORF) 1,36  

Reprimiert (herrunterreguliert) 0 
a Gemäß der EcoCyc-Datenbank (http://www.ecocyc.org). Putative/hypothetische Produkte sind kursiv dargestellt. 
b log2[Expressionnach Induktion/Expressionvor Induktion]. Mittlere Regulation aus mindestens zwei Vergleichszuständen. 

 

Tabelle 5.11 Klassifizierung der unter BRP-Expression dereprimierten Gene/ORFs (vgl. Tabelle 
5.10). 

Klassifizierung Anzahl  Bezeichnung 

Gesamt 14  siehe Tabelle 5.10 
Arabinose induziert 5  araE, araF, araG, araH, araJ 
Putative / hypothetische 6  ygeA, pgaD, yiiX, ftnB, ygeQ, vacJ 
Charakterisierte 3 osmB, galM, soxS 

 

Die fünf Gene araE, araF, araG, araH und araJ unterliegen einer Induktion durch Arabinose 

(Hendrickson et al., 1990; Stoner & Schleif, 1983), wobei die Produkte der Gene araEFGH 

für die zelluläre Arabinoseaufnahme verantwortlich sind. Ihre Derepression erklärt sich durch 

die Zugabe des Induktors Arabinose und ist unabhängig von der BRP-Aktivität zu sehen. 

Diese Gene wiesen im Vergleich zu den übrigen dereprimierten Genen die stärkste durch-

schnittliche Regulation auf (2,27 ≤ Regulation ≤ 3,15). Werden die sechs hypothetischen 

Gene/ORFs (ygeA, pgaD, yiiX, ftnB, ygeQ und vacJ), die mangels ausreichender Charakteri-

sierung keine Rückschlüsse auf die zelluläre Reaktion erlauben, außer Betracht gelassen, so 

blieben mit den Genen osmB, galM und soxS lediglich drei übrig, deren differentielle Regula-
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tion nicht unmittelbar auf die Arabinosezugabe zurückgeführt werden konnte. Die Derepres-

sion dieser Gene fiel jedoch im Vergleich zu den ara-Genen gering aus (1,45 ≤ Regulati-

on ≤ 1,63).  

Die geringe Anzahl differentiell regulierter Gene wurde als starkes Anzeichen für die Unfä-

higkeit der Zelle zur Reaktion auf die BRP-Toxizität gesehen. Untersuchungen zur LppBRP-

Expression (vgl. Abschnitt 5.2.3) zeigten, dass wachstumsinhibierende BRP-Aktivität zu ei-

nem Erliegen der Transkription des LppBRP-Gens führt. Da auch die Synthese der Modell-

proteine AP und Bla unter toxischer BRP-Expression gehemmt ist, muss eine globale Inhi-

bierung der Genexpression als mögliche Ursache für die ermittelte geringe Anzahl differen-

tiell regulierter Gene in Betracht gezogen werden. Mechanismen der zellulären Stressant-

wort, wie sie beispielsweise für drastische Temperaturveränderungen und osmotischen oder 

oxidativen Stress bekannt sind, wurden demnach nicht aktiviert. Dies könnte zwar die BRP-

Toxizität selbst bei geringen Expressionsstärken erklären, gab jedoch wenig Hinweise für 

Optimierungsansätze auf zellulärer Ebene. Mit dem osmB-Gen zeigte sich ein osmotisch 

induziertes Lipoprotein der äußeren Membran differentiell reguliert, welches durch seine i-

dentische Lokalisation möglicherweise in Zusammenhang mit der BRP-Aktivität stehen könn-

te, dessen Funktion jedoch unbekannt ist (Jung et al., 1989). Eine alleinige, maßgebliche 

Beteiligung des OsmB-Proteins an der BRP-Toxizität bzw. der Korrektur BRP-verursachter 

Membranschäden erscheint jedoch aufgrund der vergleichsweise geringen Regulation un-

wahrscheinlich. 
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5.2.5 Optimierung der extrazellulären Proteinproduktion durch starke 
BRP-Expression bei maximalen Zelldichten 

Die Untersuchungen zur Optimierung der Sekretion durch submaximale Induktion der BRP-

Expression (vgl. Abschnitt 5.2.1) erbrachten maximale sekretorische Konzentrationen der 

Modellproteine AP und β-Lactamase bei wachstumspermissiver BRP-Expression. Diese ver-

lief jedoch nicht gänzlich ohne Beeinflussung des Wachstums und resultierte in einer verlän-

gerten Prozessdauer. Kinetische Bestimmungen der LppBRP-Expression und Proteinsekre-

tion nach maximaler Induktion zeigten eine rasche Freisetzung von AP und β-Lactamase 

(vgl. Abschnitt 5.2.3) und legten die Möglichkeit einer kurzfristigen Sekretion intrazellulärer 

Proteine nahe. Auf dieser Basis wurde untersucht, ob die Induktion der Sekretion bei maxi-

malen Zelldichten nach zunächst unlimitiertem Wachstum eine geeignete alternative zur 

submaximalen Expression darstellt und vergleichbare oder sogar erhöhte extrazelluläre Akti-

vitäten bzw. Produktivitäten ermöglicht. Dazu wurde die Sekretion bei einer Fermentation 

von E. coli Ara1655 pBAD-LppBRP-His6phoAbla zum Zeitpunkt finaler Zelldichten maximal 

induziert. 

Alternativ wurde versucht, die Katabolitrepression des Arabinosepromotors für eine autore-

gulatorische Induktion der Sekretion bei Substraterschöpfung zu nutzen. Die starke BRP-

Expression bei maximalen Biomassekonzentrationen würde, im Falle vergleichbarer Sekreti-

onseffizienz, eine vereinfachte Prozessführung erlauben, da die submaximale BRP-

Expression einer extensiven Optimierung bezüglich geeigneter Induktionsstärken bedurfte. 

Gemäß den in Abschnitt 5.2.1 dargestellten Untersuchungen wurde die Sekretion anhand 

von Modellproteinen überwacht. Da sich die Effizienz BRP-vermittelte Sekretion alkalischer 

Phosphatase und β-Lactamase vergleichbar zeigte, wurde bei den nachfolgend dargestellten 

Analysen ein Verzicht des β-Lactamase-Nachweises zur Beschreibung der Sekretion legiti-

miert. Dementsprechend erfolgte die Sekretionsbewertung ausschließlich durch AP. 

 

Manuelle Induktion der Proteinsekretion bei maximalen Zelldichten 

Zunächst wurde die Effizienz der Proteinsekretion durch Induktion bei maximalen Zelldich-

ten, d.h. nach Ende der Wachstumsphase, untersucht. Da sich das Ende der Wachstums-

phase in Bioreaktorkultivierungen anhand der Abluft-CO2-Konzentration online bestimmen 

lässt, konnte die Induktion unmittelbar nach Erschöpfung des limitierenden Substrats erfol-

gen. Dabei wurden einer Kultur von E. coli Ara1655 pBAD-LppBRP-His6phoAbla eine Sätti-

gungskonzentration des Induktors Arabinose (3 g L-1) zugegeben. Durch gleichzeitige Be-

reiststellung geringer Konzentration des Substrats Glycerin (5 g L-1) sollte eine möglicherwei-

se unzureichende BRP-Expression aufgrund Energiemangels verhindert werden. Abb. 5.25 



  ERGEBNISSE UND DISKUSSION 

  106 

zeigt den Verlauf dieser Fermentation und die Lokalisation des Modellproteins AP während 

der Kultivierung. Tabelle 5.12 fasst die Ergebnisse der sekretorischen AP-Produktion zu-

sammen. 
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Abb. 5.25 Kultivierungsverlauf und Proteinsekretion bei manueller Induktion der BRP-

Expression am Ende der Wachstumsphase. Verläufe der wachstumsassozierten Grö-
ßen BTM-, Glycerin-, Arabinosekonzentration und Abluft-CO2-Konzentration (A) sowie der 
intra- und extrazellulären AP-Aktivitäten (B) während einer Satzfermentation von E. coli 
Ara1655 pBAD-LppBRP-His6phoAbla in SGA-Medium. Bei Erschöpfung der C-Quelle Gly-
cerin nach 11,3 h Kultivierungsdauer erfolgte die Induktion der LppBRP-His6-Expression 
durch Zugabe von 3 g L-1 Arabinose sowie 5 g L-1 Glycerin (zur Energiebereitstellung). Zum 
Vergleich ist der Verlauf der extrazellulären AP-Aktivität der induktionsfreien Kontrollfer-
mentation aus Abschnitt 5.2.1 dargestellt. 

 

Nach 11,3 h Kultivierungsdauer trat ein rascher Abfall der Abluft-CO2-Konzentration ein, wel-

cher durch vollständige Substraterschöpfung verursacht wurde und das Ende des Wachs-

tumsprozesses markierte. Zu diesem Zeitpunkt wurde die BRP-Expression mit einer OD600-

bezogenen Konzentration von ca. 100 mg L-1 Arabinose induziert, die nach den Ergebnissen 

aus Abschnitt 5.2.1 eine vollständige Induktion gewährleisten sollte. Durch die gleichzeitige 

Bereitstellung der C-Quelle Glycerin war nach Induktion ein zwischenzeitlicher erneuter An-

stieg der Zellatmung zu beobachten. Im gleichen Zeitraum fand eine weitgehende Verlage-

rung intrazellulärer AP in das Medium statt. Während vor Induktion (t = 11 h) der überwie-

gende AP-Anteil (77%) intrazellulär lokalisiert war (Tabelle 5.12), konnte nach 12 h bereits 

eine Umkehrung der Verteilung auf die Seite des Mediums beobachtet werden (70% extra-

zelluläre Lokalisation). In den folgenden zwei Stunden stellte sich ein endgültiges Vertei-

lungsgleichgewicht ein, nachdem ein Anstieg der extrazellulären AP-Aktivität von 9,2 U mL-1 

(vor Induktion) auf ca. 32,5 U mL-1 als Endwert nach 14 h konstatiert wurde. Dies entsprach 

einem Freisetzungsgrad von 89% und einer extrazellulären AP-Produktivität von 2,3 

U mL-1 h-1. Sowohl die freigesetzte AP-Aktivität, als auch die extrazelluläre AP-Produktivität 

war damit vergleichbar zu der in Abschnitt 5.2.1 dargestellten Fermentation mit Induktion der 
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BRP-Expression durch eine OD600-bezogenene Arabinosekonzentration von 5 mg L-1, welche 

die besten Ergebnisse lieferte (vgl. Tabelle 5.5). Tatsächlich wurde bei dieser Fermentation 

sogar eine leicht erhöhte extrazelluläre AP-Aktivität (32,5 U mL-1 gegenüber 30,5 U mL-1) 

erzielt, was durch die zusätzliche Bereitstellung des Substrats Glycerin bei der Induktion er-

klärt werden konnte. 

 

Tabelle 5.12 Absolute und relative Verteilung der AP-Aktivität zwischen Zellen und Medium. 
Aufgeführt ist die Verteilung unmittelbar vor Substraterschöpfung (t = 11 h) und bei Er-
reichen maximaler extrazellulärer AP-Aktivität (t = 14 h). (t, Zeit; aint, intrazelluläre Aktivi-
tät; aext, extrazelluläre Aktivität; Pext, extrazelluläre Produktivität [aext / t]) 

t 
[h] 

aint 
[U mL-1] 

aext 
[U mL-1] 

Pext 
[U mL-1 h-1] 

11 31,0 (77%) 9,2 (23%) 0,84 
14 4,1 (11%) 32,5 (89%) 2,32 

 

Zur Verifikation des Zusammenhanges zwischen Proteinsekretion und BRP-Aktivität wurde 

die BRP-Expression qualitativ anhand der C-terminalen His6-Erweiterung des LppBRP durch 

immunologischen Nachweis und quantitativ durch qRT-PCR bestimmt. Die Ergebnisse die-

ser Untersuchungen sind in Abb. 5.26 und Abb. 5.27 dargestellt. 

Demnach war das BRP durch Western-Blot vor Induktion (t = 5-11 h) nicht nachweisbar und 

konnte erst unter induzierter Expression immunologisch detektiert werden (t = 12/13 h). In 

Übereinstimmung mir den Ergebnissen des Western-Blots zeigte die Quantifizierung der 

LppBRP-His6-mRNA vor Induktion ein konstant niedriges Transkriptionsniveau. Durch Induk-

tion erfolgte ein Anstieg der relativen Expression um einen Faktor von ca. 1800, der von ei-

ner Abnahme der relativen Transkriptpräsenz auf das ca. 1500fache des basalen Zustandes 

gefolgt war. Dies entsprach einer Erhöhung der absoluten Expression von ca. 1x104 

LppBRP-His6-mRNA Molekülen pro Nanogramm Gesamt-RNA auf ca. 2x107 Kopien ng-1 

RNA und bestätigte die in Abschnitt 5.2.3 ermittelte Expressionsverstärkung. Das Expressi-

onsprofil zeigte sich demzufolge vergleichbar wie bei früher Induktion während der exponen-

tiellen Phase. Die basale Transkription lag analog zu den kinetischen Untersuchungen der 

BRP-Expression (Abschnitt 5.2.3) im Bereich von ca. 104 LppBRP-His6-mRNA Molekülen 

ng-1 Gesamt-RNA und war auch bei finalen Biomassekonzentrationen von ca. 10 g L-1 nicht 

ausreichend, um basal exprimiertes LppBRP-His6 durch Western-Blot nachweisen zu kön-

nen. Dies bestätigte die Repression des PBAD-Promotors in Abwesenheit von Arabinose. Die 

Analyse der LppBRP-Expression belegte somit den Zusammenhang zwischen erhöhter Frei-

setzung alkalischer Phosphatase und BRP-Expression. 
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Abb. 5.26 Expression des LppBRP-His6 in der SGA-Bioreaktorkultur von E. coli Ara1655 pBAD-

LppBRP-His6phoAbla mit manueller Induktion des der BRP-Expression nach Wachstum-
sende (11,3 h). Der dargestellte Western-Blot (16% Tricin-SDS-Gel) basiert auf cytoplas-
matischen Proben, so dass überwiegend die unprozessierte Form des LppBRP-His6 detek-
tiert wurde. 
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Abb. 5.27 Relative und absolute Quantifizierung der LppBRP-His6-Transkription. Verlauf der 

relativen und absoluten BRP-Transkription während der Satzfermentation von E. coli 
Ara1655 pBAD-LppBRP-His6phoAbla in SGA-Medium bei Induktion mit Arabinose nach 
Wachstumsende (11,3 h). Die absolute LppBRP-Expression gibt die Anzahl der LppBRP-
mRNA-Moleküle pro Nanogramm Gesamt-RNA an. Die relative Expression ist dimensions-
los und auf den Zeitpunkt unmittelbar vor Induktion (t = 11,3 h) bezogen. 

 

Autoregulatorische Induktion der Proteinsekretion bei Substraterschöpfung 

Unter Glucosepräsenz ist der PBAD-Promotor auch bei gleichzeitiger Anwesenheit von Arabi-

nose weitgehend reprimiert (Katabolitrepression) (Schleif, 2003). Im ursprünglichen Kontext 

des chromosomalen araBAD-Operons wird dadurch die unnötige Synthese der AraBAD-

Proteine verhindert und eine bevorzugte Verwertung des energetisch günstigeren Substrats 

Glucose garantiert. 

Bezüglich der PBAD-regulierten BRP-Expression wurde untersucht, ob die Katabolitrepression 

zur autoregulatorischen BRP-Synthese bei Glucoseerschöpfung genutzt werden kann, wenn 
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Glucose als primäres Substrat angeboten wird. Dazu wurde eine Fermentation mit E. coli 

Ara1655 pBAD-LppBRP-His6phoAbla durchgeführt, bei der das Medium 25 g L-1 Glucose 

anstelle von 30 g L-1 Glycerin enthielt (Abb. 5.28). Obwohl ein Konsum der Arabinose auf-

grund des ΔaraBA-Genotyps von E. coli Ara1655 ausgeschlossen werden konnte, erfolgte 

die Zugabe des Induktors erst während der Kultivierung. Dies sollte eine mögliche Induktion 

der BRP-Expression trotz Katabolitrepression beschreibbar machen. Um die Energiebereit-

stellung für die BRP-Expression auch nach Erschöpfung der Glucose zu gewährleisten, wur-

de das Medium zusätzlich mit 3 g L-1 Glycerin supplementiert. Die Zugabe der Arabinose 

erfolgte nach 5 h mit einer Konzentration von 3 g L-1, was einer OD600-normierten Konzentra-

tion von mindestens 100 mg L-1 bei einer erwarteten finalen optischen Dichte von OD600 ~ 25 

entsprach. 
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Abb. 5.28 Kultivierungsverlauf und Proteinsekretion bei autoregulatorischer Induktion der 

BRP-Expresssion durch Katabolitrepression. Verlauf der wachstumsassozierten Grö-
ßen BTM-, Glucose-, Glycerin-, Arabinosekonzentration und Abluft-CO2-Konzentration (A) 
sowie der intra- und extrazellulären AP-Aktivitäten (B) innerhalb einer Kultur von E. coli 
Ara1655 pBAD-LppBRP-His6phoAbla in SGA-Medium mit 25 g L-1 Glucose anstelle von 30 
g L-1 Glycerin als C-Quelle. Die Erschöpfung der Glucose tritt nach ca. 9,3 h ein. Zum Ver-
gleich ist der Verlauf der extrazellulären AP-Aktivität einer nicht-induzierten Referenzkultur 
dargestellt. 

 

Wie Abb. 5.28 zeigt, war trotz ausreichender Arabinosekonzentration für eine starke BRP-

Expression (vgl. Kapitel 5.2.1) nach Zugabe des Induktors weder eine grundlegende Beein-

flussung des Wachstums bzw. der Zellatmung (CO2-Produktion) noch eine verstärkte Prote-

insekretion zu beobachten. Demzufolge verhinderte die Katabolitrepression des PBAD-

Promotors zunächst eine verstärkte BRP-Expression. Ab ca. 7 h wurde jedoch sowohl eine 

Verlangsamung des Wachstums als auch eine zunehmende Verschiebung der AP-Aktivität 

in Richtung des Mediums beobachtet. Daher wurde eine ansteigende BRP-Expression bzw. 

eine Induktion des Arabinosepromotors vor der endgültigen Glucoseerschöpfung vermutet.  
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Durch die in den Abb. 5.29 und Abb. 5.30 dargestellten Untersuchungen zur BRP-

Expression konnte die Theorie einer stetig ansteigenden Expression nach Arabinosezugabe 

bestätigt werden.  

 

 
Abb. 5.29 Expression des LppBRP-His6 in Anwesenheit von Glucose. Dargestellt ist die BRP-

Expression in einer E. coli Ara1655 pBAD-LppBRP-His6phoAbla-Kultur in SGA-Medium 
mit Glucose anstelle von Glycerin. Die Erschöpfung der Glucose trat nach ca. 9,3 h ein. 
Der dargestellte Western-Blot (16% Tricin-SDS-Gel) basiert auf cytoplasmatischen Proben, 
so dass überwiegend des LppBRP-His6 detektiert wurde. 

 

0 2 4 6 8 10 12
0

400

800

1200

1600

2000

2400

0

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

100

101

102

103

104

105

106

107

108

109

1010

0

5

10

15

20

25

30

 
 R

el
at

iv
e 

E
xp

re
ss

io
n 

[-]

Zeit, t [h]

 B
TM

-K
on

ze
nt

ra
tio

n,
 ρ

B
TM

 [g
 L

-1
]

 

Induktorzugabe

 A
bs

ul
ut

e 
E

xp
re

ss
io

n 
[n

g-1
]

 

 G
lu

co
se

ko
nz

en
tra

tio
n,

 ρ
G

lu
 [g

 L
-1
]

  

 
Abb. 5.30 Relative und absolute Quantifizierung der LppBRP-His6-Transkription. Verlauf der 

relativen und absoluten LppBRP-Transkription während der Satzfermentation von E. coli 
Ara1655 pBAD-LppBRP-His6phoAbla in SGA-Medium mit Glucose anstatt Glycerin als C-
Quelle bei Zugabe von 3 g L-1 Arabinose nach 5 h. Die Erschöpfung der Glucose trat nach 
ca. 9,3 h ein Die absolute LppBRP-Expression gibt die Anzahl der LppBRP-mRNA-
Moleküle pro Nanogramm Gesamt-RNA an. Die relative Expression ist dimensionslos und 
auf den Zeitpunkt unmittelbar vor Arabinosezugabe (t = 5 h) bezogen. 

 

So war eine Stunde nach Arabinosezugabe (t = 6 h) durch Western-Blot noch kein LppBRP-

His6 nachweisbar, obwohl bereits ein Anstieg der relativen Expression (ca. Faktor 250) durch 

Quantifizierung des LppBRP-His6-Transkriptes bestimmt wurde. Nach 9 h (ca. 0,3 h vor Glu-

coseerschöpfung) hatte sich das LppBRP-His6-Transkriptlevel auf mehr als das 800fache 

des basalen Niveaus erhöht und erlaubte auch eine Detektion des Proteins in signifikantem 
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Maße. Anstelle einer abrupten Erhöhung der BRP-Expression, wie sie für glycerinhaltiges 

Medium nach Arabinosezugabe beobachtet wurde, zeigte sich demnach bis zur Erschöpfung 

der Glucose (t = 9,3 h) ein kontinuierlicher Anstieg der Expression, so dass die Katabo-

litrepression des PBAD-Promotors mit abnehmenden Glucosekonzentrationen zunehmend 

weniger aktiv war. 

Nachdem sämtliche Glucose verbraucht war, setzte ein sprunghafter Anstieg der BRP-

Expression mit einem Faktor von ca. 2100 der basalen Expression ein, welcher sich durch 

intensive LppBRP-His6-Banden im Western-Blot manifestierte. Auch bei dieser Kultivierung 

war nach Erreichen einer maximalen Expressionsstärke ein Rückgang des BRP-

Transkriptlevels zu bestimmen. Vor Arabinosezugabe lag die basale LppBRP-His6-

Transkription im Bereich von ca. 104 mRNA Molekülen ng-1 Gesamt-RNA und war damit den 

Kultivierungen auf Glycerinbasis vergleichbar. Folglich bestanden in der basalen BRP-

Expression keine signifikanten Unterschiede zwischen Kultivierungen mit Glucose und Gly-

cerin. 

Wie Abb. 5.28 bestätigt, blieb die Glycerinkonzentration über die gesamte Phase des Gluco-

severbrauchs unverändert, so dass dieses Substrat nicht verstoffwechselt wurde. Auch nach 

Erschöpfung der Glucose war kein ummittelbarer erneuter Anstieg des Abluft-CO2-Gehalts, 

der auf eine diauxische Verstoffwechselung beider Substrate hätte hindeuten können, zu 

erkennen. Erst später setzte eine zweite Wachstumsphase ein, während der das vorgelegte 

Glycerin verwertet wurde. Demzufolge war die alternative C-Quelle für eine effiziente BRP-

Synthese nicht erforderlich. 

 

Die Befunde der LppBRP-His6-Expression korrelierten mit der in Tabelle 5.13 aufgeführten 

Verteilung der alkalischen Phosphatase innerhalb der Kultur. So war der überwiegende AP-

Anteil vor Substraterschöpfung nach 9 h Kultivierungsdauer trotz nachweisbarer BRP-

Präsenz noch intrazellulär lokalisiert (vgl. auch Abb. 5.28 B). 

 

Tabelle 5.13 Absolute und relative Verteilung der AP-Aktivität zwischen Zellen und Medium. 
Aufgeführt ist die Verteilung unmittelbar vor Substraterschöpfung (t = 9 h) und bei Errei-
chen maximaler extrazellulärer AP-Aktivität (t = 11 h) einer Satzfermentation von E. coli 
Ara1655 pBAD-LppBRP-His6phoAbla in SGA-Medium mit Glucose anstatt Glycerin. (t, 
Zeit; aint, intrazelluläre Aktivität; aext, extrazelluläre Aktivität; Pext, extrazelluläre Produkti-
vität [aext / t]) 

t 
[h] 

aint 
[U mL-1] 

aext 
[U mL-1] 

Pext 
[U mL-1 h-1] 

9 15,3 (62%) 9,4 (38%) 1,04 
11 1,2 (6%) 19,0 (94%) 1,58 
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Mit einem extrazellulären Anteil von 38% bei Wachstumsende zeigte sich die Proteinsekreti-

on jedoch im Vergleich zu der manuell induzierten Fermentation (vgl. Tabelle 5.12) erhöht, 

was durch die bereits vor Glucoseerschöpfung einsetzende BRP-Expression erklärt werden 

konnte. Innerhalb von zwei Stunden nach Wachstumsende kehrten sich die Verteilungsver-

hältnisse um, wobei die intrazelluläre AP-Aktivität von 14,3 auf 1,2 U mL-1 abnahm, während 

die Aktivität im Medium von 9,4 auf 19,0 U mL-1 anstieg. Dabei wurden 94% der erzeugten 

AP in das Medium sekretiert. Die erzeugte extrazelluläre AP-Aktivität war mit 19 U mL-1 im 

Vergleich zu der Glycerin-basierten Fermentation, bei der letztlich 32,5 U mL-1 im Medium 

vorlagen, geringer. Auch unter Berücksichtigung der geringeren Substratkonzentration 

(25 g L-1 Glucose gegenüber 30 g L-1 Glycerin) wurden demnach mit Glucose geringere ext-

razelluläre AP-Ausbeuten erzielt. 

 

5.2.6 Schlussfolgerungen zur Optimierung der extrazellulären Protein-
produktion durch regulierte BRP-Coexpression 

Fermentationen mit unterschiedlich starker BRP-Expression lieferten wichtige Erkenntnisse 

zur BRP-vermittelten Proteinsekretion. Durch angepasste Konzentrationen des PBAD-

Induktors Arabinose konnten submaximale Induktionsstärken ermittelt werden, die eine kon-

tinuierliche, wachstumsbegleitende und effiziente Sekretion der Modellproteine AP und β-

Lactamase in das Kulturmedium ermöglichten (bis zu 95% extrazellulärer Anteil). OD600-

bezogenene Arabinosekonzentrationen im Bereich von 5-10 mg L-1 erlaubten eine annä-

hernd quantitative Sekretion beider Proteine und brachten aufgrund der vergleichsweise ge-

ringen Störung des bakteriellen Wachstums maximale extrazelluläre Produktivitäten hervor. 

Induktionsstärken, die eine effiziente Proteinsekretion ohne gleichzeitige Beeinflussung des 

Wachstums ermöglichten, konnten jedoch nicht ermittelt werden, so dass die optimale BRP-

Expression immer einen Kompromiss zwischen Sekretions- und Produktionseffizienz dar-

stellte. 

Hochzelldichtekultivierungen im Zulaufverfahren erlaubten eine deutliche Erhöhung der Bio-

massekonzentration um einen Faktor von ca. 6 im Vergleich zu Satzkultivierungen. Durch 

Arabinosezudosierung über die Zufütterungslösung konnte eine weitgehende Sekretion der 

β-Lactamase in das Medium erreicht werden (82% extrazellulärer Anteil), ohne das Wachs-

tum durch toxische BRP-Expression zum Erlegen zu bringen. Obwohl die Synthese der Mo-

dellproteine AP und Bla während der HZDK nicht grundlegend variierte, wurden deren Aktivi-

täten, insbesondere die der AP, nicht in gleichem Maße wie die BTM-Konzentration gestei-

gert. Die Inaktivität de novo synthetisierter AP konnte trotz verschiedener Untersuchungen 

nicht geklärt werden. 
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Starke BRP-Expression erlaubte eine rasche Sekretion von AP und β-Lactamase, ging je-

doch stets mit einer Wachstumsstagnation einher. Der Großteil der diffusiven Sekretion 

durch die BRP-verursachten Poren lief dabei innerhalb von 1-2 h nach Induktion ab. Obwohl 

Zelllyse in Verbindung mit toxischer BRP-Expression nicht beobachtet wurde, kamen durch 

die BRP-Toxizität neben dem bakteriellen Wachstum auch elementare zelluläre Prozesse 

wie Transkription, Translation und Zellatmung zum Erliegen oder liefen stark reduziert ab. 

Untersuchungen zur zellulären Antwort auf die BRP-Toxizität durch Einsatz der DNA-

Chiptechnologie brachten nur sehr wenige differentiell regulierter Gene hervor, weshalb auf 

einen Mangel entsprechender zellulärer Mechanismen zur Reaktion auf die BRP-Aktivität 

geschlossen wurde. 

Aus unbekannten Gründen führte die starke BRP-Expression zu einer Degradation und zu 

einem Verlust des codierenden Plasmides. Durch Nivellierung der BRP-Expression und voll-

ständige Inaktivierung des zugesetzten Antibiotikums ermöglichte dies eine Revitalisierung 

der Zellen, was den reversiblen/cytostatischen Charakter der BRP-Toxizität zeigte. 

Die starke BRP-Expression erwies sich insbesondere für eine rasche Proteinssekretion am 

Ende von Kultivierungen, d.h. bei maximalen Biomassekonzentrationen als geeignet, wobei 

vergleichbare Sekretionsgrade und Ausbeuten erzielt werden konnten, wie nach angepasster 

BRP-Expression unter Aufrechterhaltung des Wachstums. Der Nachteil einer maximalen 

BRP-Expression bei hohen Zelldichten gegenüber einer wachstumsbegleitenden submaxi-

malen Expression ist in dem vergleichsweise hohen Bedarf an Induktor zu sehen. Die sub-

maximale Expression kommt aufgrund der frühen Induktion mit verhältnismäßig geringen 

Induktorkonzentrationen aus, erfordert aber eine extensive Optimierung zur Ermittlung ge-

eigneter Induktionsstärken, so dass die starke BRP-Expression bei maximalen Zelldichten 

vereinfacht umsetzbar ist. Darüber hinaus kann nicht garantiert werden, dass die als optimal 

ermittelten OD600-bezogenene Arabinosekonzentrationen auf alle Zelldichten übertragbar 

sind. Weiterhin bedeutet die im Verlauf der Kultivierung zunehmende Biomassekonzentration 

eine faktische Verdünnung der Induktorkonzentration, so dass die Expressionsbedingungen 

während des Prozesses nicht stationär sind. Daher wurde der Induktor bei Hochzelldichtekul-

tivierungen mit langen Wachstumsphasen gemeinsam mit dem Zulaufmedium bereitgestellt. 

 

Tabelle 5.14 fasst noch einmal die wichtigsten Ergebnisse bezüglich der extrazellulären Pro-

duktion alkalischer Phosphatase, welche durch angepasste BRP-Expression mit Aufrechter-

haltung des Wachstums sowie durch starke BRP-Expression bei maximalen Zelldichten er-

reicht wurden, zusammen. Beide Strategien erlaubten die Freisetzung vergleichbarer AP-

Aktivitäten von 30,5-32,5 U mL. Dabei wurden hohe Sekretionsgrade mit extrazellulären AP-

Anteilen von ca. 90% erzielt. Anhand der spezifischen AP-Aktivität konnte ergänzend eine 

Einschätzung der extrazellulär erzeugten Produktkonzentrationen vorgenommen werden. 
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Die spezifische Aktivität der alkalischen Phosphatase beträgt unter den Bedingungen des 

Verfahrens zur Aktivitätsbestimmung etwa 60 U mg-1 (Janeway et al., 1993; Mandecki et al., 

1991). Demzufolge wurden unter optimalen Bedingungen extrazellulären AP-Konzentration 

von ca. 500-550 mg L-1 erreicht. Unter Berücksichtigung der zugrunde liegenden BTM-

Konzentrationen lag die Selektivität (extrazelluläre AP-Konzentration bezogen auf die 

zugrunde liegende BTM-Konzentration) des Prozesses im Bereich von 50 mg g-1. Da die 

Expression der Modellproteine durch den vergleichsweise schwachen Pbla-Promotor erfolgte, 

sollte allein durch Austausch des Promotors eine deutliche Steigerung der Selektivität und 

somit der extrazellulären Konzentrationen bis in den Gramm-pro-Liter-Bereich möglich sein. 

 

Tabelle 5.14 Vergleichende Übersicht der extrazellulären AP-Produktion durch angepasste 
und starke (manuelle/autoregulatorische) BRP-Expression bei maximalen Zell-
dichten. Die Daten basieren auf Satzfermentationen von E. coli Ara1655 pBAD-
LppBRP-His6phoAbla. (ρAra, OD600-bezogene Arabinosekonzentration; ρBTM, Biotro-
ckenmassekonzentration; aext, extrazelluläre AP-Aktivität; ρext, extrazelluläre AP-
Konzentration; Pext, extrazelluläre AP-Produktivität; Sext, extrazelluläre Selektivität) 

Induktionsmodus ρAra 
[mg L-1] 

ρBTM 
[g L-1] 

aext  
[U mL-1] 

aext  
[%] 

ρext  
[mg L-1] 

Pext  
[mg L-1 h-1] 

Sext  
[mg g-1] 

0 11,2 8,9 21 148,3 14,8 13,2 

1  10,9 15,1 34 251,7 22,9 23,1 

5 9,7 30,5 71 508,3 39,1 52,4 
Angepasst 
(vgl. 5.2.1) 

10  8,7 24,9 90 415,0 23,1 47,7 
Manuell 
(vgl. 5.2.5) ~ 100 11,5 32,5 89 541,7 38,7 47,1 

Autoregulatorisch 
(vgl. 5.2.5) ≥ 100 7,9 19,0 94 316,7 28,8 40,1 
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5.3 Extrazelluläre Produktion und Affinitätsreinigung rekombinan-
ter Proteine durch Nutzung des Maltosebindeproteins 

Das Maltosebindeprotein (MBP) aus E. coli kann aufgrund seiner Affinität zu α-1,4-Glucanen 

als Fusionspartner für die Affinitätsreinigung rekombinanter Proteine eingesetzt werden 

(Ferenci & Klotz, 1978). Die Affinitätsreinigung von Proteinen ist in der Regel kostenintensiv, 

da die erforderlichen Affinitätsmatrices teuer in der Herstellung sind. Eine großtechnische 

Nutzung affinitätsbasierter Reinigungsschritte ist daher oft ausgeschlossen oder nur bei sehr 

hochwertigen Produkten rentabel. Die zur Reinigung von MBP-Fusionsproteinen erforderli-

chen Amylosematrices sind hingegen kostengünstig herstellbar und können das Reinigungs-

verfahren auch für den größeren Maßstab interessant machen. 

Natives MBP wird über den Sec-Pfad in das Periplasma transportiert, so dass sich dessen 

Nutzung auf Proteine beschränkt, die eine biologisch aktive Faltung im Periplasma erlauben. 

Als eines der wenigen bekannten Proteine, gelangt MBP auch über den Tat-Pfad in das Pe-

riplasma, wenn das native Signalpeptid durch ein geeignetes Tat-abhängiges Signalpeptid 

substituiert wird (Blaudeck et al., 2003). Durch diese Modifikation ist eine Verwendung von 

MBP als Affinitätspartner grundsätzlich auch im Zusammenhang mit Proteinen denkbar, die 

eine cytoplasmatische Assemblierung vor dem Transport in das Periplasma erfordern. Ob-

wohl in der Literatur gegenwärtig keine Ansätze zu Gewinnung und Reinigung Tat-

translozierter MBP-Fusionsproteine beschrieben sind, können Sec- und Tat-abhängige MBP 

demzufolge als universelle Fusionspartner für die periplasmatische Produktion und Affinitäts-

reinigung rekombinanter Proteine dienen. Aufgrund der subzellulären Lokalisation ist die 

Bereitstellung von MBP-Hybridproteinen für die Aufreinigung stets mit einer Präparation des 

Periplasmas bzw. einem Zellaufschluss verbunden. Die Sekretion solcher Proteine in das 

Medium würde hingegen eine deutliche Vereinfachung bei der Gewinnung der Proteine 

durch deren unmittelbare Zugänglichkeit für die Aufreinigung bedeuten und ist Gegenstand 

der nachfolgend beschriebenen Untersuchungen. Dazu wurde zunächst überprüft, ob Sec- 

und Tat-abhängiges MBP ohne Fusionsanteil unabhängig vom gewählten Translokati-

onspfad in das Periplasma gelangt und unter BRP-Aktivität in das Medium sekretiert wird. Im 

Anschluss sollten weiterführende Untersuchungen zur extrazellulären Produktion von Fusi-

onskonstrukten aus MBP und verschiedenen Modellproteinen durchgeführt werden, bei de-

nen auch affinitätschromatographische Reinigungen der Proteine aus dem Kulturmedium 

zum Einsatz kommen sollten. 

 



  ERGEBNISSE UND DISKUSSION 

  116 

5.3.1 MBP-Sekretion nach Export über Sec- und Tat-Pfad 

Die Untersuchung der Sekretion Sec- bzw. Tat-abhängigen MBPs erforderte plasmidbasierte 

Expressionssysteme, welche alternativ das native MBP mit Sec-Signalpeptid bzw. ein 

signalpeptidmodizifiziertes, Tat-abhängiges MBP codierten. Dazu wurden die in Abb. 5.31 

gezeigten Plasmide konstruiert, welche einen zu pBAD-LppBRPphoAbla (vgl. Abb. 5.1) ana-

logen Aufbau aufwiesen, wobei der phoA-bla-Bereich durch das malE-Gen (natives Sec-

abhängiges MBP) bzw. das torAmalE-Gen (Tat-abhängiges SPTorA-mMBP) substituiert war. 

SPTorA-mMBP führt das TorA-Signalpeptid (SPTorA) der periplasmatischen Trimethylamin-N-

Oxid(TMAO)-Reduktase (TorA) aus E. coli. Beide MBP-Varianten wurden konstitutiv durch 

den Pbgl-Promotor der β-Glucanase aus Bacillus amyloliquefaciens (Borriss et al., 1989) 

exprimiert. 

 

 A B 

 
Abb. 5.31 Schematische Karten der Plasmide pBAD-LppBRPmalE (A) und pBAD-

LppBRPtorAmalE (B). Die Plasmide dienen der konstitutiven Expression von malE (MBP) 
bzw. torAmalE (SPTorA-mMBP) und induzierbaren Expression des LppBRP. Pbgl, β-
Glucanase-Promotor (konstitutiv); lppbrp, signalsequenzmodifiziertes Cloacin DF13 BRP 
(LppBRP); PBAD, araBAD-Promotor (Arabinose-induzierbar); TrrnB, rrnB-
Transkriptionsterminator; araC, Regulatorprotein für PBAD; kanr, Kanamycinresistenzgen; 
ori, Replikationsursprung. Zentrale Bestandteile sind hervorgehoben. Die Konstruktion der 
Plasmide ist dem Anhang (Abschnitt 9.5) zu entnehmen. 

 

Zur Beurteilung der Sekretion von MBP und SPTorA-mMBP unter LppBRP-Coexpression wur-

den die Plasmide pBAD-LppBRPmalE und pBAD-LppBRPtorAmalE in E. coli Ara1655 ein-

gebracht und in 1 L-Schüttelkolben mit 150 mL SGA-Medium kultiviert. Dabei wurde die 

LppBRP-Expression während der exponentiellen Phase (OD600 = 5-6) durch Zugabe einer 

OD600-bezogenen Arabinosekonzentration von 1 g L-1 vollständig induziert. Diese Induktions-
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stärke sollte eine maximale Freisetzung beider MBPs erlauben und wurde trotz eines erwar-

teten Wachstumsstillstands durch BRP-Toxizität gewählt. Induktionsfreie Kulturen dienten als 

Kontrollen zur vergleichenden Beurteilung der basalen, BRP-unabhängigen Sekretion beider 

Proteine. Wie die Abb. 5.32 zeigt, kam das Wachstum durch die starke BRP-Expression er-

wartungsgemäß zum Erliegen, während die Kontrollkulturen unlimitiert wuchsen. 
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Abb. 5.32 Wachstumsverläufe von E. coli Ara1655 pBAD-LppBRPmalE (a) und Ara1655 pBAD-

LppBRPtorAmalE (a). Die Kultivierungen erfolgten in Schüttelkolben mit definiertem SGA-
Medium bei starker LppBRP-Expression durch OD600-bezogenene Arabinosekonzentration 
von 1 g L-1, sowie ohne Induktion als Kontrolle. 

 

Da MBP mangels entsprechender Eigenschaften nicht direkt quantifizierbar ist, musste des-

sen Lokalisationsbestimmung qualitativ durch SDS-PAGE bzw. Western-Blot erfolgen. Abb. 

5.33 zeigt dazu die Präsenz von MBP bzw. SPTorA-mMBP vor und nach Induktion in Cy-

toplasma, Periplasma und Medium. Eine mögliche Interferenz des immunologischen MBP-

Nachweises durch chromosomal codiertes MBP konnte bereits im Zusammenhang mit der 

Lokalisationsbestimmung des LppBRP-MBP-Hybridproteins (vgl. Abschnitt 5.1.5) ausge-

schlossen werden. 
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Abb. 5.33 Verteilung von MBP (A) und SPTorA-mMBP (B) vor und nach Induktion der Sekretion. 

Dargestellt sind die Kulturfraktionen Cytoplasma, Periplasma und Medium gemäß Nach-
weis durch 12% SDS-Gele (oben) und Western-Blot (unten). Die Induktion erfolgte nach 
6 h Kultivierungsdauer. Dargestellt sind die Zeitpunkte 6 h, 7 h und 9 h. Spur 9 h- zeigt das 
Medium der nicht induzierten Kontrollkultur nach 9 h. Spur R enthält gereinigtes reifes MBP 
(mMBP). Die Molmassen des Standards S sind links angegeben. Die theoretische Bandie-
rung der signalpeptidführenden Vorläuferproteine (präMBP und SPTorA-mMBP) sind für die 
Western-Blots ebenfalls aufgeführt. Der Nachweis in PAA-Gelen erfolgte durch Coomas-
sie-Färbung und in Western-Blots durch einen Anti-MBP-Antikörper. Die BRP-Expression 
wurde bei E. coli Ara1655 pBAD-LppBRPmalE (A) und Ara1655 pBAD-LppBRPtorAmalE 
(B) durch OD600-bezogenene Arabinosekonzentration von 1 g L-1 induziert. 

 

Beide MBP-Varianten traten unter reprimierter BRP-Expression (t = 6 h) vorwiegend im Pe-

riplasma auf (Spuren Periplasma 6h). Das native, Sec-translozierte MBP war jedoch sowohl 

vor Induktion (Spur Medium 6h) als auch im späten Stadium (t = 9 h) der induktionsfreien 

Kontrollkultur (Spur 9h-) auch gering im Medium nachweisbar, so dass dieses offenbar ver-

einfacht spontan freigesetzt wurde. Nach Induktion (t = 7-9 h) verlagerte sich die Lokalisation 

beider MBPs in Richtung des Mediums. Dabei verschwanden die mMBP-Banden im Pe-

riplasma zunehmend (Spuren Periplasma 7h/9h), während die Proteine im Medium verstärkt 

vorzufinden waren (Spuren Medium 7h/9h). In den Cytoplasmafraktionen der Kultur mit nati-

vem MBP waren zu keinem Zeitpunkt prominente MBP-Banden erkennbar, was einen effi-

zienten Sec-Transport des MBP in das Periplasma belegte (Spuren Cytoplasma 6h-9h). Das 

SPTorA-mMBP wurde hingegen vor Induktion auch in der Cytoplasmafraktion nachgewiesen 

(Spur Cytoplasma 6h). Wie der Größenvergleich mit gereinigtem reifen mMBP (Spur R) bzw. 

mit dem Größenstandard (Spur S) beweist, handelte es sich auch dabei um die bereits pro-

zessierte, periplasmatische mMBP-Form mit einer Molmasse von 40,7 kDa anstelle des er-

warteten 45,6 kDa großen cytoplasmatischen Vorläuferproteins. Die Ursache für die ver-

stärkte Präsenz der prozessierten Form des SPTorA-mMBP in der Cytoplasmafraktion kann 

anhand der durchgeführten Analysen nicht benannt werden. Zwei Gründe sind jedoch denk-

bar: (i) Trotz theoretischer Identität der reifen Anteile von MBP und SPTorA-mMBP wiesen 

diese eine unterschiedliche Lokalisation innerhalb des Periplasmas auf. Diese führte bei der 
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SPTorA-Variante zu einer erhöhten Verschleppung in die Cytoplasmafraktion während des 

fraktionierten Zellaufschlusses (unvollständige Abtrennung des Periplasmas). (ii) Die bereits 

prozessierte Form der SPTorA-Variante verblieb aufgrund der vergleichsweise schwachen 

Energetisierung des Tat-Translokons verstärkt membranintegral in der TatA-Pore und war 

dadurch von der Periplasmafraktion separiert. Beide Theorien können darüber hinaus die im 

Vergleich zum nativen MBP geringere spontane Sekretion des Tat-Substrats erklären. 

 

Abb. 5.33 beweist die Möglichkeit einer extrazellulären Produktion, sowohl Sec- als auch 

Tat-abhängigen MBPs, unter Zuhilfenahme von BRP und liefert darüber hinaus weitere wich-

tige Erkenntnisse zur sekretorischen Produktion rekombinanter Proteine: (i) Sec- und Tat-

dirigiertes MBP unterschieden sich bezüglich der spontanen, BRP-unabhängigen Freiset-

zung in das Kulturmedium, wie ein Vergleich der Lokalisation vor/ohne Induktion zeigt. Dabei 

wird Tat-abhängiges MBP auch nach Prozessierung verstärkt in der Cytoplasmafraktion ge-

funden, so dass die Lokalisation beider MBP-Varianten möglicherweise nicht identisch ist. 

(ii) Sowohl die Periplasma- als auch die Mediumsfraktionen wiesen im Vergleich zu den Cy-

toplasmafraktionen wesentlich geringere Anteile kontaminierender Wirtsproteine auf. Dies 

dokumentiert das Potential des Proteinsekretion im Sinne eines initialen Reinigungsschrittes 

durch Separation des Produktes von Wirtsproteinen. (iii) Die weitgehende Übereinstimmung 

des Bandenmusters in Periplasma und Medium zeigt eine geringe Proteinfreisetzung aus 

dem Cytoplasma und bestätigte dadurch die in Abschnitt 5.2.1 dargestellte vernachlässigba-

re Zelllyse. 

 

5.3.2 Extrazelluläre Produktion von MBP-Hybridproteinen 

Nachdem die Sekretion des Maltosebindeproteins auf Basis des Sec- und des Tat-Pfades 

erfolgreich nachgewiesen werden konnte, wurde die Eignung des Systems für Hybridprotei-

ne aus MBP und verschiedenen Modellproteinen untersucht. Dazu wurden Fusionsproteine 

aus MBP bzw. SPTorA-mMBP sowie der Barnase (Bar) aus B. amyloliquefaciens (MBP-Bar 

und SPTorA-mMBP-Bar), der alkalischen Phosphatase aus E. coli (MBP-AP und SPTorA-

mMBP-AP) und dem grünfluoreszierenden Protein aus Aequorea victoria (SPTorA-mMBP-

GFP) konstruiert. Abb. 5.34 zeigt schematisch den Aufbau dieser MBP-Fusionsproteine. 

Frühere Arbeiten berichten, dass Fusionsproteine aus nativem MBP und GFP nicht aktiv in 

das Periplasma gelangen (Feilmeier et al., 2000). Die Sec-basierte Sekretion von MBP-GFP 

war demnach nicht möglich. 

AP und Barnase wurden als Fusionspartner ausgewählt, da diese Proteine native Substrate 

des Sec-Pfades sind. Diese Eigenschaft ließ den Export der resultierenden MBP-

Hybridproteine zumindest durch den Sec-Pfad möglich erscheinen. Im Gegensatz dazu ist 
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GFP eines der wenigen bekannten und einfach nachweisbaren Proteine die über den Tat-

Pfad in das Periplasma gelangen können (Santini et al., 2001; Thomas et al., 2001). Das 

Protein wurde zur Untersuchung der Sekretion periplasmatischer MBP-Hybridproteinen nach 

Tat-Translokation herangezogen. 

 

MBP-Barnase (55,8 kDa)

SPTorA-mMBP-Barnase (58,0 kDa)

MBP-AP (89,6 kDa)

SPTorA-mMBP-AP (91,9 kDa)

AP (48,9 kDa)

SPTorA-mMBP-GFP (72,5 kDa)

SPTorA-GFP (31,7 kDa)

MBP
(43,4 kDa)

Barnase
(12,4 kDa)

mMBP
(41,1 kDa)

SPTorA
(4,5 kDa)

mAP
(46,3 kDa)

GFP
(26,9 kDa)

Sec

Sec

Tat

Tat

Tat

Tat

Sec

 
Abb. 5.34 Schematischer Aufbau der konstruierten MBP-Fusionsproteine und ausgewählter 

Vergleichsproteine ohne MBP-Anteil. Die Molmassen und die Translokationspfade der 
Proteine in das Periplasma sind jeweils aufgeführt. Bei MBP-Barnase und SPTorA-mMBP-
Barnase wird zusätzlich der Inhibitor Barstar exprimiert, um die cytoplasmatische Aktivität 
der Barnase zu verhindern. 

 

Die erforderlichen Plasmide wurden analog zu pBAD-LppBRPmalE bzw. pBAD-

LppBRPtorAmalE (vgl. Abb. 5.31) konstruiert und enthielten die Gene der Modellproteine C-

terminal an malE bzw. torAmalE fusioniert. Bei den MBP-Hybridproteinen mit Barnase-Anteil 

erfolgte zusätzlich die Expression des Barnase-Inhibitors Barstar vom gleichen Plasmid (vgl. 

Abschnitt 9.5; Abb. 9.1). Diese sollte die cytoplasmatische Aktivität der Barnase, d.h. die Ein-

führung eines möglichen weiteren Toxins verhindern. Tabelle 5.15 fasst die wichtigsten Ei-

genschaften der Expressionssysteme zusammen und benennt die zugrunde liegenden 

Plasmide. 
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Tabelle 5.15 Übersicht der konstruierten MBP-Fusionsproteine. Zum Vergleich herangezogenen 
Reporter ohne MBP-Anteil und ihre zugrunde liegenden Plasmide sind ebenfalls aufge-
führt. Die Konstruktion der Plasmide ist dem Anhang (Abschnitt 9.5) zu entnehmen. 

Protein Fusionsanteil/ 
Reporter 

Signal-
peptid Pfad Promotor Plasmid 

MBP-Bar Barnase MBP Sec Pbgl pBAD-LppBRPmalEbar 

SPTorA-mMBP-Bar Barnase TorA Tat Pbgl pBAD-LppBRPtorAmalEbar 

MBP-AP AP MBP Sec Pbgl pBAD-LppBRPmalEphoA 

SPTorA-mMBP-AP AP TorA Tat Pbgl pBAD-LppBRPtorAmalEphoA 

AP (nativ) AP AP Sec Pbla pBAD-LppBRPphoA 

SPTorA-mMBP-GFP GFP TorA Tat Pbgl pBAD-LppBRPtorAmalEgfp 

SPTorA-GFP GFP TorA Tat Pbgl pBAD-LppBRPtorAgfp 

 

Die Untersuchungen zur sekretorischen Produktion dieser MBP-Fusionsproteine erfolgten 

gemäß dem im vorausgehenden Abschnitt (5.3.1) beschriebenen Verfahren durch Schüttel-

kolbenkultivierung (150 mL SGA-Medium in 1 L-Schüttelkolben). Dazu wurde E. coli Ara1655 

mit den in Tabelle 5.15 beschriebenen Plasmiden ausgestattet. Für die BRP-Expression 

wurden wie zuvor beschrieben OD600-abhängige Induktorkonzentrationen von 1 g L-1 Arabi-

nose bei optischen Dichten von OD600 ~ 5-6 eingesetzt, was ein maximale Sekretion gewähr-

leisten sollte. Die Kultivierungsverläufe waren vergleichbar zu den im vorigen Abschnitt für 

die E. coli-Stämme Ara1655 pBAD-LppBRPmalE und Ara1655 pBAD-LppBRPtorAmalE auf-

geführten (vgl. Abb. 5.32), so dass auf eine Darstellung an dieser Stelle verzichtet wird. Die 

entsprechenden Daten sind dem Anhang (Abschnitt 9.7.1; Abb. 9.2) zu entnehmen. 

Zur Beurteilung der Sekretion wurde die Verteilung der MBP-Hybridproteine zwischen Zellen 

und Medium anhand der Aktivität ihrer Fusionspartner vor und nach Induktion verglichen. 

Dazu wurden die Zeitpunkte unmittelbar vor Induktion und 3-4 h nach Induktion herangezo-

gen. Gemäß der Erkenntnisse zum Sekretionsverlauf nach maximaler BRP-Expression (vgl. 

Abschnitte 5.2.3 und 5.2.5) sollte dieses Verfahren eine ausreichende Zeit für die Sekretion 

der MBP-Hybridproteine in das Medium gewährleisten. Kontrollkulturen dienten der Be-

schreibung spontaner, BRP-unabhängiger Sekretion. Um die Freisetzungsgrade der MBP-

Fusionsproteine in Vergleich zur Sekretion der ursprünglichen Modellproteinen ohne MBP 

stellen zu können, wurde die Freilassungseffizienz der periplasmatischen Proteine AP und 

SPTorA-GFP ebenfalls exemplarisch untersucht. Die Ergebnisse der Aktivitätstests wurden 

zudem durch Western-Blot-Analysen der Cytoplasma-, Periplasma- und Mediumsfraktionen 

abgesichert. Aufgrund der Größenunterschiede zwischen den signalpeptidführenden Vorläu-

ferproteinen und den reifen Formen erlaubten Western-Blot-Analysen darüber hinaus eine 

Bestimmung des Prozessierungszustands der MBP-Fusionsproteine.  
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Sekretorische Produktion von MBP-Barnase und SPTorA-mMBP-Barnase 

Abb. 5.35 stellt die intra- und extrazelluläre Aktivitätsverteilung für MBP-Bar (A) und SPTorA-

mMBP-Bar (B) in einer induzierten und einer induktionsfreien Kultur dar. 
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Abb. 5.35 Verteilung der RNase-Aktivität von MBP-Barnase (A) und SPTorA-mMBP-Barnase (B) 

zwischen Zellen und Medium vor und nach Induktion der Sekretion. Dargestellt ist die 
relative (links) und absolute (rechts) Aktivitätsverteilung. Die intra- und extrazelluläre RNa-
se-Aktivität wurde zum Induktionszeitpunkt (tI) sowie 4 h danach (tI+4) bestimmt. Die Abbil-
dung basiert auf Schüttelkolbenkultivierungen von E. coli Ara1655 pBAD-LppBRPmalEbar 
und Ara1655 pBAD-LppBRPtorAmalEbar in SGA-Medium. Zur Induktion der BRP-
Expression wurde ggf. 1 g L-1 Arabinose pro OD600-Einheit zugesetzt. 

 

Bei beiden Proteinen zeigte sich trotz unterschiedlicher Signalsequenz unter BRP-

Expression eine deutlich Verlagerung der Aktivitätsverteilung in Richtung der extrazellulären 

Umgebung (Abb. 5.35, linker Teil). MBP-Barnase-Fusionsproteine werden demzufolge durch 

BRP-Einwirkung unabhängig vom Exportpfad in das Periplasma sekretiert. Es bestanden 

jedoch einige grundlegende Unterschiede zwischen beiden Proteinen bezüglich der sponta-

nen und der BRP-forcierten Sekretion. So war die spontane, BRP-unabhängige Sekretion 

des Sec-abhängigen Proteins mit 40-50% extrazellulärem Anteil wesentlich höher als die des 

Tat-Substrats, welches stets zu weniger als 10% im Medium vorlag. Analog zu den in Ab-

schnitt 5.3.1 analysierten MBP-Varianten ohne Reporterfusion (MBP und SPTorA-mMBP), 

konnte demnach auch für die MBP-Barnase-Hybridproteine eine erhöhte spontane Freiset-

zung auf Basis der Sec-Translokation beobachtet werden. Nach Induktion erhöhte sich der 

extrazelluläre Anteil der Sec-dirigierten Barnase auf 93%. Die BRP-Expression erlaubte 

demzufolge eine annähernd quantitative Sekretion des Proteins. Der extrazelluläre Anteil des 

Tat-exportierten Hybridproteins wurde zwar ebenfalls deutlich gesteigert, der Freisetzungs-

grad betrug bei diesem Protein jedoch nur ca. 60%. 
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Wie dem rechten Teil von Abb. 5.35 zu entnehmen ist, wurden in den induktionsfreien Kon-

trollkulturen, aufgrund des ungebremsten Wachstums, höhere absolute RNase-Aktivitäten 

erzeugt. Dabei war die in Summe erzeugte Aktivität der SPTorA-mMBP-Barnase zu beiden 

Vergleichszeitpunkten deutlich geringer als die der MBP-Barnase mit nativem Signalpeptid. 

Die unter BRP-Aktivität bestimmte extrazelluläre Aktivität der Sec-MBP-Barnase betrug 94 

U mL-1, während bei der SPTorA-Variante nur 18 U mL-1 im Medium erreicht wurden. Aufgrund 

der vergleichbaren optischen Dichten zu den Analysezeitpunkten konnten unterschiedliche 

Biomassekonzentrationen als Ursache für die differierende Aktivität beider Hybridproteine 

ausgeschlossen werden. Eine mögliche Erklärung für die Aktivitätsdifferenzen wurde in den 

unterschiedlichen Faltungsorten gesehen. Im Gegensatz zu MBP-Bar, dessen Assemblie-

rung im Periplasma erfolgt, wird SPTorA-mMBP-Bar vor dem Export cytoplasmatisch gefaltet. 

Obwohl das Protein keine Disulfidbrücken enthält ist eine veränderte Faltung des Tat-

Substrats aufgrund abweichender Bedingungen im Vergleich zum Periplasma denkbar. Al-

ternative cytoplasmatische Chaperone könnten möglicherweise eine fehlerhafte Faltung des 

Proteins hervorrufen. Diese Theorie wurde durch die Bestimmung einer deutlich reduzierten 

spezifischen Aktivität gereinigter SPTorA-mMBP-Barnase gegenüber der Sec-abhängigen Va-

riante bestätigt (vgl. Abschnitt 5.3.3, Tabelle 5.16). 

 

In Abb. 5.36 ist die Lokalisation der beiden MBP-Barnase-Hybridproteine anhand immunolo-

gischer Nachweise des MBP-Fusionsanteils dargestellt.  

 

 

 
Abb. 5.36 Lokalisation von MBP-Barnase (A) und SPTorA-mMBP-Barnase (B). Verteilung auf die 

Kulturfraktionen Cytoplasma, Periplasma und Medium zum Induktionszeitpunkt (tI) bzw. 1 h 
vor Induktionszeitpunkt (tI-1) und 1 h (tI+1), sowie 4 h (tI+4) nach Induktion. Zum Vergleich 
wurde das Medium der induktionsfreien Kontrollkultur 4 h nach dem Induktionszeitpunkt 
(tI+4-) untersucht. Die Molmassen des Größenstandards S sind links aufgeführt. Nachweis 
durch Anti-MBP-Antikörper nach Western-Blot 12%iger SDS-Gele.  
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Für beide Proteine konnte die Sekretion unter BRP-Einwirkung bestätigt werden, da diese im 

Medium vor/ohne Induktion nicht oder nur schwach detektierbar waren. Bezüglich der intra-

zellulären Lokalisation beider Varianten vor Induktion zeigten sich darüber hinaus Parallelen 

zu den MBPs ohne Fusionsanteil (vgl. Abb. 5.33). Während die Sec-abhängige MBP-

Barnase ausschließlich in der Periplasmafraktion nachweisbar war, wurde das Tat-Substrat 

sogar primär in der Cytoplasmafraktion gefunden. Dabei entsprach die ermittelte Molmasse 

de SPTorA-mMBP-Barnase dem reifen Proteinanteil ohne SP (mMBP-Bar) von ca. 53,5 kDa. 

Demnach enthielt die Cytoplasmafraktion auch bei diesem Tat-exportierten Protein dessen 

reife Form, anstelle des erwarteten, signalpeptidführenden Präproteins (58,0 kDa). Mögliche 

Ursachen für die Präsenz prozessierter Tat-Substrate in der Cytoplasmafraktion wurden be-

reits in Abschnitt 5.3.1 diskutiert.  

 

Festzuhalten bleibt eine erhöhte spontane Sekretion sowie eine unter BRP-Aktivität annä-

hernd quantitative Freisetzung der Sec-dirigierten MBP-Barnase. Demzufolge ist dieses Pro-

tein für die extrazelluläre Produktion bevorzugt geeignet, da SPTorA-mMBP-Barnase nur an-

teilig in das Medium gelangt und eine geringere Aktivität aufweist. 

 

Sekretorische Produktion von MBP-AP und SPTorA-mMBP-AP 

Die Untersuchung der Sekretion Sec- und Tat-translozierter MBP-AP erfolgte durch intra- 

und extrazellulären Nachweis der AP-Aktivität und wurde in Vergleich zu nativer AP ohne 

MBP-Anteil gestellt. Die Ergebnisse sind in Abb. 5.37 aufgeführt. 
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Abb. 5.37 Verteilung der AP-Aktivität von MBP-AP (A), SPTorA-mMBP-AP (B) und nativer AP (C) 

zwischen Zellen und Medium vor und nach Induktion der Sekretion. Dargestellt ist die 
relative (links) und absolute (rechts) Aktivitätsverteilung. Die intra- und extrazelluläre AP-
Aktivität wurde zum Induktionszeitpunkt (tI) sowie 4 h danach (tI+4) bestimmt. Da sich die 
SPTorA-mMBP-AP enzymatisch nicht aktiv zeigte, ist für dieses Protein keine prozentuale 
Verteilung dargestellt. Die Abbildung basiert auf Schüttelkolbenkultivierungen von E. coli 
Ara1655 pBAD-LppBRPmalEphoA und Ara1655 pBAD-LppBRPtorAmalEphoA und 
Ara1655 pBAD-LppBRPphoA in SGA-Medium. Zur Induktion der BRP-Expression wurde 
ggf. 1 g L-1 Arabinose pro OD600-Einheit zugesetzt. 
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Bei dem Sec-exportierten MBP-AP-Hypridprotein erfolgte unter BRP-Expression nur eine 

geringe Verschiebung der Aktivität auf die Seite des Mediums (Abb. 5.37, linker Teil). Analog 

zu Sec-abhängiger MBP-Barnase (vgl. Abb. 5.36) wurde mit fast 30% extrazellulärem Anteil 

auch für dieses Protein eine recht hohe spontane Sekretion beobachtet. Diese konnte jedoch 

unter forcierter BRP-Aktivität nur auf ca. 60% gesteigert werden, so dass die Freisetzung 

unvollständig verlief. Das zum Vergleich herangezogene native AP-Protein ohne MBP-

Fusionsanteil zeigte dagegen sowohl eine deutlich geringere spontane Sekretion (ca. 15% 

extrazellulärer Anteil) als auch eine annähernd quantitative Freilassung (90%) nach Indukti-

on. Mit einer Molmasse von 87,0 kDa ist das mMBP-AP-Fusionsprotein relativ groß. Somit 

kamen sterische Hinderungen bei der Diffusion des Proteins durch die BRP-verursachten 

Poren der äußeren Membran als Begründung für die vergleichsweise geringe Sekretionseffi-

zienz in Betracht. Diese Theorie wurde durch die effiziente Sekretion beider MBP-AP-

Domänen, als eigenständiger Proteine gestützt (vgl. Abschnitt 5.2.1 für native AP und Ab-

schnitt 5.3.1 für natives MBP). Darüber hinaus gab auch die Literatur indirekt Hinweise auf 

mögliche Obergrenzen bezüglich der Größe durch BRP sekretierbarer Proteine. Mit einer 

Molmasse von 75 kDa ist das heteromultimere Chaperon (FaeE)2-FaeG das größte gegen-

wärtig bekannte durch BRP-Coexpression sekretorisch produzierte Protein (van der Wal et 

al., 1995d). Eine Abnahme der Effizienz BRP-vermittelter mit zunehmender Proteingröße 

erschien demnach möglich. 

 

Wie Abb. 5.37 (rechter Teil) zeigt, war die absolut erzeugte Aktivität bei MBP-AP höher als 

bei AP. Die Ursache hierfür liegt entweder in den unterschiedlichen Promotern, welche bei 

der Expression beide Proteine Einsatz fanden (Pbgl und Pbla) oder in einer offenbar erhöhten 

spezifischen Aktivität des MBP-AP-Proteins. Native AP weist unter den gewählten Bedin-

gungen zur Aktivitätsbestimmung eine spezifische Aktivität von ca. 60 U mg-1 auf (Janeway 

et al., 1993; Mandecki et al., 1991). Für MBP AP wurde eine, aus unbekannter Ursache, er-

höhte spezifische Aktivität von ca. 100-110 U mg-1 bestimmt (vgl. Abschnitt 5.3.3, Tabelle 

5.16).  

Weiterhin dokumentiert Abb. 5.37 die enzymatische Inaktivität des Tat-abhängigen SPTorA-

MBP-AP-Fusionsproteins. In anderen Arbeiten wurde berichtet, dass alkalische Phosphata-

se, welche anstelle des nativen über ein Tat-abhängiges Signalpeptid verfügt, unter physio-

logischen Bedingungen am Tat-Export gehindert wird und cytoplasmatisch in inaktiver Form 

akkumuliert (DeLisa et al., 2003). Für eine Faltung in die enzymatisch aktive Form der AP 

sind Disulfidbrücken erforderlich, die aufgrund der reduzierenden Bedingungen im Cy-

toplasma nicht ausgebildet werden (Bessette et al., 1999). Dabei hindert eine Qualitätskon-

trolle der Tat-Translokase fehlgefaltete Tat-Substrate am Export (DeLisa et al., 2003). Wie 

der in Abb. 5.38 B dargestellte immunologische Nachweis zeigt, trafen diese Zusammen-
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hänge auch auf die inaktive SPTorA-mMBP-AP zu. So wurde in der Cytoplasmafraktion ein 

MBP-Fusionsprotein in der Größe von SPTorA-mMBP-AP (92 kDa) identifiziert, für das die 

entsprechenden Banden in Periplasma und Medium ausblieben. Aufgrund des verhinderten 

Tat-Exports und der Inaktivität des Proteins war eine sekretorische Produktion Tat-

abhängiger MBP-AP nicht möglich. 

Ferner konnte durch Western-Blot-Analyse die Aktivitätsverteilung der Sec-abhängigen 

MBP-AP bestätigt werden (Abb. 5.38 A). So war dieses Protein aufgrund der hohen sponta-

nen Sekretion auch vor/ohne Induktion im Medium verstärkt nachweisbar. Im Gegensatz zu 

den Sec-Substraten MBP und MBP-Bar wurde MBP-AP auch in der Cytoplasmafraktion de-

tektiert. Aufgrund der Gesamtgröße von 89,6 (präMBP-AP) bzw. 87,0 kDa (mMBP-AP) war 

eine exakte Unterscheidung zwischen Vorläuferprotein und reifer Form nicht zweifelsfrei 

möglich, so dass die tatsächliche Lokalisation cytoplasmatisch detektierter MBP-AP nicht 

aufgeklärt werden konnte. 

 

  

  
Abb. 5.38 Lokalisation von MBP-AP und SPTorA-mMBP-AP. Verteilung auf die Kulturfraktionen 

Cytoplasma, Periplasma und Medium. Für MBP-AP (A) ist die Lokalisation zum Indukti-
onszeitpunkt (tI), und innerhalb von 4 h (tI+1; (+2); +4) nach Induktion dargestellt. Zum Ver-
gleich wurde das Medium der induktionsfreien Kontrollkultur 4 h nach dem Induktionszeit-
punkt (tI+4-) untersucht. Die Lokalisation von SPTorA-mMBP-AP (B) wurde zur Klärung der 
Inaktivität 4 h nach Induktion überprüft. C, Cytoplasma; P, Periplasma; M, Medium. Die 
Molmassen des Größenstandards S sind jeweils seitlich aufgeführt. Nachweis durch Anti-
MBP-Antikörper nach Western-Blot 12%iger SDS-Gele.  

 

Gemäß den vorliegenden Ergebnissen ist die sekretorische Produktion von MBP-AP nach 

Sec-Export zwar möglich, die BRP-Expression erlaubt jedoch nur eine weitere Steigerung 

der bereits relativ hohen basalen Sekretion. Die Sekretion von SPTorA-mMBP-AP auf Basis 

der Tat-Translokation ist hingegen nicht möglich, da dieses Protein am Transport in das Pe-

riplasma gehindert wird. 
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Sekretorische Produktion von SPTorA-mMBP-GFP 

Zur Untersuchung der Sekretion von SPTorA-mMBP-GFP wurde die intra- und extrazelluläre 

GFP-Fluoreszenz bestimmt. Dabei konnten im Medium GFP-freier Kontrollkulturen stets Flu-

oreszenzanstiege bei GFP-spezifischen Wellenlängen gemessen werden, die auf eine un-

spezifische Hintergrundfluoreszenz zurückzuführen waren. Um die effektiv durch GFP her-

vorgerufene Fluoreszenz, wie in Abb. 5.39 dargestellt, zu ermitteln, wurde die gemessene 

Gesamtfluoreszenz gegen die Hintergrundfluoreszenz einer GFP-freien Kontrolle korrigiert. 

Die ursprünglichen Daten der Gesamtfluoreszenz sind im Anhang (Abschnitt 9.7; Abb. 9.3) 

aufgeführt. Das SPTorA-GFP (ohne MBP-Anteil) diente zur vergleichenden Bewertung der 

Sekretionseffizienz von SPTorA-mMBP-GFP. 
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Abb. 5.39 Verteilung der hintergrundkorrigierten GFP-Fluoreszenz von SPTorA-mMBP-GFP (A) 

und SPTorA-GFP (B) zwischen Zellen und Medium vor und nach Induktion der Sekre-
tion. Dargestellt ist die relative (links) und absolute (rechts) GFP-Fluoreszenz. Die intra- 
und extrazelluläre GFP-Fluoreszenz wurde zum Induktionszeitpunkt (tI) sowie 3 h danach 
(tI+3) bestimmt. Die Abbildung basiert auf Schüttelkolbenkultivierungen von E. coli Ara1655 
pBAD-LppBRPtorAmalEgfp und Ara1655 pBAD-LppBRPtorAgfp in SGA-Medium. Zur 
Induktion der BRP-Expression wurde ggf. 1 g L-1 Arabinose pro OD600-Einheit zugesetzt. 

 

Die effektive GFP-Fluoreszenz war mit einem Anteil von über 98% sowohl bei SPTorA-mMBP-

GFP als auch SPTorA-GFP vor/ohne Induktion fast ausschließlich intrazellulär lokalisiert (Abb. 

5.39, linker Teil). Unter BRP-Expression wurde der extrazelluläre Anteil des SPTorA-mMBP-

GFP zwar deutlich gesteigert, betrug jedoch nur ca. 50%, so dass die Freisetzung dieses 

Proteins unvollständig verlief. Auch bei dem zum Vergleich herangezogenen SPTorA-GFP lag 

der extrazelluläre Anteil nur bei ca. 75%. Der vergleichsweise höhere extrazelluläre Anteil 

des MBP-freien Proteins ließ eine vereinfachte Freisetzung aufgrund der geringeren Größe 

(27,2 kDa gegenüber 68,0 kDa) möglich erscheinen. Analog zur Tat-abhängigen SPTorA-

mMBP-Barnase (vgl. Abb. 5.35) war demnach auch die sekretorische Produktion von SPTorA-

mMBP-GFP durch BRP-Coexpression möglich. Die Sekretion erfolgte jedoch in beiden Fäl-

len nicht quantitativ, so dass die ermittelten Freisetzungsgrade deutlich unter denen einiger 
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Sec-Substrate (MBP-Bar; native AP; β-Lactamase) lagen, welche unter BRP-Einwirkung zu 

über 90% in das Medium gelangen. 

 

Eine vergleichende Betrachtung der absoluten Fluoreszenz (Abb. 5.39, rechter Teil) zeigte 

zu den betrachteten Zeitpunkten annähernd keine Unterschiede für beide Proteine (SPTorA-

mMBP-GFP und SPTorA-GFP). Dies belegte einen vernachlässigbaren Einfluss der MBP-

Domäne auf die fluorophore Eigenschaft des SPTorA-mMBP-GFP. 

 

Die Lokalisationsbestimmung von SPTorA-mMBP-GFP und SPTorA-GFP durch die in Abb. 5.40  

gezeigten Western-Blots bestätigte die Abwesenheit beider Proteine im Medium vor/ohne 

Induktion.  

 

 

 
 
Abb. 5.40 Lokalisation von SPTorA-mMBP-GFP (A) und SPTorA-GFP (B). Verteilung auf die Kultur-

fraktionen Cytoplasma, Periplasma und Medium zum Induktionszeitpunkt (tI), und 1 h, (2h) 
und 4 h (tI+1; (+2); +4) nach Induktion. Zum Vergleich ist das Medium der induktionsfreien Kon-
trollkultur 4 h nach Induktionsszeitpunkt (tI+4-) dargestellt. Die Molmassen des Größenstan-
dards S sind seitlich aufgeführt. Nachweis durch Anti-MBP-Antikörper (SPTorA-mMBP-
GFP), bzw. Anti-GFP-Antikörper (SPTorA-GFP) nach Western-Blot 12%iger SDS-Gele. Die 
Detektion von SPTorA-mMBP-GFP durch den Anti-GFP-Antikörper lieferte identische Er-
gebnisse (nicht dargestellt). 

 

Analog zu den Tat-Substraten SPTorA-mMBP und SPTorA-mMBP-Bar waren auch diese beiden 

Proteine prominent in der Cytoplasmafraktion vertreten. Im Gegensatz zu allen anderen un-

tersuchten Tat-dirigierten Proteinen wurden für SPTorA-mMBP-GFP und SPTorA-GFP in den 

Cytoplasmafraktionen auch die signalpeptidführenden Präproteine nachgewiesen, welche 

jedoch im Vergleich zu den prozessierten Formen (mMBP-GFP und mGFP) unterrepräsen-

tiert waren. Diese Beobachtung wurde als Beleg für die in Abschnitt 5.3.1 aufgestellte Hypo-
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these einer Verunreinigung der Cytoplasmafraktionen mit periplasmatischen oder membran-

integralen prozessierten Tat-Substraten betrachtet. 

Da die Präproteine weder in den Periplasmafraktionen noch im Medium nachweisbar waren, 

belegten die Western-Blot-Analysen eine ausschließliche Sekretion des prozessierten 

mMBP-GFPs bzw. mGFPs. Die lytische Freisetzung der cytoplasmatischen Präproteine 

durch BRP-Coexpression konnte daher als vernachlässigbar eingestuft werden. 

 

Diese Ergebnisse zeigen die grundsätzliche Möglichkeit einer sekretorischen Produktion Tat-

abhängiger MBP-Fusionsproteine am Beispiel des SPTorA-mMBP-GFP. Da auch MBP-freies 

SPTorA-GFP und SPTorA-mMBP-Barnase nur anteilig in das Medium gelangten, wurden Eng-

pässe im Zusammenhang mit dem Tat-Pfad für die unvollständige Sekretion von SPTorA-

mMBP-GFP verantwortlich gemacht. 

 

Schlussfolgerungen 

Die Untersuchungen zur extrazellulären Produktion von MBP und MBP-Hybridproteinen zei-

gen die grundsätzliche Möglichkeit zur BRP-vermittelten Sekretion solcher Proteine sowohl 

auf Basis des Sec- als auch des Tat-Pfades. Sie dokumentieren damit die Eignung des Mal-

tosebindeproteins als Fusionspartner für die extrazelluläre Proteinproduktion unabhängig 

vom Exportpfad in das Periplasma. Aus den Ergebnissen lasen sich darüber hinaus weitere 

Erkenntnisse ableiten: (i) Die Sec-dirigierten Proteine MBP, MBP-Barnase und MBP-AP un-

terlagen, im Gegensatz zu allen untersuchten Tat-abhängigen Proteinen (SPTorA-mMBP, 

SPTorA-mMBP-Bar und SPTorA-mMBP-GFP), einer erhöhten spontanen, BRP-unabhängigen 

Sekretion. Demzufolge scheinen MBP-Hybridproteine nach Sec-Export vereinfacht in das 

Medium zu gelangen. (ii) Die Tat-abhängigen Proteine (SPTorA-mMBP-Bar, SPTorA-mMBP-

GFP und SPTorA-GFP) zeigten unter BRP-Expression ausnahmslos eine unvollständige Frei-

setzung mit einem extrazellulären Anteil von maximal 75% (SPTorA-GFP). Dies dokumentiert 

eine vergleichsweise geringere Sekretionseffizienz nach Tat-Translokation. (iii) Die beiden 

größten untersuchten Hybridproteine MBP-AP (90 kDa) und SPTorA-mMBP-GFP (73 kDa) 

wurden im Vergleich zur ihren wesentlich kleineren Pendants ohne MBP Anteil (native AP 

[49 kDa] und SPTorA-GFP [32 kDa]) mit geringerer Effizienz sekretiert, so dass bei der BRP-

vermittelten Sekretion möglicherweise eine Abhängigkeit von der Proteinmasse besteht. 

(iv) Insbesondere bei den Tat-Substraten konnten im Medium ausschließlich die reifen Prote-

ine ohne Signalpeptid nachgewiesen werden. Demzufolge stammten die extrazellulären Pro-

teine aus dem Periplasma, so dass die lytische Freisetzung vernachlässigbar war. 
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5.3.3 Affinitätsreinigung extrazellulärer MBP-Fusionsproteine 

Nachdem die extrazelluläre Produktion verschiedener MBP-Hybridproteine erfolgreich etab-

liert werden konnte, galt es die Proteine anhand ihrer MBP-Domäne affinitätschroma-

tographisch aus dem Medium zu reinigen. MBP-Fusionsproteine können an α-1,4-Glucane 

wie z.B. Amylose immobilisiert und im Anschluss durch Maltose wieder verdrängt werden 

(Ferenci & Klotz, 1978). Zur Affinitätsreinigung wurden Schüttelkolbenkulturen mit größeren 

Volumina (300 mL) eingesetzt. Bei diesen erfolgte die Induktion in späterem Stadium 

(OD600 ~ 9), um einen frühzeitigen Wachstumseinbruch durch BRP-Expression zu vermeiden 

und dadurch die extrazelluläre Produktkonzentration zu erhöhen. Dabei verlief das Kultur-

wachstum analog zu den in Abschnitt 5.3.1 und 9.7 dargestellten Kultivierungen und kam 

nach Induktion zum Erliegen. Auf eine erneute Dokumentation der Kultivierungsprozesse 

wird daher verzichtet. SPTorA-mMBP-AP wurde aufgrund der inaktiven, cytoplasmatischen 

Akkumulation nicht in die Untersuchungen einbezogen. Nach Abtrennung der Biomasse 

wurden die Proteine der zellfreien Kulturüberstände durch Diafiltration in den Säulenpuffer 

der Affinitätschromatographie überführt, um optimale Bedingungen für die Chromatographie 

zu gewährleisten. Das Suspensionsvolumen blieb dabei unverändert. 

Die MBP-Adsorption an Amylose-Matrices basiert auf der Ausbildung von Wasserstoffbrü-

cken unter physiologischen Bedingungen und weist ein pH-Optimum bei 7,0 auf (Kellermann 

& Ferenci, 1982; NewEnglandBioLabs, 2006). Da der pH im Kulturmedium auf pH 7,0 gepuf-

fert war, erschien auch eine direkte Aufreinigung aus dem Medium ohne vorherige Diafiltrati-

on möglich. Diese wurde anhand des MBP-AP-Proteins exemplarisch untersucht und in Ver-

gleich zur Aufreinigung mit vorheriger Diafiltration gestellt. Die Beladung der Säule wurde mit 

10 Säulenvolumina (SV) des (diafiltrierten) Mediums (150 mL) durchgeführt. Um die Binde-

stellen der Affinitätsmatrix möglichst vollständig zu nutzen, wurden bei der Beladung eine 

Überschreitung der dynamischen Säulenkapazität und damit verbundene Produktverluste 

akzeptiert.  

 

In Abb. 5.41 sind die Chromatographieverläufe des MBP-AP-Proteins mit und ohne vorheri-

ger Diafiltration exemplarisch dargestellt. Die Reinigungen der übrigen MBP-Hybridproteine 

ergaben vergleichbare Chromatogramme und sind im Anhang (Abschnitt 9.7.3) aufgeführt.  
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Abb. 5.41 Chromatogramme der Affinitätsreinigung von MBP-AP. Die Reinigung erfolgte mit (A) 

und ohne (B) vorheriger Diafiltration bei zwei unterschiedlichen Beladungsgeschwindigkei-
ten (vlin = 60 cm h-1 und vlin = 150 cm h-1). Nachdem sich durch Spülen mit Säulenpuffer ein 
stabiles UV-Signal einstellte, wurden die Proteine durch Einsatz von Maltose eluiert. 

 

Die Diafiltration führte zu einer Entfernung kleiner Proteine/Peptide (< 5 kDa) und niedermo-

lekularer Verunreinigungen, was sich in einem geringeren UV-Signal während des Beladens 

äußerte. Da die Beladung bei der Chromatographie ohne vorherige Diafiltration mit höherer 

Geschwindigkeit (vlin = 150 cm h-1 gegenüber vlin = 60 cm h-1) durchgeführt wurde, war der in 

Abb. 5.41 B dargestellte Chromatographieprozess kürzer. In beiden Fällen resultierte die 

Elution in scharfen Peaks, was auf eine erfolgreiche Desorption und Konzentrierung der Fu-

sionsproteine hindeutete. 

 

Zur qualitativen Beurteilung des Reinigungserfolgs, d.h. der Adsorption der MBP-

Hybridproteine an die Säule und der Abreicherung kontaminierender Proteine, wurden aus-

gewählte Chromatographiefraktionen durch SDS-PAGE analysiert. Die Ergebnisse sind in 

Abb. 5.42 für alle MBP-Hybridproteine zusammengefasst dargestellt. 
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Abb. 5.42 Analyse des Reinigungserfolges der Hybridproteine MBP-Bar (A) und SPTorA-mMBP-

Bar (B) MBP-AP mit (C) und ohne (D) vorheriger Diafiltration, sowie SPTorA-mMBP-
GFP (E). M, Medium; F, Diafiltrat; D2-D10, Durchlauf nach 2-10 SV; W3, Waschen nach 
3 SV; E1, 1. Elutionsfraktion (Peakfronting); E2, 2. Elutionsfraktion (Peak); E3, 3. Eluti-
onsfraktion (Peaktailing). Molmassen des Standards S sind seitlich angegeben. Die Abbil-
dung zeigt Coomassie-gefärbte 12%ige SDS-Gele. 

 

Im Ausgangsmaterial der Chromatographie (zellfreier Kulturüberstand bzw. diafiltriertes Me-

dium) waren die MBP-Hybridproteine stets dominant vertreten, wurden jedoch aufgrund der 

semi-spezifischen Freisetzung in das Kulturmedium durch weitere Proteine begleitet bzw. 

verunreinigt (Spuren M und F). Die geringe Präsenz der Fusionsproteine in den frühen 

Durchlauffraktionen dokumentierte deren Bindung an die Säule (Spuren D2-D10). Lediglich 

für MBP-Barnase waren in den späteren Durchlauffraktionen ausgeprägte Banden zu identi-

fizieren. Die Elution resultierte in intensiven Banden für die jeweiligen MBP-Fusionen (Spu-

ren E2), was die erfolgreiche Desorption und Konzentrierung der Proteine qualitativ belegte. 

Diese Fraktionen enthielten erwartungsgemäß auch natives MBP, welches durch den ver-

wendeten E. coli-Stamm ebenfalls basal exprimiert wurde und an die Säule adsorbierte, je-
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doch im Vergleich zu MBP-Barnase von untergeordneter Prominenz war. Übrige Proteine 

des Ausgangsmaterials konnten durch diese Einschrittreinigung entfernt werden, wie das 

Ausbleiben weiterer Banden in den Elutionsfraktionen bewies. 

 

Zur quantitativen Dokumentation der Reinigung wurden die Aktivitäten der MBP-

Fusionsproteine sowie die Proteinkonzentrationen in den zellfreien Kulturüberständen und 

Elutionsfraktionen bestimmt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 5.16 zusammengefasst.  

Tabelle 5.16 Ergebnisse der affinitätschromatographischen Reinigung von MBP-
Hybridproteinen. ρP, Proteinkonzentration; Wa, Aktivitätswiederfindungsrate. 

Protein Fraktion Volumen 
[mL] Aktivitäta ρP 

[mg L-1] 
Spez. 
Aktivitätb 

Wa
d 

[%] 
Medium 150 120 539,4 222,5 
Elutionsfraktion 15 1075 1089,9 986,3 MBP-

Barnase 
Konzentrierungsfaktorc 10,0 9,0 2,0 4,4 

89,6 

Medium 150 13,5 597,6 22,6 
Elutionsfraktion 12 111,8 549,0 203,6 

SPTorA-
mMBP-
Barnase Konzentrierungsfaktorc 12,5 8,3 0,9 9,0 

66,3 

Medium 150 20,6 611,2 33,7 
Elutionsfraktion 15 172,3 1572,2 109,6 

MBP-AP 
(mit Diafiltra-
tion) Konzentrierungsfaktorc 10,0 8,4 2,6 3,3 

83,6 

Medium 150 20,6 611,2 33,7 
Elutionsfraktion 15 173,3 1745,7 99,3 

MBP-AP 
(ohne Diafilt-
ration) Konzentrierungsfaktorc 10,0 8,4 2,9 2,9 

84,1 

Medium 150 2420 315,8 7663,1 
Elutionsfraktion 10 24200 466,3 51897,9 SPTorA-

mMBP-GFP 
Konzentrierungsfaktorc 15 10 1,5 6,8 

66,7 

a MBP-Barnase und SPTorA-mMBP-Barnase: RNase-Aktivität [U mL-1]; MBP-AP: AP-Aktivität [U mL-1]; SPTorA- MBP-GFP: 
Fluoreszenz [RFU]. 

b Auf die Proteinkonzentration bezogene Aktivität. MBP-Barnase und SPTorA-mMBP-Barnase: spezifische RNase-Aktivität 
[U mg-1]; MBP-AP: spezifische AP-Aktivität [U mg-1]; SPTorA-mMBP-GFP: Spezifische Fluoreszenz [RFU mg-1 mL]. 

c der Elutionsfraktion bezogen auf das Medium. 
d Quotient der zurück gewonnenen (Elutionsfraktion) und eingesetzten (Medium) Aktivität. 

 

Die Reinigung der MBP-Barnase ermöglichte demnach einen Aktivitätsanstieg von 120 

U mL-1 im diafiltrierten Medium auf 1075 U mL-1 in der Elutionsfraktion, was einer Konzentrie-

rung um den Faktor 9,0 entspricht. Auf Basis der ermittelten Proteinkonzentrationen ergab 

sich eine Konzentrierung der spezifischen, auf die Proteinkonzentration bezogenen Aktivität 

um einen Faktor von 4,4 (Anstieg von 222,5 U mg-1 auf 986,3 U mg-1). Bei der SPTorA-mMBP-

Barnase war die Aktivitätskonzentrierung mit einem Faktor von 8,3 zwar vergleichbar, die 

zugrunde liegende Aktivität nahm jedoch nur von 13,5 U mL-1 auf 111,8 U mL-1 zu. Die spezi-

fische Aktivität stieg mit einem Faktor von 9,0 (von 22,6 U mg-1 auf 203,6 U mg-1) wesentlich 

stärker als bei der MBP-Barnase, betrug jedoch mit 203,7 U mg-1 für das gereinigte Protein 
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nur ca. 20% der spezifischen Aktivität gereinigter MBP-Barnase (986,3 U mg-1). Diese gerin-

gere spezifische Aktivität ist möglicherweise durch eine fehlerhafte Faltung des Proteins be-

gründet, da die SPTorA-mMBP-Barnase aufgrund des Tat-Exports eine cytoplasmatische As-

semblierung erfährt. 

Die Aktivität der MBP-AP ließ sich durch die Affinitätschromatographie von 20,6 U mL-1 auf 

172,3 U mL-1 (mit Diafiltration) bzw. von 20,6 U mL-1 auf 173,3 U mL-1 (ohne Diafiltration) 

konzentrieren. Dies entsprach einer Konzentrierung um den Faktor 8,4 bei gleichzeitiger Vo-

lumenreduktion um den Faktor 10. Die spezifischen Aktivitäten nahmen mit den Faktoren 3,3 

und 2,9 in vergleichbarem Maße zu und waren bei beiden gereinigten Proteinen mit 109,6 U 

mg-1 bzw. 99,3 U mg-1 ebenfalls vergleichbar. 

Für SPTorA-mMBP-GFP konnte eine Reduktion des Volumens um den Faktor 15 bei gleich-

zeitiger Steigerung der Fluoreszenz von 2420 RFU auf 24200 RFU (Faktor 10) erreicht wer-

den. Die spezifische Fluoreszenz wurde dabei um den Faktor 6,8 gesteigert. 

 

Insgesamt lieferten die chromatographischen Reinigungen der verschiedenen MBP-

Hybridproteine recht vergleichbare Erfolge bezüglich der Aktivitätskonzentrierung und der 

Volumenreduktion. So wurden die Volumina während der Aufreinigung um einen Faktor von 

ca. 10-15 reduziert, was in einer Konzentrierung der Aktivität um einen Faktor von ca. 8-10 

resultierte. Die für alle MBP-Hybridproteine beobachtete Steigerung der spezifischen Aktivität 

begründete sich durch Abreicherung kontaminierender Proteine. Dabei war die Konzentrie-

rung jedoch für die Fusionsproteine mit nativem und SPTorA-modifiziertem Signalpeptid recht 

unterschiedlich. So wurden die spezifischen Aktivitäten der Sec-abhängigen Fusionsproteine 

mit den Faktoren 2,9-4,4 deutlich geringer konzentriert als die der Tat-Substrate (Faktor 6,8-

9,0). Dies ließ sich durch die größere Dominanz der Proteine im Medium aufgrund der effi-

zienteren Freisetzung nach Sec-Export erklären (vgl. Abb. 5.42 und Abschnitt 5.3.2) und 

stellte einen weiteren Beleg für die bevorzugte Eignung des Sec-Transports in Verbindung 

mit der BRP-vermittelten Proteinsekretion dar. Die vergleichsweise geringe spezifische Akti-

vitätssteigerung bei den Sec-abhängigen Fusionsproteinen MBP-Barnase und MBP-AP do-

kumentierte darüber hinaus die bereits relativ hohe Reinheit der Proteine im Medium und 

hob das Potenzial der sekretorischen Produktion im Sinne einer initialen Abreicherung von 

Wirtsproteinen hervor. 

 

Bei der Affinitätschromatographie wurden mögliche Produktverluste durch Überladung der 

Säule bewusst akzeptiert, da es zunächst galt die generelle Anwendbarkeit des Verfahrens 

zu untersuchen. Die Ergebnisse aus Abschnitt 5.3.2 belegen eine geringere Effizienz BRP-

vermittelte Proteinsekretion auf Basis der Tat-Translokation als nach Sec-Transport in das 

Periplasma. Demzufolge wurden vergleichsweise geringere extrazelluläre Konzentrationen 



  ERGEBNISSE UND DISKUSSION 

  135 

der Tat-dirigierten Proteine erwartet und durch die in Abb. 5.42 dargestellten SDS-Gele 

durch schwächer ausgeprägte Banden in den Mediumsfraktionen bestätigt. Dementspre-

chend konnten bei den Tat-abhängigen MBP-Fusionsproteinen geringere Reinigungsverluste 

durch Überschreitung der Säulenkapazität erwarten werden. Abb. 5.42 bestätigte diese The-

orie, in dem sie für die Sec-abhängige MBP-Barnase eine im Vergleich zur SPTorA-mMBP-

Barnase unvollständigere Adsorption dokumentierte. 

Verluste während der Aufreinigung können durch Widerfindungsraten, die das Verhältnis aus 

zurück gewonnener und eingesetzter Masse des Produkts darstellen, ausgedrückt werden. 

Da die Massenkonzentrationen der MBP-Fusionsproteine in den komplexen Proteingemi-

schen der Ausgangsmaterialien nicht direkt bestimmbar waren, wurde die Rückgewinnung 

der Proteine stellvertretend anhand ihrer Aktivitäten (Aktivitätswiderfindungsraten) ermittelt. 

Diese sind ebenfalls in Tabelle 5.16 aufgeführt. Für die beiden Sec-dirigierten Proteine MBP-

Bar und MBP-AP konnten mit 84-90% höhere Aktivitätswiederfindungsraten erzielt werden 

als für die Tat-Substrate SPTorA-mMBP-Bar und SPTorA-mMBP-GFP (66%, bzw. 67%). Dies 

widersprach der Beobachtung eines geringeren Verlustes Tat-exportierter Proteine. So lag 

beispielsweise die Aktivitätswiederfindungsrate der SPTorA-mMBP-Barnase fast 25% unter-

halb der des Fusionsproteins mit nativem MBP-Anteil. 

Bei der MBP-AP-Reinigung zeigten sich mit und ohne vorherige Diafiltration keine signifikan-

ten Unterschiede. Weder das Auslassen der Diafiltration noch die Erhöhung der Beladungs-

geschwindigkeit führten zu erhöhten Reinigungsverlusten. Durch diese Maßnahmen konnte 

somit Zeit und Material (Puffer) eingespart und die Möglichkeit einer direkten, verlustarmen 

Reinigung aus dem Kulturmedium gezeigt werden. 

 

Tabelle 5.17 zeigt die Selektivität des Produktionsverfahrens für alle untersuchten MBP-

Hybridproteine. 

Tabelle 5.17 Selektivität der Gewinnung (sekretorische Produktion und Affinitätsreinigung) 
von MBP-Hybridproteinen. (ρP, Proteinkonzentration in der Elutionsfraktion; ρBTM, Bio-
trockenmassekonzentration; mP, Eluierte Proteinmasse; mBTM, Bezugsbiomasse des 
sekretierten Proteins; SP/X, Selektivität) 

Protein ρP 
[g L-1] 

ρBTM 
[g L-1] 

mP 
[mg] 

mBTM 
[g] 

SP/X 
[mg g-1 ] 

MBP-Barnase 1,09 2,98 16,35 0,48 36,6 

SPTorA-mMBP-Barnase 0,55 2,91 6,59 0,44 15,1 
MBP-AP 
(mit Diafiltration) 1,57 3,28 23,58 0,49 47,9 

MBP-AP  
(ohne Diafiltration) 1,75 3,28 26,19 0,49 53,2 

SPTorA-mMBP-GFP 0,47 2,8 4,66 0,42 11,1 
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Da die Kultivierungen im Schüttelkolben erfolgten und das Wachstum nach Induktion der 

BRP-Expression zum Erliegen kam, lagen die erzielten Biomassekonzentrationen nur bei ca. 

3 g L-1. Bei Einsatz von 150 mL zellfreiem Kulturüberstand für die Aufreinigung stammte das 

sekretierte Protein entsprechend aus ca. 0,5 g Biotrockenmasse. Daraus resultierend lag die 

Selektivität des Verfahrens, welche die aus einem Gramm Biotrockenmasse sekretierte und 

gereinigte Produktmasse angibt, bei den Sec-abhängigen MBP-Hybridproteinen im Bereich 

von 40-50 mg. Bei den Tat-abhängigen Proteinen war die Selektivität aufgrund der unvoll-

ständigen Sekretion und der vergleichsweise höheren Reinigungsverluste deutlich geringer 

und lag zwischen 10 und 15 mg pro Gramm BTM. Dabei sollte jedoch berücksichtigt werden, 

dass die eluierten MBP-Hybridproteine noch gering durch natives MBP kontaminiert und die 

ermittelten Selektivitäten somit nicht ganz exakt sind. Die Selektivität des Verfahrens für Sec-

MBP-Hybridproteine entsprach jedoch der in Abschnitt 5.2.1 bestimmten Selektivität der 

sekretorischen Proteinproduktion für native AP, welche zu etwa 50 mg g-1 bestimmt wurde. 

 

5.3.4 Schlussfolgerungen zur extrazellulären Produktion und Affinitäts-
reinigung von MBP-Hybridproteinen 

Die Coexpression von LppBRP erlaubte bei allen untersuchten MBP-Fusionsproteinen eine 

Steigerung der extrazellulären Anteile, mit Ausnahme des Beispiels SPTorA-mMBP-AP. Die-

ses Protein war enzymatisch nicht aktiv und akkumulierte im Cytoplasma. Bei MBP-AP konn-

te lediglich eine weitere Steigerung der bereits recht hohen spontanen (BRP-unabhängigen) 

Sekretion erreicht werden. Alle MBP-Hybridproteine wurden zu 50-95% der insgesamt er-

zeugten Aktivität in das Medium entlassen. Dabei wiesen die Sec-abhängigen Fusionsprote-

ine im Vergleich zu den Tat-Konstrukten eine erhöhte spontane Sekretion auf und gelangten 

unter BRP-Expression effizienter in das Kulturmedium. Anhand der Proteine MBP-AP und 

SPTorA-mMBP-GFP, deren Sekretionseffizienz in Vergleich zu ihren kleineren, originären 

Pendants ohne MBP-Anteil gestellt wurde, deckte eine mögliche Abhängigkeit der BRP-

vermittelten Sekretion von der Proteingröße auf. Immunologische Untersuchungen nach 

Größentrennung zeigten weiterhin die strikt periplasmatischen Ursprünge der sekretierten 

MBP-Hybridproteine. 

Bislang konnten MBP-Hybridproteine ausschließlich intrazellulär aus dem Periplasma nach 

Sec-Translokation gewonnen werden. Ein Periplasmaexport auf Basis der Tat-Translokation 

war zunächst nur für originäres MBP ohne Fusionsanteile bekannt. Die vorliegenden Ergeb-

nisse zeigen erstmalig auch den Export von MBP-Hybridproteinen durch den Tat-Pfad. Unter 

BRP-Coexpression konnten die periplasmatischen MBP-Hybridproteine sowohl nach Export 

über den Sec- als auch Tat-Pfad in das Medium entlassen werden. Die Ergebnisse wiesen 
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aber eine vergleichsweise höhere Effizienz der sekretorischen Produktion Sec-abhängiger 

Proteine auf. 

 

Durch Affinitätschromatographie konnte bei allen untersuchten MBP-Hybridproteinen eine 

fast vollständige Abreicherung kontaminierender Proteine in einem singulären Reinigungs-

schritt erzielt werden. Einzig natives, chromosomal codiertes MBP konnte durch die Affini-

tätsreinigung nicht entfernt werden, war jedoch aufgrund der geringen Expression in den 

Elutionsfraktionen stets untergeordnet vertreten. Die Reduktion des Suspensionsvolumens 

führte zu einer deutlichen Konzentrierung der Proteine. Da diese im Medium bereits domi-

nant vertreten waren, fiel die Steigerung der spezifischen Aktivität vergleichsweise gering 

aus. Diese Beobachtung stellte das Potential der Proteinsekretion in Sinne eines ersten Rei-

nigungsschrittes heraus. Durch die Reinigung kam es insbesondere bei den Sec-

transolzierten Proteinen nur zu geringen Verlusten, so dass über 80% der eingesetzten Pro-

teinaktivität zurück gewonnen werden konnten. Da die MBP-Hybridproteine nach Sekretion 

in einem physiologischen Milieu vorlagen, führte auch eine direkte Aufreinigung aus dem 

Medium, selbst unter forcierten Bedingungen (schnelle Säulenbeladung), nicht zu erhöhten 

Verlusten. 

Folglich erlaubte die sekretorische Proteinproduktion eine schnelle, aufwands- und verlust-

arme Affinitätsreinigung, bei der ca. 40-50 mg (annähernd) reinen Proteins aus einem 

Gramm Zelltrockenmasse gewonnen werde konnten. Bei fiktiver Übertragung der Ergebnisse 

auf Hochzelldichteverfahren erscheint somit die Gewinnung homogenen Proteins im Gramm-

Maßstab aus einem Liter Kulturmedium möglich. 
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6 Zusammenfassung 

Bestimmte Escherichia coli-Stämme produzieren antibiotisch wirkende Bacteriocine, welche 

unter Beteiligung sog. Bacteriocin freisetzender Proteine (BRP) in die extrazelluläre Umge-

bung sekretiert werden. Die Nutzbarkeit dieser BRP für die Sekretion periplasmatischer Pro-

teine in das Kulturmedium von Escherichia coli ist seit langem bekannt und konnte bereits für 

eine Vielzahl rekombinanter Proteine gezeigt werden. Dennoch existieren bislang ver-

gleichsweise wenige Untersuchungen zur Vermeidung oder Verringerung des toxischen 

Charakters von BRP, der das bakterielle Wachstums negativ beeinflusst und ein inhärentes 

Problem der BRP-Coexpression bei der sekretorischen Produktion heterologer Proteine dar-

stellt. In dieser Arbeit wurde auf verschiedene Weise und mit unterschiedlichem Erfolg ver-

sucht die BRP-Toxizität zu vermeiden bzw. zu verringern. Neben Untersuchungen zur Opti-

mierung von BRP auf molekularer Ebene wurden zur Verbesserung der Proteinsekretion 

insbesondere prozesstechnische Ansätze verfolgt, welche sich auf die Steuerung der BRP-

Coexpression durch entsprechende Induktionsstrategien fokussierten. 

Vergleiche der beiden häufig verwendeten BRP des Colicins E1 und des Cloacins DF13 so-

wie zweier C- und N-terminal modifizierter Varianten des Cloacin DF13 BRPs (LppBRP und 

LppBRP-His6) ergaben geringe Differenzen dieser BRP bezüglich ihrer Toxizität. Da die ext-

razellulär erzeugten Konzentrationen einer alkalischen Phosphatase (AP) nur um maximal 

14% variierten, zeigte sich auch die Funktionalität, d.h. die sekretionsfördernde Eigenschaft 

dieser vier BRP vergleichbar. Artifiziell konstruierte Hybridproteine aus LppBRP und vier ver-

schiedenen Fusionsanteilen wiesen, bei teilweisem Funktionsverlust, eine unveränderte To-

xizität auf. Als Fusionsdomänen fanden dabei mit einer bakteriellen RNase (Bar), einer β-

Lactamase (Bla), einem Maltosebindeprotein (MBP) und einer AP, Proteine unterschiedlicher 

Molmassen zwischen 12,4 und 46,3 kDa Verwendung. Demzufolge war eine Reduktion der 

BRP-Toxizität durch Fusion mit heterologen Proteinen nicht möglich. 

Der Einsatz des Arabinose-regulierbaren PBAD-Promotors erwies sich hingegen als geeigne-

tes Mittel zur Steuerung der LppBRP-Expression. Durch entsprechend angepasste Induktor-

konzentrationen, bei denen die Zelldichte zum Induktionszeitpunkt berücksichtigt wurde, 

konnten submaximale BRP-Expressionsstärken realisiert werden, welche eine kontinuierli-

che und effiziente Proteinsekretion in das Kulturmedium erlaubten ohne das bakterielle 

Wachstum zum Erliegen zu bringen. Dabei wurden extrazelluläre Anteile der verwendeten 

Modellproteine AP und β-Lactamase (Bla) von 90-95% und Selektivitäten von 50 mg extra-

zellulärer AP pro Gramm Zelltrockenmasse erzielt. Eine effiziente Sekretion war jedoch stets 
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mit einer Reduktion des Wachstums verbunden, so dass die optimale Produktionsstrategie 

einen Kompromiss aus Sekretionseffizienz und Wachstumsgeschwindigkeit darstellte. 

Alternativ konnte durch Induktion mit hohen Arabinosekonzentrationen eine starke BRP-

Expression erreicht werden. Dies erlaubte eine schnelle Sekretion der gebildeten Proteine 

bei maximalen Biomassekonzentrationen nach unlimitiertem Wachstum. Mit einem extrazel-

lulären AP-Anteil von 89% wurden dabei vergleichbare Sekretionseffizienzen und extrazellu-

läre Produktivitäten erzielt, wie bei angepasster, wachstumspermissiver BRP-Expression. 

Die Katabolitrepression des PBAD-Promotors durch Glucose ermöglichte eine autoregulatori-

schen Induktion der BRP-Expression bei Substraterschöpfung. Indem Glucose bei Kultivie-

rungen als primäres Substrat eingesetzt wurde, verliefen BRP-Expression und Proteinsekre-

tion umgekehrt proportional zur Substratkonzentration. Dies erlaubte eine zeitliche Entkopp-

lung von Produktbildung und -sekretion sowie eine ebenfalls effiziente Proteinfreisetzung 

(94% extrazellulärer AP-Anteil). 

Trotz der BRP-Toxizität wurde selbst bei starker Expression keine Zelllyse beobachtet. Die 

strikte Freisetzung periplasmatischer Proteine bedeutete eine Trennung extrazellulärer Pro-

teine, von cytoplasmatischen Proteinen, welche den Großteil der Wirtsproteine ausmachen. 

In Verbindung mit Analysen zur Proteinreinheit wurde dadurch das Potential der sekretori-

schen Proteinproduktion im Sinne einer Abreicherung zellulärer Verunreinigungen belegt. 

Die Fähigkeit der Zellen zur Revitalisierung bei Erliegen der BRP-Expression zeigte den cy-

tostatischen Charakter der BRP-Toxizität. Durch BRP-Aktivität kamen elementare zelluläre 

Vorgänge wie Zellatmung und Proteinsynthese zum Erliegen oder liefen stark reduziert ab. 

Genexpressionsanalysen machten die Unfähigkeit von E. coli zur Reaktion auf die toxische 

Wirkung des BRP deutlich. 

Als weiterer Bestandteil dieser Arbeit wurde ein Expressionssystem etabliert, welches neben 

der sekretorischen Produktion auch eine direkte Affinitätsreinigung rekombinanter Proteine 

aus dem Medium ermöglichte und dadurch die Vorzüge der extrazellulären Proteinproduktion 

herausstellte. Dies konnte durch Anwendung des Maltosebindeproteins (MBP), das als Fusi-

onspartner eine Affinität zu α-1,4-Glucanen vermittelte realisiert werden. Varianten des MBP 

mit zwei unterschiedlichen Signalpeptiden erlaubten den Export heterologer Proteine in das 

Periplasma sowohl über den Sec- als auch den Tat-Pfad. Als Modellproteine wurden dabei 

AP, Bar und das grünfluoreszierende Protein eingesetzt. Unter BRP-Coexpression konnte 

erstmalig die Sekretion von MBP-Hybridproteinen in das Kulturmedium gezeigt werden, nach 

der bis zu 95% der erzeugten Proteine extrazellulär vorlagen. Die Sekretionseffektivität war 

dabei von der Wahl des Translokationspfades in das Periplasma und von der Proteingröße 

abhängig, so dass die Freisetzung einiger Proteine mit geringerer Effizienz erfolgte. Der Sek-

retionsgrad betrug jedoch bei allen untersuchten Proteinen mindestens 50%. Die Arbeiten 

zeigten zugleich eine erstmalige, erfolgreiche Anwendung der BRP-vermittelten Sekretion für 
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Proteine, welche über den Tat-Pfad in das Periplasma gelangen. Insbesondere für MBP-

Hybridproteine war bislang nur ein Export über den Sec-Pfad bekannt. Dies eröffnet neue 

Möglichkeiten für die extrazelluläre Produktion rekombinanter Proteine bei denen ein Export 

über den Sec-Pfad ausgeschlossen ist.  

Die sekretierten Proteine konnten aufgrund der Affinitätsfunktion des MBP chroma-

tographisch in einem einzigen Schritt bis zu annähernder Homogenität gereinigt werden. Da 

das physiologische Milieu des Kulturmediums bereits geeignete Bedingungen für die Affini-

tätsreinigung bereitstellte, war eine Isolierung des Modellproteins MBP-AP ohne vorherige 

Konditionierung des Mediums möglich, so dass ein effizientes, schnelles und verlustarmes 

Produktionsverfahren entwickelt werden konnte. Das etablierte Sekretionssystem und die 

Affinitätsreinigung erlaubten dabei relativ hohe Selektivitäten von bis zu 50 mg annähernd 

reinem Zielprotein pro Gramm Zelltrockenmasse.  
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7 Ausblick 

Durch die Untersuchungen zur Optimierung der BRP-vermittelten Proteinsekretion konnten 

geeignete Prozessstrategien für eine effiziente Sekretion verschiedener Modellproteine etab-

liert werden. Darauf basierend ergeben sich einige weitere Optimierungsmöglichkeiten für 

die extrazelluläre Proteinproduktion mit E. coli. 

So erfolgte die Expression der Modellproteine AP und Bla durch den relativ schwachen Pbla-

Promotor. Die Verwendung eines starken Promotors sollte demnach deutlich höhere Pro-

duktkonzentrationen ermöglichen. Anhand des PBAD-Promotors konnte die BRP-Toxizität auf 

wachstumspermissivem Niveau gehalten werden. Demzufolge könnten schwache konstituti-

ve Promotoren eine geeignete Alternative für die BRP-Expression darstellen. Das etablierte 

Verfahren erlaubte die extrazelluläre Produktion von ca. 50 mg AP pro Gramm BTM durch 

Satzkultivierung bei denen BTM-Konzentrationen bis zu 10 g L-1 vorlagen. In Hochzelldichte-

kultivierungen (HZDK) konnten trotz Wachstumslimitierungen BTM-Konzentrationen von ca. 

70 g L-1 ohne größeren Aufwand (Sauerstoffbegasung, starke Drucküberlagerung) erreicht 

werden. Obwohl die Produkttiter für AP und Bla, gemessen an der Aktivität beider Enzyme, 

nicht in gleichem Maße gesteigert werden konnten, sind in limitierungsfreien HZDK extrazel-

luläre Produktkonzentrationen von bis zu 5 g L-1 denkbar. Bei Einsatz eines stärkeren Pro-

motors zur Expression des Zielproteins sollten noch deutlich höhere Konzentrationen mög-

lich sein. 

 

Die Verwendung des MBP als Fusionspartner erlaubte eine einfache, aufwands- und ver-

lustarme Gewinnung gereinigter, rekombinanter Proteine aus dem Kulturmedium. Auch in 

diesem Zusammenhang bieten sich einige Möglichkeiten zur Weiterentwicklung. 

So sollte die Produktion von MBP-Hybridproteinen zukünftig in einem E. coli-Stamm mit 

chromosomal deletiertem MBP (ΔmalE-Genotyp) erfolgen, um die Co-Sekretion und Co-

Purifikation des nativen MBP zu vermeiden. Die sekretorische Produktion auf Basis des Tat-

Pfades ermöglichte im Vergleich zur Sec-basierten Sekretion geringere Freisetzungsgrade, 

welche möglicherweise auf die geringere Transporteffizienz dieser Translokase zurückzufüh-

ren sind. Dabei könnte eine Überexpression der am Transport beteiligten TatABC-Proteine, 

insbesondere des zentralen Porenbestandteils TatA, Abhilfe schaffen. Weiterhin würde die 

Insertion von Protease-Schnittstellen in den Übergangsbereich zwischen MBP und Fusions-

anteil eine Trennung beider Domänen nach der Reinigung und somit eine Gewinnung des 

reinen Zielproteins erlauben. 
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Die Affinitätschromatographie ermöglichte eine effiziente Gewinnung der MBP-

Hybridproteine direkt aus dem Medium. Aufgrund der Spezifität der verwendeten Affinitäts-

matrix könnte die Reinigung durch Satzadsorption eine interessante Alternative darstellen. 

Diese würde eine grundlegende Beschleunigung und Vereinfachung des Reinigungsprozes-

ses bedeuten. 

Abschließend könnten die bei der Optimierung der BRP-vermittelten Proteinsekretion ge-

wonnenen Erkenntnisse bezüglich geeigneter Prozessstrategien für eine extrazelluläre Pro-

duktion von MBP-Hybridproteinen im Bioreaktormaßstab Anwendung finden. 
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9 Anhang 

9.1 Formelzeichen und Symbole 

a (volumetrische) Aktivität [U (mL-1)] 
Ax  Absorption bei Wellenlänge x [-] 
c molare Konzentration [M] / [mM] / [µM] 
FF Volumenstrom der Zufütterungslösung [L h-1] 
g Erdbeschleunigung (9,81) [m s-2] 
m Masse [g] / [mg] 
n Drehfrequenz [min-1] 
N Stickstoffquellenkonzentration [g L-1] 
OD600 Optische Dichte bei 600 nm [-] 
p Absolutdruck [bar] 
P aktivitätsbezogene Produktivität [U mL-1 h-1] 
pO2 relativer Sättigungsgrad des gelösten Sauerstoffs [%] 
q Koeffizient des Erhaltungsstoffwechsels [g g-1 h-1] 
RFU Relative Fluoreszenzeinheit [-] 
S Selektivität [mg g-1] 
SF Substratkonzentration in der Zufütterungslösung [g L-1] 
t Zeit [h] / [min] / [s] 
T Temperatur [°C] 
tF Zeitpunkt des Zufütterungsbeginns [h] 
trel Zeit, relativ zu einem Bezugszeitpunkt [min] 
V Volumen [L] / [mL] / [µL] 
V&  Volumenstrom [L min-1] / [mL min-1] 
vlin lineare Fließgeschwindigkeit [cm h-1] 
Wa Aktivitätswiederfindungsrate [%] 
X Biotrockenmassekonzentration [g L-1] 
x Anteil/Gehalt [%] / [mg g-1] 
Y Ausbeutekoeffizient [-] 

 

εx Absorptionskoeffizient bei Wellenlänge x [L mol-1 cm-1] 
λ Wellenlänge [nm] 
μ Spezifische Wachstumsgeschwindigkeit [h-1] 
ρ Massenkonzentration [g L-1] / [mg L-1] 
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9.2 Indices 

AP alkalische Phosphatase 
Ara Arabinose 
B Satzkultivierung 
Bla β-Lactamase 
BTM Biotrockenmasse 
CO2 Kohlenstoffdioxid 
Em Emission 
Ex Anregung 
ext extrazellulär 
F Zufütterungslösung 
Glu Glucose 
Gly Glycerin 
int intrazellulär 
K Kultivierung 
max maximal 
P Protein 
P/X Produktmasse bezogen auf Biomasse 
pDNA Plasmid-DNA 
set voreingestellt 
tF Zeitpunkt des Zufütterungsbeginns 
tot Gesamt 
X/S Biotrockenmasse bezogen auf Substratmasse 
β-Gal β-Galaktosidase 

 

 

9.3 Abkürzungen 

4C1N 4-Chlor-1-naphthol 
A. victoria Aequorea victoria 
AGE Agarosegelelektrophorese 
AP alkalische Phosphatase 
Ap Ampicillin 
APS Ammoniumpersulfat 
ara Gene der Arabinoseverwertung /-aufnahme 
ATP Adenosintriphosphat 
B. amyloliquefaciens Bacillus amyloliquefaciens 
Bar (bar) Barnase(-Gen) 
Barnase siehe RNAse Ba 
BCIP 5-Brom-4-chlor-3-indoxylphosphat 
Bla (bla) β-Lactamase(-Gen) 
bp base pairs (Basenpaare) 
BPB Bromphenolblau 
BRP bacteriocin release protein (Bacteriocin freisetzendes Protein) 
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BTM Biotrockenmasse 
CAT (cat) Chloramphenicolacetyltransferase(-Gen) 
CIAP calf intestine alkaline phosphatase (Kälberdarm alk. Phosphatase) 
CloDF13 Cloacin DF13 
Cm Chloramphenicol 
ColE1 Colicin E1 
ddH2O deionisiertes Wasser  
DEPC Diethylpyrocarbonat 
DMF Dimethylformamid 
DMSO Dimethylsulfoxid 
DNA Deoxyribonucleic acid (Desoxyribonukleinsäure) 
dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphat 
ds doppelsträngig 
E. coli Escherichia coli 
EDTA Ethylendinitrilotetraacetat 
et al.  et alii (und andere) 
EtBr Ethidiumbromid 
EtOH Ethanol 
FPLC fast protein liquid chromatography 
GFP grünfluoreszierendes Protein 
GFPuv GFP mit verstärkter Grünfluoreszenz 
GTP Guanosintriphosphat 
HPLC high performance liquid chromatography 
HSG Halbsynthetisches Glycerin(medium) 
HZDK Hochzelldichtekultivierung 
IPTG Isopropyl-β-D-Thiogalactosid 
kb kilo bases (Kilobasen; 1000 Nukleotide) 
kDa Kilo Dalton; Molmasse 
LB lysogeny broth; bekannter als Luria-Bertani(-Medium) 
Lpp (lpp) Mureinlipoprotein(-Gen) 
malE Gen des Maltosebindeprotein 
MBP Maltosebindeprotein 
MCS multiple cloning site (Multirestriktionsschnittstelle) 
mRNA messenger (Boten-)RNA 
NBT Nitroblau-Tetrazoliumchlorid 
OMPLA outer membrane phosholipase A (Phospholipase der äußeren 
p.a. per analysis (zur Analyse) 
PAA Polyacrylamid 
PAGE Polyacrylamidgelelektrophorese 
PCR polymerase chain reaction (Polymerasekettenreaktion) 
pDNA Plasmid-DNA 
PhoA (phoA) alkalische Phosphatase(-Gen) aus E. coli 
PID Proportional-Integral-Differential(-Regelung) 
pNP para-Nitrophenol 
pNPP para-Nitrophenylphosphat 
PVDF Polyvinylidenfluorid 
r resistent 
RFU relative fluorescence unit; relative Fluoreszenzeinheit 
RNA Ribonukleinsäure 



  ANHANG 

  163 

RNAse A Ribonuklease A aus Rinderpankreas 
RNase Ba Ribonuklease aus B. amyloliquefaciens 
s sensitiv 
SDS sodiumdodecylsulfat; Natriumdodecylsulfat 
Sec secretion (pathway); genereller Sekretionspfad in E. coli 
SGA synthetisches Glycerin/Ammoniumsulfat(-Medium) 
SP Signalpeptid 
SRP signal recognition particle 
ss single stranded (einzelsträngig) 
SV Säulenvolumen 
TAE Tris-Acetat-EDTA(-Puffer) 
Tat twin arginine translocation 
TBS Tris buffered saline (Tris-gepufferte Salzlösung) 
TBS-T TBS + Tween20 
Tc Tetracyclin 
TEMED N,N,N’,N’-Tetramethyl-Ethylendiamin 
TMAO Trimethylamin-N-Oxid 
Tris  Tris-(hydroxymethyl)-methylamin 
v/v Volumen pro Volumen 
vvm Volumen pro Volumen und Minute 
ZTM Zelltrockenmasse 

 

 

9.4 Präfixe 

m... mature, reifes Protein nach Signalpeptidabspaltung (Bsp. mMBP) 
prä... Präprotein, Vorläuferprotein mit Signalpeptid (Bsp. präMBP) 
 

 

9.5 Plasmide 

Tabelle 9.1 führt die verwendeten Plasmide und deren zentrale Eigenschaften auf. Anhand 

von Tabelle 9.2 kann die Konstruktion der in Abschnitt 5 beschriebenen Plasmide nachvoll-

zogen werden. Die zur Klonierung eingesetzen Primer sind in Abschnitt 9.6 aufgeführt. Abb. 

9.1 zeigt schematische Karten der wichtigsten Plasmide dieser Arbeit. 
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Tabelle 9.1 Überblick aller verwendeten und konstruierten Plasmide. 

Plasmida Basiert auf / Eigenschaften / Kommentar Quelle (Referenz) 

pHP45Ω-Cm codiert Cmr (cat) flankiert von MCS Laborbestand (Fellay et 
al., 1987) 

pUC19 Pbla-Expression von β-Lactamse (bla) (GenBank™ Zugangs-
Nr. L09137) 

Laborbestand (Yanisch-
Perron et al., 1985) 

pMAK705 Temperaursensitver Replikationsursprung von pSC101 
(Cohen & Chang, 1977) (GenBank™ Zugangs-Nr. AF519766) 

Laborbestand (Hamilton 
et al., 1989) 

pMAKbla pMAK705; Cmr (cat) gegen Apr (bla) substituiert Diese Arbeit 

pMAKblaAra pMAKbla; araCBAD Diese Arbeit 

pAraKO pMAKblaAra; araBA in araCBAD durch cat (Cmr) substituiert 
(araC-ΔaraBA-cat-araD) 

Diese Arbeit 

pBAD-GFPuv PBAD-Expression von A. victoria GFPuv (gfp) (GenBank™ 
Zugangs-Nr. U62637) 

Fa. Clontech (Crameri et 
al., 1996) 

pCH40 Pbla-Expression von E. coli alkalischer Phosphatase (phoA); 
Tcr 

Laborbestand (Hoffman 
& Wright, 1985) 

pMT1002 codiert B. amyloliquefaciens Barnase (bar) und Inhibitor 
Barstar (barstar) (GenBank™ Zugangs-Nr. M14442) 

R. Hartley (Hartley et al., 
1996) 

pUK21 Kmr (GenBank™ Zugangs-Nr. AF223640) Laborbestand (Vieira & 
Messing, 1991) 

p55 Pbgl-Promotor (Borriss et al., 1989) kloniert in pUC19 MCS 
(EcoRI/BamHI) 

G. Miksch (persönliche 
Kommunikation) 

p286 p55; SPtorA kloniert hinter Pbgl-Promotor in MCS (BamHI/XbaI) G. Miksch (persönliche 
Kommunikation) 

pBS4 p286; Expression von torAgfp SPtorA-GFP durch Pbgl Diese Arbeit 

pBS13 pBS4; Apr (bla) durch Kmr von pUK21 substituiert Diese Arbeit 

pBS15 pBS13; Pbgl-Promotor mit MCS Diese Arbeit 

pBS17 pBS13; Pbgl-Promotor; Fusion an SPtorA über MCS möglich Diese Arbeit 

pBS25 pBS15; Pbgl-Expression von malE (MBP) Diese Arbeit 

pBS27 pBS17; Pbgl-Expression von torAmalE (SPtorA-MBP) Diese Arbeit 

pJL3 codiert Cloacin DF13 BRP (brp) Fa. MoBiTec (Luirink et 
al., 1987) 

pJL17lpp codiert Cloacin DF13 LppBRP (lppbrp) B. Oudega (van der Wal 
et al., 1998) 

pColE1 codiert Colicin E1 BRP (kil) Laborbestand (Sabik et 
al., 1983) 

pBAD18-Kan PBAD-Promotor; Kmr; L. Guzman (Guzman et 
al., 1995) 

pBAD18-KanLppBRP pBAD18-Kan; PBAD-Expression von CloDF13 LppBRP Diese Arbeit 

pBAD-LppBRPphoA pBAD18-KanLppBRP; PBAD-Expression von CloDF13 
LppBRP; Pbla-Expression von phoA 

Diese Arbeit 

pBAD-LppBRPbla pBAD18-KanLppBRP; PBAD-Expression von CloDF13 
LppBRP; Pbla-Expression von bla 

Diese Arbeit 

pBAD-LppBRPphoAbla pBAD-LppBRPphoA; PBAD-Expression von CloDF13 LppBRP; 
Pbla-Expression von phoA und bla 

Diese Arbeit 

a In Abschnitt 5 beschriebene Plasmide sind fett dargestellt. 
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Tabelle 9.1 (fortgesetzt). 

Plasmida Basiert auf / Eigenschaften / Kommentar Quelle (Referenz) 

pBAD-BRPphoAbla pBAD-LppBRPphoAbla; PBAD-Expression von nativem 
CloDF13 BRP; Pbla-Expression von phoA und bla 

Diese Arbeit 

pBAD-KilE1phoAbla pBAD-LppBRPphoAbla; PBAD-Expression von ColE1 BRP; 
Pbla-Expression von phoA und bla 

Diese Arbeit 

pBAD-LppBRP-His6phoAbla pBAD-LppBRPphoA; PBAD-Expression von CloDF13 LppBRP-
His6; Pbla-Expression von phoA und bla 

Diese Arbeit 

pBAD18-KanPhoA pBAD18-Kan; Pbla-Expression von phoA Diese Arbeit 

pBAD18-KanPhoAbla pBAD18-KanPhoA; Pbla-Expression von phoA und bla Diese Arbeit 

pLppBRP-AP pBAD-LppBRPbla; PBAD-Expression von LppBRP-AP; Pbla-
Expression von bla 

Diese Arbeit 

pLppBRP-Bla pBAD-LppBRPphoA; PBAD-Expression von LppBRP-Bla; Pbla-
Expression von phoA 

Diese Arbeit 

pLppBRP-Bar pBAD-LppBRPphoAbla; PBAD-Expression von LppBRP-
Barnase; Pbla-Expression von phoA und bla 

Diese Arbeit 

pLppBRP-MBP pBAD-LppBRPphoAbla; PBAD-Expression von LppBRP-MBP; 
Pbla-Expression von phoA und bla 

Diese Arbeit 

pBAD-LppBRPmalE pBAD18-KanLppBRP; PBAD-Expression von LppBRP; Pbgl-
Expression von malE (MBP) 

Diese Arbeit 

pBAD-LppBRPtorAmalE pBAD18-KanLppBRP; PBAD-Expression von LppBRP; Pbgl-
Expression von torAmalE (SPtorA-MBP) 

Diese Arbeit 

pBAD-LppBRPtorAgfp pBAD18-KanLppBRP; PBAD-Expression von LppBRP; Pbgl-
Expression von torAgfp (SPtorA-GFP) 

Diese Arbeit 

BAD-LppBRPmalEbar pBAD18-KanLppBRPmalE; PBAD-Expression von LppBRP; 
Pbgl-Expression von malEbar (MBP-Barnase) 

Diese Arbeit 

pBAD-LppBRPtorAmalEbar pBAD18-KanLppBRPmalE; PBAD-Expression von LppBRP; 
Pbgl-Expression von torAmalEbar (SPtorA-MBP-Barnase) 

Diese Arbeit 

pBAD-LppBRPmalEphoA pBAD18-KanLppBRPmalE; PBAD-Expression von LppBRP; 
Pbgl-Expression von malEphoA (MBP-AP) 

Diese Arbeit 

pBAD-LppBRPtorAmalEphoA pBAD18-KanLppBRPmalE; PBAD-Expression von LppBRP; 
Pbgl-Expression von torAmalEphoA (SPtorA-MBP-AP) 

Diese Arbeit 

pBAD-LppBRPtorAmalEgfp pBAD18-KanLppBRPmalE; PBAD-Expression von LppBRP; 
Pbgl-Expression von torAmalEgfp (SPtorA-MBP-GFP) 

Diese Arbeit 

a In Abschnitt 5 beschriebene Plasmide sind fett dargestellt. 
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Tabelle 9.2 Konstruktion der Plasmide. 

Plasmid Vektor Inserta Schnittstellenb 

pMAKbla pMAK705 EcoRI-bla-EcoRI-PCR-Fragment (Primer 1&2); 
Template: pUC19 

EcoRI 

pMAKblaAra pMAKbla XbaI-araCBAD-SacI- PCR-Fragment (Primer 3&4); 
Template: genom. DNA (E. coli MG1655) 

XbaI/SacI 

pAraKO pMAKblaAra BamHI-cat-BamHI-Fragment aus pHP45Ω-Cm BamHI 

pBS4 p286 XbaI-gfp-PstI-PCR-Fragment (Primer 5&6); 
Template: pBAD-GFPuv 

XbaI/PstI 

pBS13 pBS4 PsiI-kanr-SphI-Fragment aus pUK21 SspI/SphI 

pBS15 pBS13 EcoRI-Pbgl-PstI-Fragment aus p55 EcoRI/PstI 

pBS17 pBS13 EcoRI-Pbgl-SPTorA-PstI-Fragment aus p286 EcoRI/PstI 

pBS25 pBS15 BamHI-malE-PstI-PCR-Fragment (Primer 7&9); 
Template: genom. DNA (E. coli MG1655) 

BamHI/PstI 

pBS27 pBS17 XbaI-malE-PstI-PCR-Fragment (Primer 8&9); 
Template: genom. DNA (E. coli MG1655) 

XbaI/PstI 

pBAD18-KanLppBRP pBAD18-Kan EcoRI-lppbrp-SalI-PCR-Fragment (Primer 10&11); 
Template: pJL17lpp 

EcoRI/SalI 

pBAD-LppBRPphoA pBAD18-
KanLppBRP 

Eco47III-phoA-NdeI-PCR-Fragment (Primer 
12&13); Template: pCH40 

Eco47III/NdeI 

pBAD-LppBRPbla pBAD-
LppBRPphoA 

Eco47III-bla-NdeI-PCR-Fragment (Primer 20&15); 
Template: pUC19 

Eco47III/NdeI 

pBAD-LppBRPphoAbla pBAD-
LppBRPphoA 

NdeI-bla-NdeI-PCR-Fragment (Primer 14&15); 
Template: pUC19 

NdeI 

pBAD-BRPphoAbla pBAD-
LppBRPphoAbla 

NheI-brp-SalI-PCR-Fragment (Primer 16&11); 
Template: pJL3 

NheI/SalI 

pBAD-KilColE1phoAbla pBAD-
LppBRPphoAbla 

NheI-brp-SalI-PCR-Fragment (Primer 17&18); 
Template: pColE1 

NheI/SalI 

pBAD-LppBRP-His6phoAbla pBAD-
LppBRPphoAbla 

NheI-lppbrp-his6-SalI-PCR-Fragment (Primer 
16&19); Template: pColE1 

NheI/SalI 

pBAD18-KanPhoA pBAD18-Kan Eco47III-phoA-NdeI-Fragment aus pBAD-
LppBRPphoA 

Eco47III/NdeI 

pBAD18-KanPhoAbla pBAD18-
KanPhoA 

NdeI-bla-NdeI-PCR-Fragment (Primer 14&15); 
Template: pUC19 

NdeI 

pLppBRP-AP pBAD-
LppBRPbla 

HpaI-phoA-PstI-PCR-Fragment (Primer 21&22); 
Template: pCH40 

HpaI/PstI 

pLppBRP-Bla pBAD-
LppBRPphoA 

HpaI-bla-SalI-PCR-Fragment (Primer 23&24); 
Template: pUC19 

HpaI/SalI 

LppBRP-Bar pBAD-
LppBRPphoAbla 

HpaI-bar-barstar-SalI-PCR-Fragment (Primer 
25&26); Template: pMT1002 

HpaI/SalI 

pLppBRP-MBP pBAD-
LppBRPphoAbla 

HpaI-malE-SalI-PCR-Fragment (Primer 27&28); 
Template: genom. DNA (E. coli MG1655) 

HpaI/SalI 

pBAD-LppBRPtorAgfp pBAD18-
KanLppBRP 

Eco47III-torAgfp-NdeI-PCR-Fragment (Primer 
29&30); Template: pBS13 

Eco47III/NdeI 

pBAD-LppBRPmalE pBAD18-
KanLppBRP 

Eco47III-malE-NdeI-PCR-Fragment (Primer 
29&30); Template: pBS25 

Eco47III/NdeI 

pBAD-LppBRPtorAmalE pBAD18-
KanLppBRP 

Eco47III-torAmalE-NdeI-PCR-Fragment (Primer 
29&30); Template: pBS27 

Eco47III/NdeI 

a Auf den Inserts codierte Gene sind fett dargestellt. 
b Schnittstellen des Vektors, die zur Klonierung genutzt wurden. 
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Tabelle 9.2 (fortgesetzt). 

Plasmid Vektor Inserta Schnittstellenb 

pBAD-LppBRPmalEbar pBAD-
LppBRPmalE 

Eco47III-malE-SalI-PCR-Fragment (Primer 
29&31); Template: pBS25 
ligiert über SalI mit 
SalI-bar-barstar-SpeI-PCR-Fragment (Primer 
32&33); Template: pBS25 

Eco47III/SpeI 

pBAD-LppBRPtorAmalEbar pBAD-
LppBRPmalE 

Eco47III-torAmalE-SalI-PCR-Fragment (Primer 
29&31); Template: pBS27 
ligiert über SalI mit 
SalI-bar-barstar-SpeI-PCR-Fragment (Primer 
32&33); Template: pBS25 

Eco47III/SpeI 

pBAD-LppBRPmalEphoA pBAD-
LppBRPmalE 

Eco47III-malE-SalI-PCR-Fragment (Primer 
29&31); Template: pBS25 
ligiert über SalI mit 
SalI-phoA-SpeI-PCR-Fragment (Primer 34&35); 
Template: pCH40 

Eco47III/SpeI 

pBAD-LppBRPtorAmalEphoA pBAD-
LppBRPmalE 

Eco47III-torAmalE-SalI-PCR-Fragment (Primer 
29&31); Template: pBS27 
ligiert über SalI mit 
SalI-phoA-SpeI-PCR-Fragment (Primer 34&35); 
Template: pCH40 

Eco47III/SpeI 

pBAD-LppBRPtorAmalEgfp pBAD-
LppBRPmalE 

Eco47III-torAmalE-SalI-PCR-Fragment (Primer 
29&31); Template: pBS27 
ligiert über SalI mit 
SalI-gfp-SpeI-PCR-Fragment (Primer 36&37); 
Template: pCH40 

Eco47III/SpeI 

a Auf den Inserts codierte Gene sind fett dargestellt. 
b Schnittstellen des Vektors, die zur Klonierung genutzt wurden. 

 

 

  
Abb. 9.1 (Legende auf Seite 171). 
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Abb. 9.1 (Legende auf Seite 171). 
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Abb. 9.1 (Legende auf Seite 171). 
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Abb. 9.1 (Legende auf Seite 171). 
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Abb. 9.1 Schematische Karten der wichtigsten Plasmide dieser Arbeit (vgl. Tabelle 9.1). PBAD, 

araBAD-Promotor (Arabinose-induzierbar); TrrnB, rrnB-Transkriptionsterminator; araC, Re-
gulatorprotein für PBAD; kanr, Kanamycinresistenzgen; ori, Replikationsursprung; brp, Cloa-
cin DF13 BRP; lppbrp, signalpeptidmodifiziertes Cloacin DF13 BRP (LppBRP); kilE1, Coli-
cin E1 BRP; lppbrphis6, LppBRP-His6; lppbrpbar, LppBRP-Bar; lppbrpmalE, LppBRP-MBP; 
lppbrpbla, LppBRP-Bla; lppbrpphoA, LppBRP-AP; Pbla, konstitutiver Promotor der β-
Lactamase; Pbgl, konstitutiver Promotor der β-Glucanase aus B. amyloliquefaciens; phoA, 
alkalische Phosphatase (AP); bla, β-Lactamase (Bla); malE, Maltosebindeprotein (MBP); 
torAmalE, SPTorA-modifiziertes MBP; malEbar, MBP-Bar-Hybridprotein; torAmalEbar, SPTo-

rA-modifiziertes MBP-Bar-Hybridprotein; malEphoA, MBP-AP-Hybridprotein; torAmalEphoA, 
SPTorA-modifiziertes MBP-AP-Hybridprotein; torAmalEgfp, SPTorA-modifiziertes MBP-GFP-
Hybridprotein; torAgfp, SPTorA-modifiziertes GFP. Zentrale Bestandteile der Plasmide sind 
fett hervorgehoben. Die Plasmidkarten sind nicht maßstabsgetreu. 
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9.6 Oligonukleotide (Primer) 

Im den folgenden Tabellen sind die in der Arbeit verwendeten Primer aufgeführt, welche von 

den Firmen Invitrogen, Roth und Sigma bezogen wurden. Die Orientierung der Hybridisie-

rung ist durch + (vorwärts) und - (rückwärts) gekennzeichnet. 

 

Tabelle 9.3 Primer für die molekulare Klonierung. 

Nr. Bezeichnung Sequenz (5’ → 3’)a Orientierung 

1 Bla up EcoRI TTTGAATTCGGAAATGTGCGCGGAACCC + 

2 Bla down EcoRI TTTGAATTCGGTCTGACGCTCAGTGGAACG - 

3 Ara up XbaI AAATCTAGACCCGGTCGGCAGACAAATTC + 

4 Ara down SacI AAAGAGCTCCGCCAGGTTGGCTTCTAATAC - 

5 XbaI GFPuv -fMet Up AAATCTAGAGCTAGCAAAGGAGAAGAAC + 

6 BADGFP2 TAATACTGCAGTTATTTGTAGAGCTCATC - 

7 malE +ss up BamHI AAAGGATCCAAGGACCATAGATTATGAAAA + 

8 malE -ss up XbaI AAATCTAGAAAAATCGAAGAAGGTAAACTG + 

9 malE down PstI TTTCTGCAGCATTTCACAGCATTACTTGGT - 

10 CloDF13 up EcoRI AAAGAATTCGGATGAGTTGAAATACAGG + 

11 ColE1 BRP down SalI TTTGTCGACGCCAGTTACCTTCGGAAAAA - 

12 phoA+Pbla up (Eco47III) TTTTAGCGCTTAATGGTTTCTTAGACGTCA + 

13 phoA+Pbla down (NdeI) TTTAACATATGAAAAAACCAGACCGAAAAGC - 

14 bla nativ+Pbla up (NdeI) TTTTTCATATGTTGTTTATTTTTCTAAATA + 

15 bla nativ+Pbla down (NdeI) TTTTTCATATGGAAGTTTTAAATCAATCTA - 

16 CloDF13 BRP up NheI ACTGAGCTAGCGGATGAGTTGAAATACAGGC + 

17 ColE1 BRP up NheI ACGTCGCTAGCTTTTATAAGGATCGAGTTATG + 

18 ColE1 BRP down (SalI) TTTGTCGACGCCAGTTACCTTCGGAAAAA - 

19 CloDF13 LppBRP-His6 down SalI ACTGGTCGACTTAGTGATGGTGATGGTGATGGT-
TAACCGCGATCCCCGTCAGTTC - 

20 bla nativ+Pbla up (Eco47III) TTTTAGCGCTTTGTTTATTTTTCTAAATAC + 

21 mPhoA up (HpaI) TTTGTTAACCAGGGCGATATTACTGCACCC + 

22 PhoA down (PstI) TTTCTGCAGTTATTTCAGCCCCAGAGCGG - 

23 mBla up (HpaI) CATGTTAACCACCCAGAAACGCTGGTGAAAG + 

24 Bla down (SalI) ACGGTCGACTTACCAATGCTTAATCAGTG - 

25 mBar up (HpaI) TGCAGTTAACGCACAGGTTATCAACACGTTTG + 

26 Barstar Down (SalI) CATGGTCGACTTAAGAAAGTATGATGGTGATG - 

27 mMalE Up (HpaI) TGCAGTTAACAAAATCGAAGAAGGTAAACTGGTAATC + 
a Restriktionsschnittstellen sind unterstrichen. Die fett dargestellten Basen von Primer Nr. 19 führen ein Hexahistidin an den 
C-Terminus des LppBRP ein. 
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Tabelle 9.3 (fortgesetzt). 

Nr. Bezeichnung Sequenz (5’ → 3’)a Orientierung 

28 MalE Down (SalI) CATGGTCGACTTACTTGGTGATACGAGTCTG - 

29 Pbgla+MCS up (Eco47III) TTTTAGCGCTCGCTGCACTATTATCGATTT + 

30 Pbgla+MCS down (NdeI) TTTTTCATATGCCAGGCTTTACACTTTAT - 

31 MalE down2 SalI ACGTGTCGACCTTGGTGATACGAGTCTGC - 

32 Barnase up SalI ACGTGTCGACGCACAGGTTATCAACACGTTT + 

33 Barnase down NdeI SpeI TACTAGTCATATGGTATTAAGAAAGTATGATGG - 

34 mPhoA up SalI ACGTGTCGACCAGGGCGATATTACTGCAC + 

35 mPhoA down NdeI SpeI TACTAGTCATATGCGCGGTTTTATTTCAGCCCC - 

36 GFPuv up (SalI) ACGTGTCGACGCTAGCAAAGGAGAAGAACT + 

37 GFPuv Down (SpeI) ACGTACTAGTTTATTTGTAGAGCTCATCCATG - 

a Restriktionsschnittstellen sind unterstrichen. 

 

Tabelle 9.4 Primer für die PCR-Analyse und DNA-Sequenzierung 

Nr. Bezeichnung Sequenz (5’ → 3’) Orientierung Kommentar 

A Ara PCR-Test up TATTGACGGCCAGTTAAG + 

B Ara PCR-Test down ATGGTGCCGTAGAAATAG - 

Zum Nachweis der ΔaraBA-
cat-Mutation in E. coli Ara1655 

C Seq Ara up 2 (SA2U) CTATAATCACGGCAGAAAAG + 

D Seq Ara down 2 (SA2D) CAATCACCGTGATTTCAATG - 

Flankieren ΔaraBA-cat-
Mutation in E. coli Ara1655 

E pBAD Seq forward 1 (BSF1) AGATTAGCGGATCCTACCTG + 

F pBAD Seq reverse ACTGCCGCCAGGCAAATTC - 

Flankieren PBAD und MCS in 
pBAD18-Kan und seinen 
Derivaten 

G Seq pBAD for (SBAF) CAGCGAGTCAGTGAGCGAGG - 

H Seq pBAD rev (SBAR) CACAGGTGCGGTTGCTGGCG + 

Flankieren Bereich zwischen 
Eco47III und NdeI-
Schnittstellen in pBAD18-Kan 
und seinen Derivaten 

 

Tabelle 9.5 Primer für die quantitative RT-PCR. (TH, Hybridisierungstemperatur; L, Amplikonlän-
ge) 

Nr. Bezeichnung Sequenz (5’ → 3’) Orientierung TH L 

I LppBRP up AGCTACTAAACTGGTACTG + 

J LppBRP down CTAGTTAACCGCGATCC - 
55 °C 142 bp 
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9.7 Ergänzende Daten 

9.7.1 Kultivierungsverläufe zur sekretorischen Produktion von MBP-
Hybridproteinen 

 

(a) MBP-Bar (b) SPTorA-mMBP-Bar 
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(c) MBP-AP (d) SPTorA-mMBP-AP 
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Abb. 9.2 (Legende auf der nachfolgenden Seite). 
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(e) AP (nativ) 
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(f) SPTorA-mMBP-GFP (g) SPTorA-GFP 
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Abb. 9.2 Wachstumsverläufe von E. coli Ara1655 pBAD-LppBRPmalEbar (a), pBAD-

LppBRPtorAmalEbar (b) pBAD-LppBRPmalEphoA (c), pBAD-LppBRPtorAmalEphoA 
(d), pBAD-LppBRPmalEphoA (e), pBAD-LppBRPtorAmalEgfp (f), pBAD-LppBRPgfp 
(g). Die Kultivierung erfolgte in Schüttelkolben mit definiertem SGA-Medium unter Induktion 
der LppBRP-Expression durch eine OD600-bezogenene Arabinosekonzentration von 1 g L-1 
und ohne LppBRP-Expression. 
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9.7.2 Korrektur der Hintergrundfluoreszenz GFP-exprimierender Kultu-
ren 

 

0

20

40

60

80

100
 Intrazellulär
 ExtrazellulärA

 

ohne GFPMit InduktionOhne Induktion
(Kontrolle)

0

20

40

60

80

100

tI      tI+3            tI      tI+3            tI      tI+4

V
er

te
ilu

ng
 G

es
am

tfl
uo

re
sz

en
z 

[%
]

 

B

Vergleichszeitpunkt

 

0

2000

4000

6000

8000

10000
 Intrazellulär
 Extrazellulär

G
es

am
tfl

uo
re

sz
en

z 
[R

FU
]

ohne GFPMit InduktionOhne Induktion
(Kontrolle)A

 

0

2000

4000

6000

8000

10000

tI      tI+3            tI      tI+3            tI      tI+4

 

B

Vergleichszeitpunkt

 
Abb. 9.3 Verteilung der Gesamtfluoreszenz bei GFP-spezifischen Wellenlängen auf Zellen und 

Medium in Kulturen mit SPTorA-mMBP-GFP (A) und SPTorA-GFP (B) vor und nach In-
duktion der Sekretion in prozentualer (links) und absoluter (rechts) Darstellung. Zum 
Vergleich (ohne GFP) ist die unspezifische Hintergrundfluoreszenz einer Kultur von E. coli  
Ara1655 pBAD-LppBRPmalEbar dargestellt (vgl. Abb. 9.2) gegen die in Abb. 5.39 normali-
siert wurde. Die intra- und extrazelluläre GFP-Fluoreszenz wurde zum Induktionszeitpunkt 
(tI) sowie 3 h bzw. 4 h danach (tI+3 bzw. tI+4) bestimmt. 
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9.7.3 Chromatogramme der Affinitätsreinigung verschiedener MBP-
Hybridproteine 

(a) MBP-Bar (b) SPTorA-MBP-Bar 
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(c) MBP-AP (mit Diafiltration) (d) MBP-AP (ohne Diafiltration) 
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(e) SPTorA-MBP-GFP 
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Abb. 9.4 Chromatogramme der Affinitätsreinigung verschiedener MBP-Hybridproteine. (a) 

MBP-Bar. (b) SPTorA-MBP-Bar. (c) MBP-AP (mit vorheriger Diafiltration). (d) MBP-AP (ohne 
vorherige Diafiltration). (e) SPTorA-MBP-GFP. 
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9.8 Chemikalien 

Gewöhnliche Chemikalien wurden von den Firmen Merck, Roth, Sigma und J.T. Baker mit 

dem Reinheitsgrad p.A. bezogen. Spezialchemikalien sind in der folgenden Liste aufgeführt. 

 

2-Mercaptoethanol  Merck 

2-Propanol J.T. Baker 

4-Chloro-1-aphtol Sigma 

5-Brom-4-chlor-3-indoxylphosphat Roth 

Acrylamid/ Bis- (30%; 0,8%) Roth 

Agar-Agar Roth 

Agarose Roth 

Albumin Fraktion V (BSA) Roth 

Ammoniumpersulfat Roth 

Ampicillin Natriumsalz Roth 

Borsäure J.T. Baker 

Bromphenol Blau Merck 

Casein Pepton/Trypton Roth 

Chloramphenicol Fluka 

Chloroform Roth 

Citronensäure  Merck 

Coomassie Brillantblau G 250 Merck 

D-Glucose Roth 

di-Kaliumhydrogenphosphat VWR 

D-Maltose Fluka 

EDTA Roth 

Eisenchlorid Merck 

Essigsäure (100%) Roth 

Ethanol J.T. Baker 

Ethidiumbromid Merck 

Glycerin (99,5%) Roth 

Glycin Roth 

Hefeextrakt Deutsche Hefewerke 

Hefe-RNA VWR 

Kaliumhydrogenphosphat VWR 

Kanamycin Roth 

Kanamycinsulfat Roth 
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Kobaltsulfat J.T. Baker 

Kupferchlorid J.T. Baker 

L-Arabinose Roth 

Magnesiumchlorid J.T. Baker 

Magnesiumsulfat Roth 

Mangansulfat J.T. Baker 

Methanol Merck 

Natriumcarbonat Roth 

Natriumdodecylsulfat Roth 

Natriumhydrogencarbonat Roth 

Natriummolybdat J.T. Baker 

Nitroblau-Tetrazoliumchlorid Roth 

Perchlorsäure Merck 

Phenol Roth 

Phosphorsäure (85%) Roth 

Pluronic® PE-8100 BASF 

p-Nitrophenylphosphat Sigma 

RNaseA vom Rinderpankreas Sigma 

Saccharose Roth 

Salzsäure VWR 

Tetracyclin Fluka 

Tris(hydroxymethyl)aminoethan (Tris) Roth 

Tris-HCl Roth 

Tween 20 Roth 

Uranylacetat Merck 

Xylencyanol FF Roth 

Zinksulfat J.T. Baker 
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9.9 Geräte 

Autoklaven Systec V-150 

Systec D-65 

Zirbus VST 60/70 

Bioreaktor und -Peripherie Rührkesselreaktor: MBP LAB 7L Laborreaktor 

Abgasanalyse: Hartmann und Braun URAS10E 

Probensammler: Gilson FC205 

Zulaufpumpe: ISMATEC MV 

Software: Advantech VisiDAQ 3.11 

Elektrohorese- und Blot-Einheiten Eurogentec i-Mupid 

Invitrogen XCell SureLock™ Mini-Cell 

Invitrogen XCell II™ Blot Module 

Elektroporation Bio-Rad Gene Pulser II mit 

Bio-Rad Pulse Controller Plus 

Fluoreszenzdetektor Shimadzu RF-551 Fluorescence HPLC Monitor 

FPLC-Anlage Pumpe: Pharmacia Biotech PUMP P-50 

Säule: Pharmacia Biotech XK16 

Detektor: Applied Biosystems 757 Absorbence 

Software: National Instruments Services DASYLab 6.0 

Geldokumentationssystem Herolab E.A.S.Y. mit 

UVP White/UV Transilluminator 

HPLC-Anlage Entgaser: ERMA CR. ERC-3612 

Pumpe: IRICA PUMP Σ 871 Liquid Chromatograph 

Säule: Macherey-Nagel Nucleogel ION 300 OA  

Säulenofen: ERMA CR. ERC Gecko 2000 

Detektor: ERMA CR. ERC-7515A-RI-Detektor 

Software: SCPA ChromStar 

Magnetrührer IKA KM02 

Mikrowelle Bauknecht MWT 1720 Rapid 

Mischgeräte Heidolph Polymax 1040 

Heidolph Polymax 1040 

Bender & Hobein Vortex Genie 2 

Neolab 7-2020 

pH-Meter Metrohm 691  

Reinraumwerkbank Heraus HeraSafe 
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Reinstwasseranlage Seralpur Pro 90 CN 

Rotationsschüttler  B. Braun Certomat R 

Infors HT 

IKA KS125 Basic 

Heidolph Polymax 1040 

Heidolph Polymax 1040 

Bender & Hobein Vortex Genie 2 

Neolab 7-2020 

Schüttelinkubator Infors HT 

Spannungsgeber Biometra Standard Powerpack P25 

Spektralphotometer Pharmacia Biochrom 4060, 

Nanodrop Technologies NanoDrop®  

Shimadzu UV-1202 

Thermocycler Thermo Px2 Thermal Cycler 

Corbett Research Rotor-Gene 3000 

Thermostat Julabo F10 

Eppendorf Thermostat 5320 

Kleinfeld BT 100 

Ultrafiltration Millipore Pellicon XL® 5 kDa UF  

Vakuumtrockenschrank Heraeus VT5042 EK 

Waagen Mettler PM34-K DeltaRange 

Mettler AE 260 DeltaRange 

Sartorius TE3102S 

Precisa 12000G 

Zentrifugen Eppendorf 5415R 

Sigma 1K15 

Sigma 6K10 
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