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Nature has evolved a plethora of different sensor devices in form of pro-
teins or RNAs. In recent studies, we have harnessed the sensory capabili-
ty of bacterial transcription factors for the design of genetically encoded
biosensors enabling the detection of a variety of different intra- or extra-
cellular stimuli. These biosensors provide important insights into micro-
bial population dynamics and can be implemented in high-throughput
screening approaches accelerating biotechnological strain development.
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B Die phédno- und genotypische Diversifi-
zierung mikrobieller Populationen bildet die
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Interaktion mit Freund und Feind. Viele Stan-
dardmethoden liefern jedoch ausschlieBlich
Durchschnittsdaten fiir bestimmte Messgro-
Ben und verschleiern somit die Dynamik, die
auf der Ebene einzelner Zellen und Mikroko-
lonien stattfindet. Selbst genetisch identische
mikrobielle Populationen konnen komplexe
phéanotypische Strukturen auspragen, die das
Uberleben der Spezies unter sich verin-
dernden Umweltbedingungen sichern oder
Arbeitsteilung als EnergiesparmaBnahme
erlauben. Aber auch jenseits der natiirlichen
okologischen Nischen ist die Erzeugung gene-
tischer Diversitét ein erster Schritt fiir die
Selektion neuer mikrobieller Produktions-
stimme mit verbesserten Eigenschaften zur
Herstellung verschiedener Bioprodukte auf
Basis nachwachsender Rohstoffe. Fiir ein sys-
temisches Verstandnis mikrobieller Popula-
tionen sowie fiir die Etablierung effizienter
Analyse- und Screeningverfahren in der Bio-
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A Abb. 1: Entwicklung eines Aminosaure-Biosensors fiir Corynebacterium glutamicum. A, Das Gram-positive Bodenbakterium C. glutamicum ist einer
der wichtigsten industriell genutzten Aminosédure-Produzenten. B, Auf Basis des Transkriptionsregulators Lrp wurde ein Biosensor entwickelt, der die
intrazelluldare Akkumulation von Aminosduren (verzweigtkettige Aminosauren oder L-Methionin) in ein Fluoreszenzsignal umwandelt; eyfp: Gen fiir yel-
low fluorescent protein; BrnFE: Aminosédure-Exporter. C, Dieser Biosensor findet z. B. Anwendung in FACS(fluorescence-activated cell sorting)-basierten
Hochdurchsatz-Screenings zur Isolierung produktiver Klone nach Zufallsmutagenese. Mittels FACS werden hier Klone isoliert, welche nach Zufallsmuta-
genese ein erh6htes Sensorsignal aufweisen. Im Folgenden werden isolierte Klone in Mikrotiterplatten kultiviert und die Ausbeute des gewiinschten
Produkts im Uberstand gemessen (uUHPLC). Die Genomsequenzierung ausgewahlter Mutanten fiihrt letztlich zur Identifizierung der produktionsstei-

gernden Mutationen.

BlOspektrum | 03.16 | 22.Jahrgang @Springer



248

WISSENSCHAFT

-

" Hochdurchsatz-
., Screening

Evolution

7~
Dynamische Steuerur@
von Stoffwechselwegen

T

ey 3, O
\\ "y |

L

. N
é Einzelzellanalyse

F—1
Live cell Bioprozessen
FACS imaging 5
5. $ 4E
a 3 H
L & | &
—— o
Zellgrafie Mikrofluidik
Y R

<
Uberwachung von

A Abb. 2: Einsatzbereiche von Transkriptionsfaktor-basierten Biosensoren in der Biotechnologie.
Genetisch codierte Biosensoren, die auf den sensorischen Eigenschaften von Transkriptionsregu-
latoren beruhen, finden in der Biotechnologie Anwendung in der Uberwachung von Bioprozessen,
der Echtzeitanalyse mikrobieller Populationen auf Einzelzellebene, dem FACS(fluorescence-activa-
ted cell sorting)-Hochdurchsatz-Screening sowie in evolutiven Anséatzen, die auf wiederholter
FACS-Sortierung von Zellen mit erhéhtem Sensorsignal beruhen. AuBerdem erméglichen regulato-
rische Schaltkreise die dynamische Kontrolle synthetischer Stoffwechselwege. AFP: autofluores-

cent protein. Verandert nach [1].

technologie benotigen wir methodische Ansat-
ze, die Einblicke in die phanotypische Dyna-
mik einzelner Zellen liefern.

Genetisch codierte Biosensoren

Die Natur hat im Zuge der Evolution eine Viel-
falt sensorischer Mechanismen entwickelt,
dank derer Zellen verschiedene Molekiile und
Umweltbedingungen wahrnehmen und die-
se Informationen auf die Ebene der Gen-
expression weiterleiten konnen. Fiir die Ent-
wicklung genetisch codierter Biosensoren
dient diese natiirliche Sensorik, in Form von
Proteinen oder kleinen RNAs, als Vorbild
[1, 2]. Integriert in synthetische Schaltkrei-
se, ermoglichen diese Sensoren Einblicke in
die phanotypische Dynamik einzelner bakte-
rieller Zellen. Dass genetisch codierte Bio-
sensoren auch fiir die biotechnologische
Stammentwicklung von groBem Nutzen sind,
zeigen unsere Arbeiten zur Entwicklung eines
Aminosdure-Biosensors auf Basis des Tran-
skriptionsregulators Lrp (leucine-responsive
protein) in Corynebacterium glutamicum |[3].
Dieses Gram-positive Bakterium ist einer der
wichtigsten industriell genutzten Stamme und
wird jahrlich zur Produktion von mehr als
fiinf Millionen Tonnen Aminosduren einge-

setzt. Der Lrp-Biosensor detektiert die intra-
zelluldare Akkumulation der Aminosduren
L-Methionin, L-Valin, L-Leucin und L-Isoleu-
cin und tbersetzt diese durch eine Fusion
von eyfp (enhanced yellow fluorescent protein)
an den Zielpromotor von Lrp (brnFE) in ein
Fluoreszenzsignal (Abb. 1, [3]). Mittels Fluo-
reszenzmikroskopie oder Durchflusszytome-
trie ist es dann moglich, die Produktivitat ein-
zelner bakterieller Zellen sichtbar zu machen.
Einsatz fand dieser Sensor beispielsweise im
online-Monitoring der L-Valin-Produktion von
Pyruvatdehydrogenase-defizienten Stammen
(C. glutamicum AaceE) im Bioreaktor sowie
in mikrofluidischen Chip-Systemen. Die zeit-
lich aufgeloste Fluoreszenzmikroskopie von
Sensorzellen offenbarte hier das Auftreten
unproduktiver Subpopulationen in der L-
Valin-Produktionsphase verschiedener AaceE-
basierter Staimme [4]. Des Weiteren konnten
wir auf Basis dieses Sensors ein FACS-basier-
tes (Fluoreszenz-aktivierte Zellsortierung)
Hochdurchsatz-Screening entwickeln, um pro-
duktive Klone nach Zufallsmutagenese zu iso-
lieren [3]. Dass der Einsatz genetisch codier-
ter Biosensoren fiir die Einzelzellanalyse und
Screeningverfahren fiir verschiedene Meta-
boliten anwendbar ist, verdeutlicht die stetig

steigende Anzahl vergleichbarer Studien der
letzten Jahre (Abb. 2, [1]).

Biosensorgestiitzte Evolution

Zufallsmutagenese in Kombination mit auf
Biosensoren basierten Screeningverfahren
ermoglicht, im Gegensatz zu rationalen Ansat-
zen, die Identifizierung nicht-intuitiver Muta-
tionen, die einen positiven Einfluss auf die
Produktion interessanter Metaboliten haben.
Dennoch zeigen unsere Erfahrungen und die
anderer Gruppen, dass die Vielzahl der geno-
mischen Veranderungen nach Zufallsmuta-
genese (zum Teil iiber 300 single nucleotide
polymorphisms, SNPs) die Identifizierung der
jeweiligen produktionssteigernden Mutatio-
nen erschwert. Aus diesem Grund haben wir
kiirzlich einen evolutiven Ansatz entwickelt,
der auf der natiirlichen Mutageneserate der
Zellen beruht und bei dem das Signal des Bio-
sensors als artifizieller Selektionsdruck fun-
giert [5]. Zellen mit erhohtem Sensorsignal
wurden wiederholt mit FACS isoliert und
rekultiviert. Bereits nach fiinf Runden konn-
te somit eine deutliche Steigerung (etwa
25 Prozent) der L-Valin-Produktion von C. glu-
tamicum AaceE erreicht werden. Einige iso-
lierte Klone zeigen eine Steigerung des L-
Valin-Titers um 100 Prozent, ein deutlich ver-
bessertes Wachstum und eine verringerte
Nebenproduktbildung (L-Alanin). Die Genom-
sequenzierung ausgewahlter Stimme offen-
barte gerade einmal sieben SNPs [5]. Durch
Analyse ausgewahlter Mutationen im Ur-
sprungsstamm konnte bei einzelnen Muta-
tionen (loss of function in ureD) eine erhohte
L-Valin-Produktion, eine verringerte Neben-
produktbildung (Mutation im globalen Regu-
lator GIxR) und eine gesteigerte Wachstums-
rate (Mutation im ribosomalen Protein) beob-
achtet werden. Diese Ergebnisse sowie die
Daten anderer Gruppen verdeutlichen das
Potenzial von Biosensoren fiir den Einsatz in
adaptiven Evolutionsexperimenten zur Opti-
mierung biotechnologischer Produktions-
staimme (Abb. 2, [1]).

Spontane Prophageninduktion

Neben dem Metabolic Engineering eignen sich
genetisch codierte Biosensoren fiir die Beob-
achtung und Analyse der phanotypischen
Heterogenitat bakterieller Populationen. Ein
besonderes Augenmerk widmen wir hier
einem seit beinahe 100 Jahren beschriebenen
Phianomen lysogener Bakterienstimme: der
spontanen Prophageninduktion [6]. Sie ldsst
sich mit aktueller Technik und mithilfe von
geeigneten Biosensoren live und in Farbe
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beobachten. In der Tat zeigt die rasch anstei-
gende Anzahl sequenzierter bakterieller
Genome, dass fast jeder Stamm genomisch
integrierte Prophagenelemente enthalt.
Immer wieder tauchen in der Literatur Bei-
spiele auf, dass diese Elemente und deren
spontane Aktivierung einen positiven Ein-
fluss auf die Fitness des jeweiligen Wirts
haben, indem sie beispielsweise die Stress-
toleranz erhohen, die Bildung von Biofilmen
unterstiitzen oder die Virulenz pathogener
Stamme steigern [7]. Dennoch ist iiber die
molekularen Ursachen, die zur spontanen
Induktion der Prophagen in Abwesenheit
eines externen Ausldsers fiihren, bislang nur
wenig bekannt. Das Genom des industriell
genutzten Stamms C. glutamicum ATCC 13032
weist insgesamt drei Prophagenelemente auf
(CGP1-3). Der groBte dieser Prophagen,
CGP3, der mehr als sechs Prozent des
Genoms ausmacht, wird spontan unter Stan-
dardbedingungen induziert [8]. Abhdngig von
den jeweiligen Kultivierungsbedingungen tritt
diese spontane Aktivierung in 0,1 bis fiinf
Prozent der Wildtypzellen auf [8, 9]. Die fluo-

reszenzmikroskopische Echtzeitanalyse von
Reporterstimmen zeigt eine signifikante Kor-
relation des Auftretens spontaner DNA-Sché-
den, die zur Aktivierung der SOS-Antwort
fiihren, und der Induktion des Prophagen in
einzelnen Zellen (Abb. 3, [10]). In einer nen-
nenswerten Fraktion (iiber 30 Prozent) von
Zellen findet die Induktion jedoch SOS-unab-
héngig statt. Es ist das Ziel aktueller Arbeiten,
weitere Mechanismen zu identifizieren, die
es Zellen ermoglichen, im Rahmen der stan-
digen Interaktion zwischen Phage und Wirt
die Rate der spontanen Prophageninduktion
zu manipulieren und den jeweiligen Erfor-
dernissen anzupassen.

Entwicklung neuer Biosensoren

Viele aktuelle Arbeiten verdeutlichen das
Potenzial genetisch codierter Biosensoren fiir
die biotechnologische Stammentwicklung und
die Einzelzellanalyse mikrobieller Populatio-
nen und Gemeinschaften. Fiir eine breite
Anwendbarkeit von synthetischen Regel-
kreisen bedarf es effizienter Strategien zur
gezielten Entwicklung von Sensoren mit
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geeigneten Charakteristika. Die Vision der
Synthetischen Biologie ist die Konstruktion
neuer Regelkreise auf Basis standardisierter
und transferierbarer (orthogonaler) Baustei-
ne. Dennoch gleicht die Entwicklung neuer
synthetischer Sensorkonstrukte nur selten
dem Baukastenprinzip. Die Funktionalitat
gewdhlter Bausteine ist haufig stark mit dem
jeweiligen biologischen System verkniipft,
und eine optimale Orthogonalitét ist selten. In
diesem Zusammenhang ist die Kombination
von rationalen Verfahren der Synthetischen
Biologie mit effizienten Screenings sowie evo-
lutiven Ansatzen vielversprechend, um eine
moglichst hohe Funktionalitat neuartiger
Schaltkreise zu erzielen.
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A Abb. 3: Spontane Induktion von Prophagen in isogenen bakteriellen Populationen. Das Auftreten spontaner Prophageninduktion ist ein bekanntes
Ph&nomen lysogener Bakterienkulturen. Die quantitative Auswertung von Reporterstudien zeigt eine signifikante Korrelation zwischen der Aktivierung

der SOS-Antwort (DNA-Schéaden, P

recA’

gelbe Fluoreszenz) und der Induktion von Prophagenelementen (rote Fluoreszenz) in Corynebacterium glutami-

cum. A, Wachstum einer ausgewahlten Mikrokolonie im mikrofluidischen Chip-System [11]. B, Auswertung in Form eines Stammbaums. C, zeitlicher
Verlauf des Fluoreszenzsignals von drei ausgewéhlten Zellen. Verandert nach [10].
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