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Neben dem Metabolic Engineering zur 
Umverteilung von Stofffl üssen, ggf. der Eta-
blierung synthetischer Biosynthesewege und 
der daraus resultierenden Überproduktion 
des Zielprodukts, kommt auch dem Chassis 
Engineering eine immer größere Bedeutung 
bei. Dabei werden grundlegende Zellfunktio-
nen und Eigenschaften des Wirts mit Hin-
blick auf die Bedingungen des geplanten 
Prozesses modifi ziert, um eine verbesserte 
Stammplattform zu schaffen. Mikroorganis-
men besitzen viele physiologische Funktio-
nen und Eigenschaften, die zwar in ihrer 
natürlichen ökologischen Nische vorteilhaft, 
jedoch bei der Nutzung in biotechnologi-
schen Systemen entweder verzichtbar oder 
sogar unerwünscht sein können. Dies ist 
wenig überraschend, da sich die Bedingun-
gen in der Natur von denen im Labor häufi g 
grundlegend unterscheiden. Jedoch können 
bestimmte natürliche Eigenschaften, z. B. 
Toleranzmechanismen, für spezifi sche bio-
technologische Prozesse nützlich sein. Das 
 Engineering des Chassis oder dessen Aus-
wahl aus einer Reihe bereits verfügbarer 
modifi zierter Stämme sollte daher unter sorg-
fältiger Berücksichtigung der geplanten 
Anwendungsbedingungen erfolgen [2].

Pseudomonaden werden aufgrund ihrer 
Stress- und Lösungsmitteltoleranz immer 
häufi ger für biotechnologische Prozesse ein-
gesetzt [3, 4]. Viele Stämme mit der höchsten 
Toleranz gehören jedoch zur Spezies Pseudo-
monas putida, die in Deutschland der Risiko-
gruppe 2 zugeordnet ist, was sie für die bio-
technologische Industrie aufgrund der damit 
verbundenen kostspieligen Sicherheitsmaß-
nahmen weniger interessant macht. Einzige 
Ausnahme ist P. putida KT2440, der zwar als 
S1-Organismus klassifi ziert ist, aber leider 
keine hohe Lösungsmitteltoleranz aufweist. 
Diese Klassifi zierung von P. putida sollte für 
einige Stämme dringend überdacht werden. 
Zusätzlich ist die Erforschung von neuen, 
interessanten bakteriellen Stämmen für bio-
technologische Anwendungen in vollem Gan-
ge. Diesbezüglich ist  Pseudomonas taiwanen-
sis VLB120 ein geeigneter Kandidat, der 
S1-klassifiziert ist und eine ausgeprägte 
Toleranz gegenüber hydrophoben organi-
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ó Die mikrobielle Produktion werthaltiger 
Feinchemikalien aus nachhaltigen Rohstof-
fen oder industriellen Reststoffströmen ist 
eine wichtige Schlüsseltechnologie, die zum 
strukturellen Wandel der erdölbasierten 

Industrie hin zu einer grünen Bioökonomie 
beiträgt [1].

Ein wichtiger Aspekt dabei ist die Auswahl 
des Wirtsorganismus und dessen Stamment-
wicklung zur Optimierung der Produktion. 

Chassis Engineering

Pseudomonas taiwanensis VLB120 als 
Plattform für die Biotechnologie

˚ Abb. 1: Schematische Darstellung der Genomreduktion im Rahmen des Chassis Engineering 
von Pseudomonas taiwanensis VLB120 zur Generierung der GRC-Stämme. Das Megaplasmid 
(pSTY), Biofi lm- (lap1, lap2, lap2) und Flagellen-assoziierte DNA-Segmente (fl ag1, fl ag2) sowie die 
Prophagen (pro1/2, pro3, pro4) wurden deletiert (GRC1). Durch die chromosomale Re-Integration 
der pSTY-codierten Effl uxpumpen-Gene (ttgGHI) ohne und mit den regulatorischen Genen ttgVW 
wurden die Stämme GRC2 und GRC3 generiert. Modifi zierte Abbildung aus Wynands et al. [6].
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ben Lösungsmitteln (1-Octanol, 1-Decanol) 
sowie eine gute Vergleichbarkeit mit Litera-
turdaten geachtet. Als Maß für die Lösungs-
mitteltoleranz der Bakterien wurde die mitt-
lere effektive Konzentration (EC50) der 
n-Alkanole in Toxizitätsversuchen bestimmt. 
Die EC50 gibt dabei an welche Konzentration 
zu einer 50%igen Verringerung der bakte-
riellen Wachstumsrate im Vergleich zur Kon-
trolle führt. Hierbei zeigte sich, dass die 
Lösungsmitteltoleranzen von GRC1 und 
GRC3 für 1-Hexanol, 1-Octanol und 1-Deca-
nol vergleichbar mit denen des Wildtyps sind 
(Abb. 3). Nur bei 1-Butanol zeigte der Wild-
typ eine bessere Robustheit als alle GRC-
Stämme. Dies kann mit der verminderten 
Hydrophobizität der Zelloberfl äche der GRC-
Stämme zusammenhängen, welche durch 
das Fehlen von Flagellen und Adhäsionspro-
teinen zustande kommt und bei einer Inku-
bation mit 1-Butanol besonders ins Gewicht 
fällt. Ein weiterer Grund könnten 1-Butanol-
abbauenden Enzyme sein, die auf dem 
Megapla smid pSTY codiert sind. Die niedri-
geren EC50-Werte für GRC2 sind wahr-
scheinlich durch die konstitutive Expression 
der TtgGHI-Effluxpumpe und den damit 
verbundenen hohen Energieaufwand erklär-
bar. 

schen Lösungsmitteln besitzt [5]. Im Rahmen 
eines Chassis-Engineering-Ansatzes wurde 
dieses Bakterium von uns insbesondere 
durch die Deletion großer DNA-Segmente 
und deren codierten Funktionen optimiert. 
Dabei wurde das Genom insgesamt um ca. 
zehn Prozent reduziert (Abb. 1, [6]). 

In den meisten biotechnologischen Prozes-
sen wird das Kultivierungsmedium durch 
Rühren durchmischt, sodass anders als in 
vielen ökologischen Systemen keine ausge-
prägten Gradienten entstehen und der Ganz-
zellbiokatalysator gleichmäßig verteilt wird. 
Die aktive Fortbewegung durch Schwimmen 
und die Ausbildung dafür benötigter Flagel-
len stellt daher für die meisten Prozesse kei-
nen Vorteil, sondern eine biosynthetische 
und energetische Bürde dar [7]. Um die Res-
sourcen für die Biosynthese und den Betrieb 
der Flagellen zu sparen, wurden die Flagel-
len-codierenden Segmente (fl ag1, fl ag2) – 
und somit die Fähigkeit zu schwimmen – 
deletiert (Abb. 2A). Damit ging jedoch auch 
eine erhöhte Biofilmbildung einher 
(Abb. 2B), was für die meisten industriellen 
Prozesse unerwünscht ist. Um dem entge-
genzuwirken, wurden drei Cluster mit struk-
turellen und regulatorischen Biofi lmgenen 
deletiert (lap1, lap2, lap3), was die Biofi lm-
bildung stark reduzierte (Abb. 2B).

In der Natur sind genetische Vielfalt und 
die Mechanismen, die zu jener führen, ein 
Vorteil, da sich dort Selektionsdrücke schnell 
ändern können. In der Biotechnologie wird 
jedoch ein genetisch stabiler und robuster 
Wirt benötigt, um reproduzierbare und ggf. 
kontinuierliche Prozesse im großen Maßstab 
zu etablieren. Unter diesem Gesichtspunkt 
sollten genetische Elemente eliminiert wer-
den, die zu Rekombination führen. Das Mega-
plasmid pSTY und große provirale DNA-Seg-
mente (pro1/2, pro3, pro4) wurden in diesem 
Zusammenhang identifi ziert und deletiert. 
Neben fast ausschließlich verzichtbaren Ele-
menten codiert das Megaplasmid pSTY 
jedoch die Effl uxpumpe TtgGHI, eine Schlüs-
selkomponente bei der Toleranz gegenüber 
hydrophoben Aromaten. Während diverser 
genetischen Modifi kationen von P. taiwanen-
sis VLB120 kam es zum spontanen Verlust 
von pSTY und somit zu einer genetischen 
Instabilität und dem Toleranzverlust gegen-
über hydrophoben Aromaten, wie Styrol und 
Toluol, die Substrate dieser Pumpe sind. 
Daher wurden die Gene der Effl uxpumpe 
(ttgGHI) nach der gezielten Deletion des 
Megaplasmids (ΔpSTY) ohne und mit den 
regulatorischen Genen (ttgVW) an die 

ursprünglich Position des überlappenden 
Prophagen 1/2 transplantiert, um neben 
dem Lösungsmittel-sensitiven Stamm GRC1 
auch einen konstitutiven (GRC2 mit 
pro1/2::ttgGHI) und induzierbaren (GRC3 mit 
pro1/2::ttgVWGHI) Lösungsmittel-toleranten 
Stamm zu generieren (Abb. 2C). Alle fi nalen 
Stämme wiesen, verglichen mit dem bereits 
schnell und effi zient wachsenden Wildtyp, 
eine erhöhte Wachstumsgeschwindigkeit 
(Abb. 2D) und höhere Biomasseausbeuten 
auf. Neben diesen verbesserten Merkmalen 
und der ermöglichten Auswahl aus einer Rei-
he von Stämmen mit unterschiedlicher 
Lösungsmitteltoleranz gegenüber hydropho-
ben Aromaten, ist es ebenfalls wichtig, dass 
die Toleranz des Wildtyps gegenüber alipha-
tischen Lösungsmitteln auch in den genom-
reduzierten Stämmen erhalten bleibt und 
diese Fähigkeit nicht mit der Reduzierung 
des Genoms, z. B. durch Veränderung der 
Zelloberfläche, beeinträchtigt wurde. Um 
dies zu überprüfen, wurden die GRC-Stämme 
sowie der VLB120-Wildtyp in einer Ver-
gleichsstudie mit verschiedenen Konzentra-
tionen von n-Alkanolen konfrontiert [8]. Bei 
der Auswahl der n-Alkanole wurde auf eine 
breite Fächerung zwischen hydrophoben 
(1-Butanol, 1-Hexanol) und stark hydropho-

˚ Abb. 2: Eigenschaften der genomreduzierten Stämme des Pseudomonas taiwanensis-VLB120-
Wildtyps. A, Schwimmverhalten des Pseudomonas taiwanensis-VLB120-Wildtyps und der 
Δfl agella-Mutante (Δfl ag1, Δfl ag2) nach 24 h in Weichagar. B, Biofi lmbildung des Wildtyps und 
der Mutanten Δfl agella, Δlap1/2/3 und Δfl agellaΔlap1/2/3 nach 10 h in Standkultur. C, Wachs-
tum der verschiedenen Stämme auf LB-Platte mit einer zweiten Phase Toluol nach Adaption mit 
Styrol. D, Wachstum in Minimalmedium mit Glucose. Modifi zierte Abbildung aus Wynands et al. [6].
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Zusammenfassend kann also festgehalten 
werden, dass der Prozess der Genomreduk-
tion Lösungsmitteltoleranz gegenüber 
n-Alkanolen nicht beeinträchtigt. Dies gilt 
auch für die Toleranz gegenüber aromati-
schen Lösungsmitteln wie Toluol und Styrol 
und anderen hydrophoben Aromaten [6] 
für die Stämme GRC2 und GRC3, in denen 
die TtgGHI-Effluxpumpe vorhanden ist 
(Abb. 2C). Die konstitutive Expression der 
Effl uxpumpe TtgGHI führte jedoch in Abwe-
senheit von Lösungsmitteln zu einem ver-
langsamten Wachstum (Abb. 2D) und einer 
reduzierten Biomasseausbeute verglichen 
mit GRC1 und GRC3. Dies verdeutlicht, dass 
es keinen Allzweck-Chassis-Stamm gibt, son-
dern dieser stets maßgeschneidert für den 
Prozess entwickelt oder ausgewählt werden 
muss. In Anwendungsbeispielen haben sich 
die GRC-Stämme als äußerst nützlich für die 
de novo-Bioproduktion von u. a. Phenol, 
4-Coumarat und Stilbenen erwiesen [6, 9, 
10]. Insbesondere P. taiwanensis GRC3 ist ein 
stabiler Chassis-Organismus mit schnellen 
Wachstumsraten und hohen Erträgen sowie 
einem stresstoleranten Phänotyp, der für 
zukünftige industrielle Anwendungen von 
großem Interesse sein dürfte.
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˚ Abb. 3: EC50-Werte für P. taiwanensis 
VLB120, GRC1, GRC2, GRC3 für A, 1-Butanol 
(dunkelgrüne Quadrate), B, 1-Hexanol (grüne 
Quadrate), C, 1-Octanol (orangefarbene Qua-
drate) und D, 1-Decanol (rote Quadrate). 
Modifi zierte Abbildung aus Cárdenas et al. [8].
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