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In biotechnologischen Anwendungen ist es 
von Interesse, die Produktionskosten so nied-
rig wie möglich zu halten, dazu gehört auch 
der Einsatz günstiger Kohlenstoffquellen. 
Eine Alternative zu der noch weitverbreite-
ten Glucose ist die Nutzung von Saccharose, 
einem Nebenprodukt der Zuckerherstellung 
aus Zuckerrüben, Zuckerrohr oder Zucker-
palmen. Ein Schwerpunkt unserer Arbeit ist 
die Erweiterung des Substratspektrums von 
P. putida, sodass auch bis dato nicht nutzba-
re Stoffe als C-Quelle zur Verfügung stehen. 
In diesem Artikel möchten wir kurz den Weg 
zur Entstehung eines Saccharose-verstoff-
wechselnden Stamms durch rationales gene-
tisches Design nachzeichnen.

Eingeschränktes Wachstum auf 
Saccharose in P. putida durch cscAB 
aus E. coli W
Um P. putida das Wachstum auf Saccharose 
zu ermöglichen, ist es nötig, die Aufnahme 
und Spaltung der Saccharose zu gewähr-
leisten. Dazu setzten wir die Gene cscA und 
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ó Aufgrund seiner Robustheit, der Resis-
tenz gegenüber einer Vielzahl von Stressfak-
toren, seiner genetischen Zugänglichkeit und 
seines breiten Substratspektums, erfreut 
sich Pseudomonas putida zunehmenden 
Interes ses für biotechnologische Anwendun-
gen [1–4]. Die intrinsische Resistenz von 

P. putida liegt u. a. in der einzigartigen meta-
bolischen Architektur begründet, die es dem 
Organismus erlaubt die Menge der zur Ver-
fügung stehenden Reduktionsäquivalente 
anzupassen [5, 6] sowie in der verhältnismä-
ßig dichten äußeren Mem bran. 

Genetic engineering

Friss oder stirb! Erweiterung des 
Substratspektrums von P. putida 

˚ Abb. 1: Funktionalität der Gene cscAB aus Escherichia coli W in Pseudomonas putida. A, Aktivität der Invertase CscA in Zellextrakt,  Überstand und 
ganzen Zellen von P. putida cscAB. Der Großteil der Aktivität ist im intrazellulären Bereich nachzuweisen. B, Wachstumsraten und Biomasseausbeute 
von P. putida cscA und P. putida cscAB (Mittelwerte und Standardabweichungen aus zwei (Yx/s) bzw. drei Replikaten (CscA-Aktivität, μ)).
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von Homologie annotierten wir die ORFs als 
cscR (Repressor, PFL_3236), cscA (Saccharo-
se-Hydrolase, PFL_3237), cscB (Permease, 
PFL_3238) und cscY (Porin, PFL_3239), 
zusammen bilden sie das cscRABY-Operon. P. 
protegens Pf-5 gehört der Gattung Pseudomo-
nas an und ist damit taxonomisch deutlich 
enger mit P. putida verwandt als E. coli.

Das cscRABY-Operon ermöglicht 
zuverlässiges Wachstum auf 
Saccharose in P. putida
An erster Stelle stand nun der Nachweis, ob 
dieses Operon tatsächlich das Wachstum auf 
Saccharose ermöglicht. Dazu konstruierten 
wir unterschiedliche Plasmide, die entweder 
das gesamte Operon (pSEVA221-cscRABY) 
oder nur das für das Porin kodierende Gen 
cscY (pSEVA434-cscY) bzw. die Gene des 
Operons ohne das Porin (pSEVA221-cscRAB) 
trugen, und uns somit erlaubten, die Rolle 
der einzelnen Komponenten zu untersu-
chen. 

Nach Konjugation des Plasmids, welches 
das gesamte cscRABY-Operon trug, war 
P. putida in der Lage, auf Saccharose zu 
wachsen (Abb. 2). Wurden jedoch nur die 
Gene cscRAB eingebracht, konnte auch nach 
drei Tagen Inkubation noch kein Wachstum 
beobachtet werden. Durch Komplementation 
dieses Stamms mit dem Plasmid pSEVA434-
cscY wurde das Wachstum wiederhergestellt. 
Damit zeigten wir, dass CscY wichtig für die 
Aufnahme von Saccharose in die Zelle ist, 
indem es den Transport über die äußere 

bran. Im Gegensatz zu Enterobakterien fi n-
den sich in der äußeren Membran der Pseu-
domonaden keine unspezifi schen Diffusions-
porine wie OmpF und OmpC, sondern primär 
spezifi sche Kanalproteine für die Aufnahme 
bestimmter Stoffe. Die Abwesenheit unspe-
zifi scher Porine spiegelt sich in einer deut-
lich reduzierten Permeabilität der äußeren 
Membran wider [9] und ist auch einer der 
Gründe für die intrinsische Resistenz dieser 
Organismen gegenüber einer Vielzahl von 
Umweltgiften und Antibiotika. 

Identifi kation eines natürlichen Stoff-
wechsel wegs zum Saccharose abbau 
in P. protegens Pf-5
Um die Saccharoseaufnahme in die Zelle von 
P. putida zu verbessern, gab es unterschied-
liche Ansatzpunkte. Zum einen konnte nicht 
zweifelsfrei gezeigt werden, dass die Per-
mease CscB aus E. coli W in P. putida funk-
tional ist, zum anderen deutete vieles darauf 
hin, dass der Transport der Saccharose durch 
die äußere Membran gestört ist. Deshalb 
suchten wir in Genomen anderer Gram-nega-
tiver Organsimen nach putativen Saccharose-
Operonen mit Potenzial für die Verbesserung 
der Saccharoseaufnahme in P. putida, sei es 
durch das Vorhandensein einer alternativen 
Permease oder eines geeigneten Porins. 

Mit cscB von E. coli W als Matrize identifi -
zierten wir durch Homologiesuche mittels 
BLAST ein Gencluster in P. protegens Pf-5, 
bestehend aus den offenen Leserahmen 
(ORF) PFL_3236 bis PFL_3239. Aufgrund 

cscB aus Escherichia coli W ein, die für eine 
Invertase und ein Transportprotein codieren 
[7]. Tatsächlich war P. putida damit in der 
Lage, auf Saccharose als alleiniger C-Quelle 
zu wachsen, allerdings mit einer deutlich 
niedrigeren Wachstumsrate (μ = 0,27 ± 
0,01 h–1) als der Wildtyp auf den Monomeren 
Glucose und Fructose (μ = 0,45 ± 0,02 h–1, 
[8]). Eine genauere Untersuchung des 
Mechanismus zeigte, dass ein gewisser Pro-
zentsatz der Invertase CscA unspezifi sch aus 
der Zelle entweicht und dort die Saccharose 
spaltet. Die damit verbundene transiente 
Akkumulation von Glucose und Fructose im 
Kulturmedium war offensichtlich ausrei-
chend, um das Wachstum zu ermöglichen. In 
einem nächsten Schritt untersuchten wir die 
extra- und intrazelluläre Aktivität der Inver-
tase CscA und konnten über 90 Prozent der 
Aktivität im intrazellulären Bereich nachwei-
sen (Abb. 1A), was vermuten lässt, dass der 
Transport der Saccha rose in die Zelle den 
limitierenden Schritt darstellt. Durch Versu-
che mit Zellen, die entweder nur CscA oder 
zusätzlich CscB produzierten, konnten wir 
zeigen, dass in P. putida die Anwesenheit von 
CscB keinen Vorteil bei Wachstum auf Sac-
charose brachte (Abb. 1B). Die Stämme 
unterschieden sich weder in der Wachstums-
rate noch in der Biomasseausbeute, obwohl 
CscB nachweislich produziert wurde und in 
der Membran lokalisiert war [8]. Die Per-
mease CscB schien also in diesem Stamm 
nicht funktional zu sein. In E. coli K12 hinge-
gen waren beide Gene cscA und cscB notwen-
dig (und ausreichend!) um ein gutes Wachs-
tum auf Saccharose zu erreichen [7]. 

Warum funktionierte das nicht in gleichem 
Maße in P. putida? Im Allgemeinen müssen 
drei wichtige Aspekte in Betracht gezogen 
werden, wenn durch metabolic engineering 
ein neues Substrat einem Gram-negativen 
Organismus zugänglich gemacht werden 
soll: 
(i) Das Substrat passiert zunächst die äuße-

re Membran, 
(ii) anschließend erfolgt ein Transport über 

die Cytoplasmamembran und 
(iii) schlussendlich tritt es in den zellulären 

Stoffwechsel ein. 
Die Permease CscB sollte den Transport über 
die Cytoplasmamembran ins Zellinnere 
ermöglichen, wo durch Spaltung der Saccha-
rose durch CscA der Eintritt in den zelleige-
nen Stoffwechsel stattfi nden sollte. Ein deut-
licher Unterschied zwischen E. coli und 
P. putida zeigt sich jedoch in der struktu-
rellen Zusammensetzung der äußeren Mem-

˚ Abb. 2: Wachstum von Pseudomonas putida (pSEVA221-cscRABY) (grau) und Komplementati-
onsstudien mit P. putida (pSEVA221-cscRAB, pSEVA434-cscY) (orange) und P.  putida (pSEVA221-
cscRAB, pSEVA434) (blau) mit 3 g/L Saccharose in M9-Medium im 96-Well-Mikrotiterplatten-
Lesegerät. Die Vorkulturen wurden in LB-Medium angezogen. Dargestellt sind die Mittelwerte und 
das 95 %-Konfi denzintervall aus neun Replikaten (drei unabhängige Kulturen mit je drei techni-
schen Replikaten).
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äußere Membran eine kritische Barriere bei 
der Implementierung neuer Stoffwechsel-
wege sein kann, die Beachtung im Design 
von genetischen Elementen und Produk-
tionsstämmen zu fi nden hat. Porinen wird in 
der Regel beim metabolic engineering nicht 
allzu viel Aufmerksamkeit geschenkt. 
Abhängig von dem zu transportierenden 
Stoff können sie aber von essenzieller 
Bedeutung sein, um einen stabilen Phänotyp 
zu erhalten. Wenn bei der biotechnologi-
schen Produktion die Aufnahme des Stoffs 
in die Zelle den limitierenden Schritt dar-
stellt, kann durch die Verwendung eines 
geeigneten Porins die Produktivität gestei-
gert werden. In anderen Fällen kann ein 
Porin die allgemeine Fitness erhöhen, da es 
den Transport eines ansonsten giftigen 
Stoffs über die äußere Membran bewerkstel-
ligt. Hier war das Porin CscY entscheidend, 
um einen stabilen Saccharose-verstoffwech-
selnden Phänotyp zu erhalten. 
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das Genom von P. putida integriert, um einen 
stabilen Phänotyp zu erhalten und die Not-
wendigkeit von Antibiotikagabe zur Selek-
tion des Plasmids zu umgehen (Abb. 3). Die 
nun erreichten Wachstumsraten waren ver-
gleichbar zu denen auf den Monomeren 
Fructo se und Glucose [12]. Im Vergleich zu 
P. putida cscAB, welcher die Gene aus E. coli 
W integriert hatte, konnten wir die Raten um 
ungefähr 60 Prozent verbessern. Der postu-
lierte Mechanismus der Saccharoseauf-
nahme, das Wachstum und die Saccharose-
spaltung über die Zeit sind in Abbildung 3 
dargestellt. Nach dem Transport über die 
äußere Membran mittels CscY und die Cyto-
plasmamembran durch CscB, wird die Sac-
charose intrazellulär durch die Aktivität von 
CscA zu den Monomeren Glucose und Fruc-
tose gespalten (Abb. 3A). Glucose kann 
direkt durch die Glucokinase (Glk) verstoff-
wechselt werden, wohingegen Fructose erst 
wieder ausgeschleust werden muss, um dann 
über das Fructose-Phosphotransferasesys-
tem (PTSFru) aufgenommen und somit dem 
Stoffwechsel von P. putida zugänglich 
gemacht zu werden.  P. putida besitzt keine 
funktionale Fructokinase, die eine direkte 
Einschleusung der Fructose in den Metabo-
lismus ermöglichen würde [13]. Dies erklärt 
die transiente Akkumulation von Fructose im 
Medium (Abb. 3B). 

Ausblick
P. putida ist ein interessanter Organismus 
für biotechnologische Anwendungen, da er 
ein robustes metabolisches und biochemi-
sches Umfeld bereitstellt, das die Implemen-
tierung einer Vielzahl verschiedener Vor-
gänge ermöglicht. Hier zeigten wir, wie 
mittels rationalem Design das Substratspek-
trum von P. putida um einen weiteren 
Zucker erweitert werden konnte. Darüber 
hinaus demonstriert diese Arbeit, dass die 

Membran ermöglicht. Interessanterweise 
stellten wir fest, dass die Abhängigkeit des 
Wachstums von dem Porin CscY nur in den 
Kulturen beobachtet werden konnten, die 
aus einer Vorkultur angeimpft worden 
waren, welche auf LB-Medium kultiviert 
worden war. Wurde hingegen die Hauptkul-
tur mit Zellen einer in Mineralmedium gezo-
genen Vorkultur inokuliert, wuchsen auch 
die Zellen ohne CscY auf Saccharose, und 
zwar mit durchaus vergleichbaren Raten. 
Dieses Phänomen liegt vermutlich in dem 
unterschiedlichen metabolischen Regime 
der Kultu ren begründet. Zellen, die in Mine-
ralmedium mit Glucose wachsen, zeigen 
glykolytische Aktivität, wohingegen LB-
gezogenen Zellen Gluconeogenese durchfüh-
ren müssen. Diese unterschiedlichen 
Lebensarten führen auch zu Unterschieden 
in der äußeren Membran [10, 11]. Vermut-
lich reicht das Set von Transportern und 
Porinen, welches bei Wachstum in Mineral-
medium auf Glucose ausgebildet wird, aus, 
um in der Hauptkultur die Saccharose in das 
Innere der Zelle zu transportieren. Bei 
Wachstum der Vorkultur in LB-Medium 
scheint die Zusammensetzung anderer Art 
zu sein, sodass die Saccharose nicht in die 
Zelle gelangen kann. Mittels Periplasma-
Schwellungsexperimenten konnten wir die 
Permeabilität der äußeren Membran 
abschätzen und beobachten, dass in der Tat 
die Saccharose schneller durch die äu ßere 
Membran von Zellen, die in Mineralmedium 
mit Glucose angezogen worden waren, dif-
fundieren konnte, als durch die von in LB-
Medium kultivierten Zellen [12].

Genomintegration von cscRABY 
führt zu einem stabilen Wachstum 
auf Saccharose
Als nächster Schritt wurde das cscRABY-
Operon mittels des mini-Tn7-Transposons in 

˚ Abb. 3: A, Überblick über den Mechanismus der Saccharoseaufnahme in Pseudomonas putida att::cscRABY. Saccharose (sac) wird durch das Porin 
CscY ins Periplasma  und den Transporter CscB ins Cytoplasma transportiert. Dort wird sie durch die Aktivität der Invertase CscA in die Monomere Glu-
cose (glc) und Fructose (fru) gepalten. B, Wachstum und Spaltung von Saccharose in P. putida att::cscRABY über die Zeit im Schüttelkolbenexperiment 
mit M9-Minimalmedium mit Saccharose (Mittelwerte und Standardabweichungen aus drei unabhängigen Replikaten).
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