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synthetische Fixierung von CO2 oder durch 
den Abbau von intrazellulär akkumulierter 
Stärke synthetisiert [4].

Die Algen-basierte Glycerin-Biosynthese 
ist dank ihrer direkten Kohlenstofffi xierung 
eine nachhaltige Methode zur umweltfreund-
licheren Herstellung „grüner Chemikalien“, 
wie z. B. Acrylnitril oder Karbonfasern [5]. 

Systembiologie eröffnet neue 
Einsichten zur Prozessoptimierung
Für eine effi ziente Glycerin-Biosynthese in 
Dunaliella ist ein besseres Verständnis der 
biochemischen Prozesse von entscheidender 
Bedeutung. Nur so ist es zukünftig möglich, 
optimierte Kultivierungsstrategien zu entwi-
ckeln und gezielte gentechnische Modifi ka-
tionen involvierter Biosynthese-Wege durch-
zuführen, um die Glycerinausbeute zu erhö-
hen. Zur Identifi zierung der beteiligten Bio-
synthese-Wege wurde eine systembiologi-
sche Analysestrategie verfolgt, bei der 
zunächst Transkriptom- und Genomdaten 
erhoben wurden. Durch den Vergleich der 
codierenden mRNA-Sequenzen mit den DNA-
Sequenzen des assemblierten Genoms konn-
ten valide Genmodelle vorhergesagt werden, 
deren Funktion durch Motiv- und Sequenz-
datenbanken ermittelt wurde. Da für D. terti-
olecta keine Genomsequenz verfügbar war, 
wurden in dieser Arbeit umfassende 
Sequenzdaten mit der Next-Generation-
Sequenzierungstechnologie von PacBio erho-
ben. Erst anhand der Datenbank aller codie-
renden Gene war eine genaue MS/MS basier-
te, vergleichende Proteomanalyse zur Quan-
tifi zierung der Proteine möglich (Abb. 1).

Die Identifi zierung und Quantifi zierung 
von Proteinen erfordert eine umfassende Pro-
teindatenbank aller exprimierten Gene. 
Daher wurden aus den Genom- und Tran-
skriptomdaten Genmodelle und damit eine 
nicht redundante Proteindatenbank erstellt, 
die alle möglichen Peptidsequenzen enthält. 
Durch den Abgleich der aufgenommenen 
MS/MS-Spektren mit den aus den Peptid-
sequenzen berechneten Spektren können 
eindeutige (Unique) Peptide identifi ziert und 
eindeutig einem Protein zugeordnet werden. 
Anhand der Anzahl und Qualität der Peptide 
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ó Mikroalgen sind effi ziente photosyntheti-
sche Mikroorganismen, die das Treibhausgas 
CO2 in hochwertige Stoffe umwandeln. Aus-
gewählte Mitglieder der Dunaliella-Mikro-
algenfamilie können zellulär Glycerin bilden 

und sehr hohe Salzkonzentrationen (ca. 
5,5 M NaCl) tolerieren [1,2]. Glycerin wirkt 
hier als Osmolyt gegen den hohen osmoti-
schen Druck und verhindert so die Zell-Lyse 
[3]. Glycerin wird entweder durch die photo-

Systembiologie

Biosynthese von Glycerin in Dunaliella 
tertiolecta unter Salzstress

˚ Abb. 1: Vernetzung von genomischen (Next-Generation-Sequenziertechnologie) und proteomi-
schen (MS/MS-Analyse von Peptidfragmenten nach einem tryptischen Verdau) Informationen in 
der Systembiologie, um die Reaktion des Zellmetabolismus auf z. B. äußere Reize zu evaluieren.
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Zeit nach Einleitung des Salzstresses. Außer-
dem wurden Carboanhydrasen und Enzyme, 
die mit dem Calvin-Zyklus in Verbindung 
stehen, hochreguliert. Dies deutet darauf hin, 
dass in unserer Studie das Glycerin haupt-
sächlich Photosynthese-basiert hergestellt 
wird. Trotz des Vorhandenseins gemeinsa-
mer Mechanismen bei der Reaktion auf Salz-
stress in verschiedenen Algenstämmen, z. B. 
die Anhäufung von Osmolyten und die Ionen-
homöostase, gibt es erhebliche Unterschiede. 
Wir haben viele Proteine identifi ziert, die 
nach Salzstress entweder herab- oder herauf-
reguliert werden, die nicht in früheren Stu-
dien identifi ziert wurden. Es ist wahrschein-
lich, dass diese Enzyme spezifi sch für D. ter-
tiolecta sind. Zum Beispiel wurde CP12 
(Regulatorprotein des Calvin-Zyklus, das 

können schließlich quantitative Aussagen 
über ein Protein getroffen werden.

Vergleiche mit dem Modell-
Organismus Dunaliella salina
Aktuell konzentrieren sich Proteom- und 
Transkriptomstudien zur intrazellulären 
Reaktion auf Salzstress hauptsächlich auf 
D. salina [6]. Während D. salina jedoch 
zusätzlich das orange Pigment β-Carotin als 
Reaktion auf Stress akkumuliert, fehlt diese 
exzessive Carotin-Synthese in vielen ande-
ren Arten, wie auch dem Stamm D. tertiolec-
ta. Die unterschiedliche zelluläre Reaktion 
von D. tertiolecta im Vergleich zu D. salina 
auf Salzstress weist auf wesentliche Unter-
schiede in der metabolischen Stressantwort 
hin. Ziel der aktuellen Studie war es daher, 
die intrazellulären Veränderungen in D. ter-
tiolecta auf Genom- und zeitaufgelöster Pro-
teom-Ebene zu analysieren, die durch erhöh-
te Salzkonzentrationen hervorgerufen wer-
den. Für den experimentellen Ansatz wurde 
D. tertiolecta für 30 Minuten und 24 h Hoch-
salzbedingungen ausgesetzt und anschlie-
ßend auf Proteom-Ebene untersucht.

Dunaliella tertiolecta zeigt eine 
spezifi sche Stressantwort
Die vergleichende, quantitative Proteomana-
lyse ergab, dass unter Salzstress zu beiden 
Zeitpunkten mehr Proteine hoch- als herun-
terreguliert wurden. Die meisten Proteine 
mit signifi kanten Veränderungen in der Häu-
fi gkeit wurden den Kategorien Energiepro-
duktion und -umwandlung, Aminosäure-
transport und -metabolismus sowie post-
translationale Modifikation zugeordnet 
(Abb. 2). Darüber hinaus wurde 24 h nach 
Salzstress eine signifi kante Hochregulation 
von Proteinen beobachtet, die an der RNA-
Prozessierung und -Modifi kation, der Trans-
lation und der Biogenese der Ribosomen 
beteiligt sind.

30 Minuten nach Einleitung des Salzstress 
wurden u. a. Proteine hochreguliert, die mit 
der Ca2+-Signaltransduktion in Verbindung 
stehen, wie Calcium/Calmodulin-abhängige 
Proteinkinasen, Glutamatrezeptoren und 
mechanosensitive Ionen-Kanäle der PIEZO-
Familie. Dies deutet darauf hin, dass der 
Ca2+-Signalweg eine der ersten Reaktionen 
der Dunaliella-Zellen auf Salzstress sein 
könnte. Außerdem waren Ionenkanäle, die 
wahrscheinlich eine entscheidende Rolle bei 
der Aufrechterhaltung eines ausgeglichenen 
Ionenhaushaltes (Ionenhomöostase) spielen, 
entweder hochreguliert oder sie wurden 

durch Phosphorylierung in kurzer Zeit akti-
viert. Die Phosphorylierung versetzt die Zel-
le in die Lage, reversibel und innerhalb kur-
zer Zeit auf Änderungen von Umweltparame-
tern, z. B. eine plötzliche Erhöhung der Salz-
konzentration, durch An- und Abschalten der 
Proteinaktivität, zu reagieren. Darüber hin-
aus konnten Proteine identifi ziert werden, 
die möglicherweise nur in D. tertiolecta vor-
kommen, da sie bisher noch nicht im Zusam-
menhang mit der entsprechenden Stoffwech-
selreaktion von D. salina-Zellen beschrieben 
wurden.

Während die Stärke abbauenden Enzyme 
keine Veränderungen in ihrer Häufi gkeit 
zeigten, konnten eine Hochregulierung ver-
schiedener Photosynthese-assoziierter Prote-
ine festgestellt werden, insbesondere kurze 

˚ Abb. 2: Schematische Darstellung der Proteine, die (A) 30 Minuten oder (B) 24 Stunden nach 
der Induktion von Salzstress signifi kant hochreguliert oder phosphoryliert wurden. Hochregulierte 
Proteine sind durch einen roten Rahmen oder einen roten Pfeil dargestellt. Insbesondere Proteine 
der Energieproduktion und -umwandlung, des Aminosäuretransports und -metabolismus sowie 
posttranslationale Modifi kationen auslösende Proteine wurden hochreguliert. CAH: Carboanhyd-
rase; CP12: Regulatorprotein des Calvin-Zyklus; CSP: Kälteschockprotein; HSP10/20/40: Hitze-
schockprotein 10/20/40; Pbs27: Photosystem II Pbs27 Protein; ROS: Reaktive Sauerstoffspezi-
es; Der Glycerinsyntheseweg wird zwar im Chloroplasten dargestellt, fi ndet aber auch im Zytosol 
statt. Erstellt mit BioRender.com.
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könnten die anderen identifi zierten, hochre-
gulierten Proteine die Glycerin-Synthese för-
dern, indem sie beispielsweise die Zelle vor 
schädlichen Substanzen (wie reaktiven Sau-
erstoffspezies) schützen. Zukünftige For-
schung könnte auf den in dieser Studie 
gewonnenen Resultaten aufbauend Algenzel-
len gentechnisch so modifi zieren, dass eine 
maximierte Glycerin-Biosynthese die Folge 
wäre.  ó
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einen Komplex mit der Glycerinalde hyd-3-
phosphat-Dehydrogenase bildet) zu jedem 
analysierten Zeitpunkt hochreguliert. Da es 
für seine schützende Rolle gegen oxidativen 
Stress bekannt ist, könnte es als alternativer 
Weg zum Schutz vor reaktiven Sauerstoffspe-
zies dienen. Dieser Mechanismus könnte 
eine Alternative zur Synthese antioxidativ 
wirkender Pigmente, wie β-Carotin, darstel-
len. 

Metabolische Optimierung mit 
Systembiologie
Die Proteomanalyse erlaubt durch die neu 
erstellte Proteom-Datenbank eine Identifi zie-
rung von Proteinen, die unterschiedlich 
exprimiert werden und an der Anpassung 
der Zelle an äußeren Salzstress beteiligt sind. 
Obwohl wir keine Hochregulierung von Pro-
teinen gefunden haben, die an einem mögli-
chen Glycerin-Syntheseweg direkt beteiligt 
sein könnten, konnten wir alternativ eine 
chimäre Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehy-
drogenase identifizieren. Dieses Enzym 
ermöglicht eine direkte Umwandlung von 
Dihydroxyacetonphosphat (DHAP) zu Glyce-
rin, wozu normalerweise zwei verschiedene 
Enzyme benötigt werden. Dadurch könnte 
dieses Enzym in der Lage sein, die Glycerin-
Ausbeute zu verbessern. Darüber hinaus 
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