ENTWICKLUNGEN & VERFAHREN

Das Team des Wiener Zweigs des
CD-Labors: Stefan Heinl, Esther
Egger, Katharina Spat, Stefan Gross,
Fein rd Grabherr.

Milchsaurebakterien konnen viel, aber nicht alles. Durch Methoden des Genetic und des Enzyme Engineering kon-

nen ihnen neue Stoffwechselwege beigebracht werden. Damit beschaftigt sich ein von Reingard Grabherr geleitetes

Christian Doppler-Labor.

as im steirischen Kapfenberg angesie-

delte Unternehmen Lactosan ist ein
Anbieter von Produkten auf der Basis le-
bender Milchsiurebakterien, seien es Pro-
biotika fiir die Tierernihrumg, seien es Star-
ter-Kulturen  fiir  die  Silage.  Als
Zukunftsmarkt kommt neben der Futter-
mittel- und der Biogaserzeugung auch die
Herstellung rekombinanter Proteine mit-
hilfe der Bakterienstimme in den Blick. Im
Zuge der immer weiter voranschreitenden
Optimierung der Produkte fiir diese An-
wendungsfelder stief man an den Punke,
an dem ein vertieftes molekularbiologisches
Verstindnis der eingesetzten Bakterien-
stimme den Vorteil brichte, gezielt in das
Geschehen eingreifen zu kénnen. Aus die-
sem Grund war Lactosan auf der Suche nach
einem wissenschaftlichen Partner.
Gefunden hat man diesen in der Arbeits-
gruppe von Reingard Grabherr an der Uni-
versitit fiir Bodenkultur in Wien. Grabherr
beschiftigt sich damit, das molekulare Wis-
sen {iber biologische Vorginge in Zellen in
ein gezieltes , Zell-Engineering” umzusetzen,
und hat auf diesem Gebiet schon Erfahrun-
gen mit Bakterien- und tierischen Zellen
gesammelt. Nach ersten gemeinsamen Ver-
suchen mit Milchsdurebakterien, beschloss

man, fiir die weitere Zusammenarbeit das
Modell eines Christian Doppler-Labors zu
wihlen.

,Dieses Modell bietet uns den Vorteil, als
einzelner Industriepartner eine langfristige
Kooperation mit einer Forschungsgruppe
einzugehen®, meint dazu Gerald Bliiml,
Sales Manager bei Lactosan. Von einer sol-
chen Zusammenarbeit konnte auch der Ei-
gentiimer der Firma bald iiberzeugt wer-
den.

Engineering fiir Enzyme und Zelle

Das so entstandene ,,CD-Labor fiir gentech-
nisch verinderte Milchsiurebakterien“ hat
sich zwei Ziele gesetzt: die metabolische
Leistung in der Silage zu verbessern und die
Grundlagen dafiir aufzubereiten, rekombi-
nante Proteine mithilfe von Milchsiurebak-
terien herstellen zu lassen. Neben dem Zell-
Engineering kam deshalb als weiteres Modul
das Enzyme Engineering dazu — ein Fach-
gebiet, das von Helmut Schwab an der TU
Graz abgedeckt wird. ,,Es wire zum Beispiel
sinnvoll®, erzihlt Reingard Grabherr, ,den
von Lactosan verwendeten Bakterienstim-
men, beizubringen, auch Cellulose abzu-
bauen, um so zu einer Verbesserung der

Ausbeute in der Silage zu kommen.“ Dazu
miissten Enzyme, die etwa von Pilzen oder
Termiten fiir einen derartigen Stoffwech-
selprozess verwendet werden, in den Bak-
terien exprimiert werden. Um dabei ein op-
timales Ergebnis zu erzielen, kann man
zuniichst diese Enzyme selbst einem Opti-
mierungsschritt unterwerfen, in dem man
sich deren 3D-Struktur ansieht und die
Aminosiuresequenz so adaptiert, dass die
katalytischen Eigenschaften verbessert wer-
den. Ebenso betrachtet man die fiir diese
Enzyme codierenden Gene und modifiziert
die Nucleotid-Sequenzen so, dass sie an die
Bakterien besser angepasst sind.

Von den vielen bei Lactosan zum Einsatz
kommenden Stimmen werden fiir die Arbeit
im CD-Labor vor allem zwei herausgegrif-
fen: Lactobacillus plantarum und Lactob-
acillus buchneri. ,Der Vorteil von L. plan-
tarum  ist,
vollstindig bekannt ist“, sagt Grabherr. Bei
L. buchneri ist das noch nicht so, hier be-

dass sein Genom bereits

steht eine Kooperation mit dem Center for
Biotechnology (Cebitec) an der Universitit
Bielefeld, das die Genomsequenzierung
iibernimmt. ,Das interessante an diesem
Stamm®, erzihlt Grabherr, ,ist, dass er obli-
gat heterofermentativ ist, also neben Milch-
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siure immer auch Essigsiure erzeugt” —
eine Eigenschaft, die in der Silage von gro-
fem Vortelil ist, da sie die Haltbarkeit nach
dem Offnen des Silos verbessert.

Die Genomanalyse als Grundlage

Ist das Genom einmal bekannt, gilt es,
dessen einzelnen Bauteile zu identifizieren:
einerseits solche Bauteile, die bestimmten
Stoffwechselwegen zugeordnet werden
kénnen, andererseits solche, die regulato-
rische Funktion haben und damit als
Werkzeuge fiir das Genetic Engineering
interessant sind. Ist beispielsweise das Gen
fiir ein bestimmtes, in einem Stoffwech-
selschritt wichtiges Enzym bekannt, wird
man versuchen, dieses Enzym verstirkt in
den Bakterien zu exprimieren. Dabei rei-
che es, so Grabherr, aber nicht aus, einen
einzelnen Schritt im metabolischen Ge-
samtzusammenhang isoliert zu betrachten,
vielmehr miissten die Folgen fiir die ganze
damit zusammenhingende Kaskade un-
tersucht werden. ,, Letztlich geht es darum,
Bausteine zu finden, mit denen wir alles
einbauen kénnen, was wir wollen, an der
Stelle, an der wir wollen®, fasst Grabherr
das Ziel zusammen. Dariiberhinaus miisse
aber auch betrachtet werden, wie sich die
Zellen nach dem Einbau von Genen ver-
halten. So ist etwa zu vermeiden, dass die
Zelle dadurch unter Stress gerit oder an
Robustheit verliert, auch das wire der
wirtschaftlichen Nutzung der erwiinschten
Prozesse abtriglich.

Im vergangenen Jahr wurde auch ein Pro-
jekt zur Untersuchung des Metagenoms
ciner Silage gestartet. Grabherr: ,In einer

Die Stars, um die sich alles
dreht: Milchsaurebakterien

Silage gibt es Konsortien von vielen ver-
schiedenen Arten. Besonders das, was sich
unter anaeroben Bedingungen abspielt,
ist noch wenig erforscht.” Wenn die Ge-
samtheit aller Mikroorganismen geno-
misch untersucht wird, kann man zu Aus-
sagen dariiber gelangen, wie sich
Konsortien im Verlaufe der Silage verin-
dern, was am Anfang und was im weiteren
Verlauf vorhanden ist. Eine andere Ebene
ist die Betrachtung des Sekretionsverhal-
ten der Bakterien. Grabherr: ,Wenn ein
bestimmtes Produkt von den Milchsiu-
rebakterien hergestellt wird, dann wollen
wir ja auch, dass dieses in den Uberstand
triee.

Ein erster Zwischenstand

Knapp zwei Jahre arbeitet das CD-Labor
fiir gentechnisch verinderte Milchsiure-
bakterien mit seinen beiden Zweigen in
Wien und Graz jetzt. Die erste wissen-
schaftliche Evaluation des Labors, die
nach zwei von sieben Jahren Laufzeit
stattfindet, steht unmittelbar bevor. Mitt-
lerweile hat man sich Methoden zurecht-
gelegt, mit denen man den untersuchten
Stimmen Herr werden will. Die Arbeits-
gruppe von Reingard Grabherr kennt nun
die molekularen Bausteine und baut an
Expressionsvektoren zur Verinderung der
gentischen Ausstattung. In der Gruppe
von Helmut Schwab hat man inzwischen
Enzymkandidaten fiir den Cellulose-Ab-
bau identifiziert, die auch in Milchsdure-
bakterien funktionieren. Die Optimie-
rung der Enzymstruktur ist nun der
niichste Schritt.
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