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EKTOINA — PRZECIWSTRESOWA CZASTECZKA PRZYSZEOSCI

CHARAKTERYSTYKA SUBSTANCJI

Ektoina jest cyklicznym aminokwasem
produkowanym przez mikroorganizmy w
celu ochrony komorki i jej organelli przed
niekorzystnym wplywem Srodowiska. Wzor
sumaryczny ektoiny to CH, N,O, nato-
miast jej masa molowa wynosi 142,2 g/mol.
Jest to substancja bezbarwna, krystaliczna,
wykazujaca wlasciwosci lekko higroskopij-
ne, o temperaturze topnienia 280°C. Kwas
1,4,5,6-tetrahydro-2-metylo-4-pyrimidyno
karboksylowy (Ryc. 1) charakteryzuje si¢
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Ryc. 1. Wzoér polstrukturalny ektoiny (kwas
1,4,5,6- tetrahydro-2-metylo-4-pyrimidyno Kkar-
boksylowy).

wysoka rozpuszczalnoScia w rozpuszczal-
nikach polarnych jak woda czy metanol,
stabilnoScia w szerokim zakresie pH 1-9,
natomiast przy pH obojetnym wystepuje w
postaci jonu obojnaczego. Ektoina wykazu-
je trwatoS¢ w wysokich temperaturach, np.
w 190°C przez 6 h.

Ektoina nalezy do osmoprotektantow,
okreSlanych jako kompatybilne substancje
rozpuszczone. Po raz pierwszy wyizolowat

ten zwiazek GALINSKI i wspotaut. (1985) z
ekstremofilnych, halofilnych, fototroficz-
nych bakterii purpurowych Ectothiorho-
dospira halochloris, Zyjacych w Wadi Na-
trun (Egipt). Opisany zwiazek okazal sie
by¢ polarnym, dobrze rozpuszczalnym i
obojetnym elektrycznie (w pH fizjologicz-
nym) (GALINSKI 1993). Osmoprotektanty
wytwarzane sa, gdy ciSnienie osmotyczne
wewnatrz komorki jest zbyt duze (DOTSCH
i wspotaut. 2008), zapobiegajac utracie
wody z komorki, jednoczeSnie nie wpltywa-
jac na metabolizm mikroorganizmu nawet
przy wysokiej koncentracji w cytoplazmie
(TROTSENKO i wspotaut. 2005). Stezenie
ektoiny w komorce, podczas wystepowa-
nia wysokiego zasolenia w podlozu, moze
siega¢ co najmniej 250mM (0,2 g/ml ma-
terialtu komorkowego), stanowiac ok. 10%
wszystkich osmoprotektantOw (GALINSKI i
wspotaut. 1985).

Strukture tego zwiazku poznano stosujac
technike NMR (ang. nuclear magnetic reso-
nance, rezonans jadrowo-magnetyczny) oraz
spektroskopie mas z technika bombardowa-
nia szybkimi atomami FAB-MS (ang. fast-atom
bombardment mass spectroscopy). Analiza
elementarna wykazata stosunek C:H:N:O row-
ny 3:5:1:1 (GALINSKI i wspotaut. 1985). Dla
utrzymania stabilnoSci czasteczki ektoine na-
lezy przechowywaé w szczelnie zamknietych
opakowaniach w temperaturze 15-25°C.
TrwaloS¢ przechowywania w takich warun-
kach wynosi ok. 4 lat.
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PROCES SYNTEZY EKTOINY

Synteza ektoiny jest inicjowana przez eks-
tremalne warunki Srodowiska mikroorgani-
zmOw, a hamowana, gdy czynnik stresowy
zaniknie, stanowiac rodzaj systemu obronne-
go. Skrajne warunki Srodowiska, sprzyjajace
produkcji ektoiny przez mikroorganizmy to:
bardzo wysoka lub niska temperatura, wyso-
kie zasolenie czy tez wystepowanie substan-
¢ji niesprzyjajacych wzrostowi. Kwas 1,4,5,6-
tetrahydro-2-metylo-4-pyrimidyno karboksylo-
wy syntetyzowany jest analogicznie, jak inne
aminokwasy cykliczne takie jak: L-treonina,
L-lizyna i L-metionina. Szlak biosyntezy ek-
toiny zostal opisany na podstawie kilku ga-
tunkow bakterii halofilnych (TROTSENKO i
wspotaut. 2005). Pierwszym etapem synte-
zy jest fosforylacja kwasu L-asparaginowe-
go oraz nastepnie konwersja kwasu L-aspa-
raginowego do L-asparaginiano-fosforanu
przez kinaze asparaginianowa (enzym Ask).
Dalej odbywa si¢ synteza L-asparaginiano-
B-semialdehydu z L-asparaginiano-fosfo-
ranu, katalizowana przez dehydrogenaze
L-asparaginiano-f-semialdehydu (enzym Asd).
Nastepnie L-asparaginiano-f-semialdehyd jest
przeksztatcany przez aminotransferaze kwasu
diaminomastowego (enzym EctB) do kwasu
L-2,4-diaminomastowego (DABA, diaminobu-
tyric acid, kwas diaminomastowy). Kolejnym
etapem jest transformacja powstalego wcze-
Sniej kwasu DABA przez acetylotransferaze
kwasu diaminobutylowego (enzym EktA) do
kwasu Ny-acetylodiaminobutylowego (Ryc. 2)
(TROTSENKO i wspotaut. 2005, RESHETNIKOV i
wspotaut. 2011). Kolejny enzym szlaku pro-
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dukcji ektoiny to syntetaza ektoiny (EctC),
ktora przeksztalca wczeSniejszy produkt,
kwas Ny-acetylodiaminobutylowy, do osta-
tecznej formy kwasu 1,4,5,6- tetrahydro-2-me-
tylo-4-pyrimidyno karboksylowego (Ryc. 2)
(TROTSENKO i wspotaut. 2005, RESHETNIKOV i
wspotaut. 2011). W niektorych przypadkach
w komorkach mikroorganizmow wytwarza-
ny jest jeszcze jeden dodatkowy enzym, hy-
droksylaza ektoiny (EktD), ktorego dziatanie
prowadzi do transformacji ektoiny w hydrok-
syektoine. Podczas procesu hydroksylacji na-
stepuje dekarboksylacja 2-oksoglutaminianu
(Ryc. 3). Gen kodujacy enzym EktD zostat
zidentyfikowany w 67 gatunkach mikroorga-
nizmoéw, np. Chromohalobacter salexigens,
Streptomyces coelicolor oraz Marinococcus.
Ektoina i hydroksyektoina pod wzgladem
chemicznym sa do siebie bardzo podobne i
oba zwiazki petlnia funkcje kompatybilnych
substancji rozpuszczonych. Ich oddziatywa-
nie na makromolekuly komorki moze sie
rozni¢ Na przyklad interakcja ektoiny z kwa-
sem deoksyrybonukleinowym (DNA, kwas
deoksyrybonukleinowy) obniza temperature
topnienia, podczas gdy jej pochodna, hydrok-
syektoina, podwyzsza. Przypuszcza si¢, ze
mikroorganizmy narazone na dzialanie wyso-
kich temperatur syntetyzuja witasnie hydrok-
syektoine (REUTER i wspotaut. 2010).

U niektéorych  mikroorganizméow  zi-
dentyfikowano szlak degradacji ektoiny,
np. w halofilnych bakteriach Halomonas
elongata i Chromohalobacter salexigens
(SCHWIBBERT i wspotaut. 2011). Wowczas to
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Ryc. 2. Schemat syntezy ektoiny (wg RESHETNIKOV i wspotaut. 2011, zmieniona).
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Ryc. 3. Schemat reakcji transformacji ektoiny do hydroksyektoiny poprzez dziatanie EktC. (wg

REUTER i wspotaut. 2010, zmieniona).

kwas 4,5,6,7-tetrahydro-2-metylo-1H-[ 1,3]-
diazepino-4-S-karboksylowy nie tylko spetnia
role osmoprotektanta, ale stanowi rOwniez
zrodto wegla, azotu i energii dla komorki
(PASTOR i wspotaut. 2010). Degradacja ek-
toiny odbywa si¢ z udzialem grupy enzy-
mow DoeABCD (ang. degradation of ectoine
ABCD, enzymy degradacji ektoiny ABCD) do
kwasu L-asparaginowego. Na pewnym eta-
pie degradacji powstaly zwiazek moze by¢
ponownie wilaczony w szlak syntezy ekto-
iny. Okazato si¢, ze kwas L-diaminobutylowy
jest zwiazkiem laczacym oba procesy; moze
tworzy¢ wspolny cykl syntezy-degradacji. W
pierwszym etapie degradacji odnotowano
dzialanie hydrolazy ektoiny (enzym DoeA),
prowadzace do powstania kwasu No-acetylo-

L-2,4-diaminobutylowego. Nastepnie odby-
wa si¢ transformacja kwasu No-acetylo-L-2,4-
diaminobutylowego (enzym DoeB) do kwasu
L-diaminobutylowego z udzialem enzymu de-
acylazy No-acetylo-L-2,4-diaminobutylowego.
Kolejnym etapem jest reakcja transamina-
¢ji (transaminaza kwasu L-24-diaminoma-
stowego — enzym DoeD), w wyniku ktorej
powstaje semialdehyd kwasu L-asparagino-
wego. Cykl degradacji ektoiny koficzy sie
utlenieniem powstatego semialdehydu do L-
-asparaginy przez dehydrogenaze semialde-
hydu kwasu asparaginowego (enzym DoeC)
(SCHWIBBERT i wspotaut. 2011). Powstaly ami-
nokwas moze by¢ ponownie wykorzystany w
metabolizmie mikroorganizmu.

ZDOLNOSCI OCHRONNE EKTOINY I INNYCH SUBSTANCJI KOMPENSUJACYCH

Ektoina i inne zwiazki kompensujace (np.
alkohole wielowodorotlenowe, trehaloza,
betaina, prolina) swoje szczegolne wilaSci-
woSci zawdzieczaja budowie czasteczki oraz
naturze mozliwych oddziatywan. Obecnos¢
soli w roztworach wodnych zaburza struktu-
r¢ cieklej wody przez oddzialywania wolnej
pary elektronéow z kationem oraz atomow
wodorowych z anionem, tworzac ustabilizo-
wane elektrostatycznie otoczki hydratacyjne
wokot jonow. Tak unieruchomione czastecz-
ki wody sa niedostepne dla makroczasteczek
wykazujacych charakter hydrofobowy (ap.
biatka), gdyz rozpuszczalnik polarny (woda)
jest mocniej utrzymywany przez pole elek-
tryczne jonOw o wyzszym stosunku ladunku
do promienia (JAKUBOWSKA 2012).

Gdy do takiego ukladu wprowadzi si¢
substancje kompensujace oddzialywanie jon-
-czasteczki wody, wowczas pojawia si¢c efekt
protekcyjny, zwiazany ze zdolnoScia do po-
wtornego uporzadkowania czasteczek wody
poprzez rozbudowanie pomiedzy nimi sieci
wigzan wodorowych. Zwiazki o charakterze
kompensujacym usuwane sa poza powloke
hydratacyjna biatek (tzw. model preferen-
cyjnego wykluczenia), co ttumaczy efekt sta-
bilizacji bialek, wynikajacy ze zmniejszenia
powierzchni oddziatywania (zjawisko bar-
dziej korzystne z punktu widzenia entropii).
Zdolnos¢ te okresla sie mianem kosmotropii
(z grec. xoyopoc, porzadek), odnosi sic ona
do tworzenia struktur uporzadkowanych, po-
przez wzmacnianie struktury wody. Prawdo-
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podobnie powodem preferencyjnego wyklu-
czenia jest silne powinowactwo substancji
kompensujacych (osmolitow) wobec czaste-
czek wody (MOELBERT i wspoétaut. 2004, EM-
PADINHAS i DA COSTA 2008).

Osmolity nie wykazuja bezposredniego
oddzialywania z bialkami enzymatycznymi,
dzieki czemu aktywnoS¢ Kkatalityczna jest
niezaktocona. Potwierdzaja to badania pro-
wadzone przez YU i NAGAOKA (2004), w kto-
rych wykazano, ze ektoina spowalnia dyfuzje
czasteczek wody wokot biatka. Poprzez sub-
stancje kompensujaca, ktora blokuje wymia-
ne protondéw grupy amidowej, potwierdzono
wplyw na stabilizacj¢ inhibitora 2-chymo-
trypsyny oraz fakt, ze ektoina nie wchodzi
w interakcje z powierzchnia biatka lub nie
zmienia jego otoczki hydratacyjnej (YU i Na-
GAOKA 2004, LENTZEN i SCHWARZ 2000).

Poza zdolnoScia do tworzenia otoczki hy-
dratacyjnej bialek, substancje kompensujace
wplywaja takze na stabilizacje takich makro-
czastek jak DNA. Na ogol, wysokie stezenie
substancji kompensujacych w postaci jonow
obojnaczych, powoduje zwiekszenie stalej

dielektrycznej roztworu, zmniejszajac w ten
sposob oddzialywania jonowe i wplywa na
stabilnos¢ helisy DNA. Wykazano, ze ektoina,
podobnie jak jej hydroksylowa pochodna,
obniza temperatur¢ topnienia dwuniciowe-
go DNA, a dodatkowo zwicksza stabilnos¢
termiczna polimerazy DNA w wyzszych tem-
peraturach, a zatem moze by¢ stosowana w
celu poprawy etapu elongacji lub calej re-
akcji tancuchowej polimerazy (PCR), czy se-
kwencjonowania. Stwierdzono takze, ze ekto-
ina i hydroksyektoina uczestnicza w mecha-
nizmie obronnym Streptomiyces sp., chroniac
DNA bakterii przed interakcja z aktynomy-
cyna D, bedaca produktem ich metabolizmu
(LENTZEN i SCHWARZ 2000).

Rozpoznano ponadto, ze ektoina i jej
pochodne hamuja wpltyw rodnikow hydrok-
sylowych, poprzez zabezpieczenie kwasow
nukleinowych przed uszkodzeniem w warun-
kach in vitro, a takze w mitochondriach czy
komorkach fibroblastow, przeciwdziatajac
uszkodzeniom, wywolanym przez promienio-
wanie UV (LENTZEN i SCHWARZ 20006).

BIOTECHNOLOGICZNA PRODUKCJA EKTOINY

Do potowy lat 90. nie opracowano wydaj-
nych sposoboéw wytwarzania ektoiny w iloSci
wystarczajacej na komercyjne zastosowanie.
Jedyna metoda otrzymywania kwasu 1,4,5,6-
tetrahydro-2-metylo-4-pyrimidyno  karboksy-
lowego byla synteza chemiczna. Rosnace za-
potrzebowanie handlowe doprowadzilo do
szeregu dzialan zmierzajacych do zwigksze-
nia wydajnosci naturalnej biosyntezy (PASTOR
i wspotaut. 2010). Zaletami tej metody jest
wyzsza specyficznos¢ otrzymanego produktu
oraz stosowanie lagodniejszych warunkow w
porownaniu z synteza chemiczna. Ponadto,
biotechnologiczne procesy sa bardziej przy-
jazne dla Srodowiska, gdyz nie generuja tok-
sycznych odpadéw. Z drugiej strony jednak
wymagaja wysokiej klasy sktadnikow odzyw-
czych dla mikroorganizméw oraz zapewnie-
nia odpowiednich warunkéw wzrostu, takich
jak: optymalne pH, temperatura, napowie-
trzanie (PASTOR i wspotaut. 2010).

Produkcja ektoiny na skale przemystowa
obejmuje procesy: ,upstream” (z ang. gorno-
strumieniowy) obejmujace etap fermentacji
i wytwarzania substancji biologicznie czyn-
nych oraz ,downstream”(z ang. dolnostru-
mieniowy), w ktérym pozadana substancja
jest izolowana, oczyszczana, analizowana i

przygotowywana do sprzedazy (Ryc. 4). Po-
niewaz ektoina gromadzi si¢ wewnatrz ko-
morek w celu wyrownania zewnetrznego
ciSnienia osmotycznego, dlatego tez istnieje
koniecznoS¢ zastosowania procesu ekstrakcji.
Obecnie stosowana jest metoda tzw. ,down-
shock” (z ang. ,dojenie”), uzywana do uwal-
niania ektoiny z wnetrza komoérek bakteryj-
nych. Gléwnymi czynnikami w tym procesie
sa zmiany podloza oraz szok osmotyczny.
Najbardziej korzystnym rozwigzaniem jest
zastosowanie bakterii Gram-ujemnych, ktore
sa znacznie bardziej wrazliwe na zewnetrzne
zmiany zasolenia, a takze posiadaja mniejszy
wspotczynnik przezywalnosSci (LOUIS i wspol-
aut. 1994), ktory zalezy od sposobu procesu
»dojenia”, dotyczy to zwlaszcza zmian zakre-
su zasolenia podloza. Dla por6wnania, bakte-
rie Gram-dodatnie nie sa wrazliwe na zmiany
osmotyczne ze wzgledu na ich sztywna Scia-
n¢ komorkowa oraz nie wydzielaja nagroma-
dzonych wewnatrzkomoérkowo osmoprotek-
tantOw podczas procesu ,dojenia”. W przy-
padku bakterii Gram-dodatnich wymagane
jest odsalanie podloza przed rozpoczeciem
ekstrakcji ektoiny innymi metodami (PASTOR
i wspotaut. 2010). Glowna zaleta procesu
»dojenia” bakterii jest mozliwoS¢ wydobycia
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Ryc. 4. Ogolny schemat technologiczny bioprodukcji ektoiny (wg PASTOR i wspotaut. 2010).

danego produktu wielokrotnie, bez znaczacej
utraty zywotnosci komorek, natomiast ogra-
niczeniem jest fakt, iz proces ten moze by¢
zastosowany jedynie u bakterii Gram-ujem-
nych. System ,dojenia” naklada rowniez pew-
ne restrykcje dotyczace wydajnosci. W zwiaz-
ku z tym, pozadane jest wykorzystywanie mi-
kroorganizmow, ktore sa w stanie wydzielac¢
ektoine bez koniecznoSci stosowania proce-
su ekstrakcji, lecz wylacznie poprzez zmiang¢
zewnetrznego zasolenia (PASTOR i wspolaut.
2010).

Istnieja dwa gléwne systemy biologicznej
bioprodukcji ektoiny, wykorzystujace nie-ha-
lofilne mikroorganizmy, posiadajace hetero-
logiczne geny odpowiedzialne za synteze ek-
toiny oraz halofilne, naturalnie wystepujace
mikroorganizmy. W wickszoSci przypadkow
okazuje sie¢, ze naturalni producenci syntety-
zuja duza iloS¢ ektoiny, czeSciowo z powodu
braku metabolicznych przeszkéd, wywola-
nych przez glowny metabolizm mikroorga-
nizmoéw oraz wykazuja optymalna wydajnosc
w systemach heterologicznych. Stosowanie
mikroorganizmOw nie-halofilnych wiaze sie
Z ograniczeniami zwiazanymi z wykorzysta-

niem plazmidoéw, jako wektorow genow ko-
dujacych enzymy szklaku syntezy ektoiny.
Opracowanie wlasciwej pozywki, strategii
odzywania, utrzymywanie wysokiej gestosci
komoérek w hodowli mikroorganizmow oraz
umozliwi optymalna syntez¢ ektoiny i jej
efektywne pozyskiwanie (PASTOR i wspotaut.
2010).

Inna strategia zwickszenia skali syntezy
ektoiny jest zastosowanie halofilnych mikro-
organizmow uzyskiwanych droga inzynie-
rii genetycznej. Na przyklad wykorzystanie
bakterii Halomonas elongata, do ktorych
wprowadzono gen thpD, pochodzacy ze
Streptomyces crysomallum, dzicki ktorym
ulepszono wydajnos¢ syntezy hydroksyekto-
iny (PRABHU i wspotaut. 2004). Obecnie naj-
efektywniejszym procesem syntezy ektoiny
jest wykorzystanie naturalnych producentow
oraz techniki ,dojenia” bakterii. Dlatego tez
doskonalenie szczepow i optymalizacja synte-
zy ektoiny jest niezbedna celem zwickszenia
wydajnosci, minimalizacji wad klasycznych
bioprocesOw oraz zmniejszenia ceny produk-
tu (PASTOR i wspotaut. 2010).
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Tabela 1. Mikroorganizmy produkujace ektoine (wg PASTOR i wspotaut. 2010).

Mikroorganizm

Kompatybilna substancja rozpuszczona

Stezenie soli

)

Actinobacteria

Brevibacterium epidermie DSM 20659
Brevibacterium linens
Brevibacterium sp. strain JCM 6894
Kocuria varians CCM3316
Nesterenkonia halobia DSM 20541T
Nocardiopsis sp. A5-1

Streptomyces coelicolor A3 (2)
Streptomyces griseolus DSM 40067T
Firmicutes

Bacillus alcalophilus DSM 485T
Bacillus agaradhaerens DSM 8721T

Bacillus clarkii DSM 8720T

Bacillus halodurans DSM 497T

Bacillus mojavensis DSM 9205T

Bacillus pseudalcaliphilus DSM 8725T
Bacillus pseudofirmus DSM 8715T
Gracilibacillus halotolerans DSM 11805T
Halobacillus halophilus DSMZ 2266T

Halobacillus trueperi DSM 10404T

Marinococcus halophilus DSM 20408T
Marinococcus sp. M52

Salimicrobium albus DSM 20748T
Sporosarcina pasteurii DSM 33T
Sporosarcina psycrophila DSM 3T
Virgibacillus marismortui DSM 12325T
Virgibacillus pantothenticus DSM 26
Virgibacillus salexigens DSM 11438
Proteobacteria

a-Proteobacteria

Rhodovibrio salinarum BN 40
Rhodovulum sulfidophilum DSM 1374T
y-Proteobacteria

Chromohalobacter  marismortui

17056
Chromohalobacter salexigens DSM 3043T

Halomonas boliviensis DSM 15516T
Halomonas campisalis ATCC 700597

Halomonas elongata ATTC 33173T

Halomonas elongata DSM 142

Halomonas elongata K63

Halomonas halmophila CCM 2833T
Halomonas halophila CCM 3662T
Halomonas halodenitrificans DSM 735T
Halomonas variabilis DSM 3051T

ATCC

Ektoina

Ektoina

Ektoina

Ektoina, betaina, trehaloza, hydroksyektoina
Ektoina, betaina, trehaloza, hydroksyektoina
Ektoina, trehaloza, hydroksyektoina
Ektoina, hydroksyektoina

Hydroksyektoina, betaina, trehaloza

Ektoina, glutaminian

Glutaminian, ektoina, f-glutaminian
Glutaminian, ektoina, hydroksyektoina,
B-glutaminian

Glutaminian, ektoina, p-glutaminian
Glutaminian, prolina, ektoina
Glutaminian, ektoina

Glutaminian, prolina, ektoina, alanina
Glutaminian, ektoina, hydroksyektoina
Ektoina, prolina, glutaminian glutamina
Glutaminian, ektoina, hydroksyektoina,
N-g-acetylo lizyna

Ektoina, hydroksyektoina
Hydroksyektoina

Ektoina, alanina, hydroksyektoina
Ektoina, glutaminian

Ektoina, glutaminian

Glutaminian, ektoina, hydroksyektoina
Ektoina, glutaminian, hydroksyektoina
Ektoina, glutaminian

Betaina, ektoina
Ektoina

Ektoina, betaina

Ektoina, hydroksyektoina, glutaminian, gluta-
mina

Ektoina, hydroksyektoina

Ektoina, hydroksyektoina, glicyna, betaina
Ektoina, glutaminian, glicyna, betaina, alanina,
hydroksyektoina

Ektoina, glutaminian, alanina, NADA, hydrok-
syektoina

Ektoina, alanina, NADA, hydroksyektoina
Ektoina, glutaminian, alanina

Ektoina, glutaminian

Ektoina

Hydroksyektoina, betaina, ektoina, trehaloza

1,71
1,71
1,71
0,5

0,86

173
1,8
1,6
1,5

1,6

2,5

1,71
1,54
1,71
0,68

1,8

3!4

5142
1,71

1,71

3

2,58
3

1,3-1,7-4,3

2,56

2,56
1,71
1,71
1,71
1,71
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Halorhodospira abdelmalekii DSM 2110T Betaina, ektoina, trehaloza

Halorhodospira halochloris DSM 1059T
Halorhodospira halophila DSM 244T
Marinobacter hydrocarbonoclasticus
Pantoea agglomerans strain CPA-2

Ektoina

Betaina, ektoina, trehaloza
Ektoina, betaina, glutaminian, p-glutaminian 1,5
Ektoina, glicyna, betaina 1,2

3,42
3,42
3,42

Pseudomonas halophila DSM 3050T Betaina, hydroksyektoina, ektoina 1,71
;’Zztidomonas halosaccharolytica  CCM Ektoina, alanina, hydroksyektoina 1,71
Thioalkalibacter halophilus DSMZ 19224  Ektoina, glicyna, betaina 3
Vibrio alginolyticus DSM 2171T Ektoina, alanina 1,71
Vibrio cholerae O139 strain MO10 Ektoina 0,5
Vibrio costicola CCM 2811 Ektoina, betaina 1,71
Vibrio fischeri DSM 507 Ektoina, glutaminian, betaina 0,86
Vibrio fischeri DSM 7151 Glutaminian, ektoina, betaina 0,86
Vibrio harveyi DSM 2165 Ektoina, GABA, glutaminian, alanina 0,86
Vibrio harveyi DSM 6904 Ektoina, glutaminian 0,86
Vibrio parahaemolyticus RIMD2210633 Ektoina 1

Waznym czynnikiem, zapewniajacym wy-
soka produkcje ektoiny jest osiagniecie wy-
sokiej gestosci komorek w fermentatorze.
Wysoka gestos¢ komorek hodowli HCDC
(ang. high cell-density cultivations) stoso-
wana jest do bioprodukcji antybiotykow,
rekombinowanych biatek, metabolitow, po-
limerow (CANOVAS i wspotaut. 2003, SHILO-
ACH i FAss 2005, BERNAL i wspotaut. 2007).
Maksymalne zageszczenie komorek w opty-
malnych warunkach jest zréznicowane w za-
leznoSci od rodzaju mikroorganizmow. Tra-
dycyjne HCDC u mezofili i drozdzy pozwa-
la osiagna¢ warto$¢ biomasy w granicach
100-250 g, -L™' (RIESENBERG i GUTHKE 1999),
natomiast u halofili wartosci te sa zazwyczaj
nizsze do 61 g, -L' (GUZMAN i wspoétaut.
2009, FALLET i wspotaut. 2010, VAN-THUOC i
wspotaut. 2010).

Zdolnos¢ do syntezy ektoiny jest naj-
bardziej rozpowszechniona wsrod o i
y-Proteobacterii i Actinobacteria. Zaobserwo-
wano ja rOwniez u P, d- i e-Proteobacteria,
Firmicutes i Plantomycete (Tabela 1).

Jest ona mozliwa réwniez u fotosynte-
tycznych bakterii z rodzaju Halorhodospira,
jak rowniez chemoheterotroficznych bakterii
z rodzaju Halomonas, Chromohalobacter, Vi-
brio, Pseudomonas i Marinobacter (ROBERTS
2005, VAN-THUOC i wspotaut. 2009), Actino-
bacteria w tym kilka gatunkow z rodzaju
Brevibacterium i Streptomyces, Firmicutes
w tym kilka gatunkow z rodzaju Bacillus
i blisko spokrewnionych rodzajow, takich
jak Virgibacillus, Salibacillus, Halobacillus
(KUHLMANN i BREMER 2002, HEERMANN I JUNG
2004) i Marinococcus halophilus (LOUIS i GA-
LINSKI 1997, HAGEMANN 2011).

ZASTOSOWANIE EKTOINY

Bioprotektanty maja wiele zastosowan,
gdyz tagodza skutki dzialania zmian tempe-
ratury, przegrzania, chlodzenia, odwadniania,
wysokiego zasolenia, promieniowania i in-
nych czynnikow wplywajacych negatywnie
na stabilnoS¢ biatek, kwasow nukleinowych
biomembran, a nawet calych komoérek. Spo-
srod wielu roznych substancji dotychczas
zbadanych najwicksze witaSciwosci stabili-

zujace wykazuje ektoina (CATH i wspoOlaut.
2006, PASTOR i wspotaut. 2010).

W biotechnologii ektoina oraz jej pochod-
na hydroksyektoina sa wykorzystywane m.in.
do stabilizacji enzymow, ochrony struktury
DNA i struktury biatek. Stabilizujace wtaSci-
wosci ektoiny byly testowane w roéznych
procesach enzymatycznych.
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Do najwazniejszych zastosowan mozna zali-
czy¢:

— ochrone przed degradacja biatek re-
kombinowanych, agregacja i zamrazaniem
(BARTH i wspotaut. 2000);

— termostabilizacje syntetazy cyjanoficy-
nowej in vitro; stanowiaca material zapaso-
wy sinic (HAI i wspotaut. 2002);

— termostabilizacje fitazy (90°C), ktora
nalezy do enzymow o wlasciwoSciach kata-
litycznych, regulujacych przebieg procesow
zyciowych, wytwarzanych przez kazdy zywy
organizm. Prawie wszystkie pasze roSlinne
zawieraja fitaze roOzniaca sie aktywnoScia.
Najwyzsza aktywnoScia fitazy charakteryzuje
sie zyto, pszenica i otr¢by pszenne, najnizsza
za$ owies, kukurydza i groch. Ektoina wyraz-
nie stabilizuje katalityczna wydajnos¢ fitazy
w wysokiej temperaturze wykazujac siedmio-
krotny wzrost w poréwnaniu do fitazy nie-
wspomaganej przez ektoin¢ (ZHANG i wspot-
aut. 20006);

— ochrone przed stresem zamrazania i
rozmrazania immunotoksyn. Nierozpuszczal-
ne i nienatywne biatka ulegajace nadekspre-
sji czesto moga by¢ czeSciowo zdenaturowa-
ne, a w obecnosSci osmoprotektantow rege-
neruja sie (BARTH i wspotaut. 2000);

— role wzmacniacza w reakcjach PCR
(ang. polymerase chain reaction, reakcja tan-
cuchowa polimerazy). Homoektoina, nowa
syntetyczna pochodna ektoiny, zwicksza spe-
cyficznos¢ PCR o 100% (SCHNOOR i wspotaut.
2004),

— poprawe jakoSci mikromacierzy DNA.
Niskie stezenie milimolowe hydroksyektoiny,
fosforanu diglicerolu potasu oraz mannosylu
glicerolu potasu zmniejszaja tto mikromacie-
rzy DNA oraz zapewniaja efektywnoS¢ hybry-
dyzacji (MASCELLANI i wspotaut. 2007);

— ochrone biatek LDH (ang. lactate dehy-
drogenase, dehydrogeneza mleczanowa) oraz
fosfofruktokinazy przed stresem oksydacyj-
nym (ANDERSSON i wspotaut. 2000);

— zwigkszenie stabilnoSci i temperatury
topnienia RNazy. Znaczaca stabilizacja RNa-
zy A przez hydroksyektoine czyni ja dobrym
stabilizatorem w procesach biotechnologicz-
nych, w ktorych wykorzystuje si¢ enzymy
w obecnoSci czynnikéw denaturujacych, np.
wysokiej temperatury (KNAPP i wspotaut.
1999);

— stabilizacje kompleksu zawierajacego
LRP (ang. leucine rich repeats, powtorzenia
bogate w aminokwas leucyne¢). Wykazano, ze
DNA wigzace sie z biatkami H-NS (ang. histo-

ne-like nucleoid structuring protein, histo-
nopodobne biatka) stymuluje kompleks LRP,
tak jak ektoina, zapewniajac jednokomorko-
wym mikroorganizmom odpowiedni poziom
nawilzenia, takze stymuluje wiazanie LRP
(PuL i wspotaut. 2007);

— ochrone btony komorkowej przed
srodkami powierzchniowo czynnymi (GRAF i
wspotaut. 2008).

W medycynie oraz kosmetyce ektoina ma
bardzo szerokie zastosowanie. Moze by¢ wy-
korzystywana w celu ochrony lub zapobiega-
nia przed niektorymi chorobami, posiada bo-
wiem duzy potencjal jesli chodzi o ochrone
skory, komorek, stabilizacje bialek w organi-
zmie czy tez reakcji alergicznej. Do poten-
cjalnych zastosowan terapeutycznych nalezy:

— ochrona przed nanoczasteczkami, wy-
wolujacymi zapalenie pluc. Podawanie ekto-
iny hamuje powstawanie nanoczasteczek, kto-
re wysylaja sygnat odpowiedzialny za powsta-
wanie prozapalnych reakcji w komorkach na-
btonka pluc (SYDLIK i wspotaut. 2009);

— ochrona komoérek nerwowych przed
powstawaniem toksycznych form bialek z
fancuchami poliglutaminianu, ktére wywotu-
ja zmiany konformacyjne bialtka powodujac
tworzenie agregatOw, a nastepnie Smierc ko-
moérek (FURUSHO i wspoétaut. 2005);

— hamowanie agregacji oraz neurotok-
sycznosci p-amyloidu w chorobie Alzheime-
ra; moze stanowi¢ wiec potencjalna terapi¢
antyamyloidowa w leczeniu choroby Alzhe-
imera, hamujac powstawanie amyloidu Ap42
(ang. amyloid B 42 amino acids) in vitro i
zmniejsza jego toksycznos¢ w stosunku do
ludzkich komorek neuroblastomy (KANAPA-
THIPILLAI i wspolaut. 2008);

— zahamowanie agregacji i neurotok-
sycznos$ci peptydu prion 106-206 odpowie-
dzialnego za chorobe Creutzfeldta-Jakoba.
Priony agreguja do odpornych na proteazy
wlokien amyloidowych, tym samym powodu-
jac Smier¢ neuronOw poprzez apoptoz¢ oraz
rozprzestrzenianie i przerost komorek glejo-
wych; komorki neuroblastoma inkubowane
z ektoina i prionami wykazuja wyzszy wskaz-
nik przezycia w porOwnaniu z proba kontro-
Ina (KANAPATHIPILLAI i wspotaut. 2008);

— hamowanie powstawania amyloidu in-
suliny. Agregacja bialek prowadzi do powsta-
wania wysoce regularnych agregatow okre-
Slanych jako amyloidy, wykazano, ze ektoina
bardzo skutecznie hamuje powstawanie amylo-
idu, zmniejszajac jego inicjacj¢ i faze elongacji
amyloidu insuliny iz vitro (ARORA i wspolaut.
2004);
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— ochrona jelita cienkiego przed nie-
dokrwieniem i reperfuzja. Niedokrwienie
i pozniejsze uszkodzenia reperefuzyjne po-
zostaja glownym ograniczeniem w pomysSl-
nej transplantacji jelita cienkiego. Uznaje
sic powszechnie, ze uszkodzenia reperfu-
zyjne sa podstawowym patofizjologicznym
mechanizmem uszkodzenia Sluzowki jelita,
mimo ze blona Sluzowa jelit ma wysoka
zdolnos¢ regeneracyjna. Wykazano, ze mor-
fologiczne odzyskanie uszkodzonej blony
Sluzowej po 24 godzinach przechowywa-
nia w niskiej temperaturze wymaga co naj-
mniej 1 miesiaca. To dlugotrwale uszkodze-
nie przyczynia si¢ nie tylko do odrzucenia
przeszczepu, ale takze do réznych powi-
ktafn pooperacyjnych, takich jak transloka-
cji bakteryjnej czy absorpcji endotoksyn.

Ektoina skutecznie chroni:

— btone Sluzowa jelit poprzez zmniejsza-
nie stezenia ceramidu, ktory jest mediatorem

apoptozy i stresu oksydacyjnego, poprawia-
jac tym samym funkcjonalnosS¢ bariery btony
Sluzowej (WEI i wspotaut. 2009);

— skore u ludzi przed starzeniem sie (sku-
mulowany efekt czynnikow zewnetrznych ta-
kich jak promieniowanie, wiatr, wilgo¢, eks-
tremalne temperatury prowadzi do starzenia
sie skory) i przed czynnikami stresowymi,
ktore zazwyczaj prowadza do jej odwodnie-
nia (BUNGER 1999, GRAF i wspoétaut. 2008),
a takze przed Swiattem widzialnym (Swiatlo
widzialne powoduje uszkodzenie DNA). Wy-
kazano, ze te uszkodzenia sa mniejsze przy
zastosowaniu ektoiny o 92,7% wobec Swiatla
widzialnego i 68,9% wobec promieniowania
UV/VIS (BOTTA i wspotaut. 2008 );

— stabilizuje btone¢ komorki przed szko-
dliwym wplywem substancji powierzchnio-
wo czynnych.

WYROBY MEDYCZNE ZAWIERAJACE EKTOINE

W ostatnich latach co raz wickszym
zainteresowaniem  ciesza  si¢  produkty
zawierajace ektoine. Ochron¢ prawna zyskaty
miedzy innymi:

— rozjasniacze do wtosow (Patent US832-
8882; EP2477701A2),

— kosmetyki nawilzajace (Patent USG0-
60071; US7160560),

— Srodki do pielegnacji jamy ustnej (Pa-
tent US7048910),

— filtry UV (Patent US20080171004).

Wsrod dostepnych na rynku farmaceu-
tykow, zawierajacych ektoine¢ znajduja takze
krople do nosa i oczu tagodzace objawy aler-
gii oraz kremy tagodzace stany zapalne skory.

Szerokie zainteresowanie ektoing spra-
wito, iz wiele zastosowan medycznych tego
zwiazku oraz formuly zawierajacych ektoine
farmaceutykow zostalo objetych ochrona pa-
tentowg. Prawo chroni min. zastosowanie ek-
toiny w leczeniu i profilaktyce:

— immunosupresji wywolanej promienio-
waniem UV (Patent US20030198609),

— w leczeniu i profilaktyce przeciwnowo-
tworowej (Patent US20030199440),

— w profilaktyce i leczeniu chorob ukta-
du oddechowego i krwionosnego (Patent
US20060246007).

EKTOINA — PRZECIWSTRESOWA CZASTECZKA PRZYSZEOSCI

Streszczenie

Mikroorganizmy wyst¢puja zarowno w Srodowi-
skach glebowych, jak i w ekstremalnych, m.in. w sto-
nych jeziorach oraz kopalniach wegla czy soli. Prze-
trwanie w tak niekorzystnych warunkach umozliwia
im obecnos¢ jednego z osmoprotektantow - ektoiny.
Zwiazek ten zapobiega utracie wody z komorek, re-
guluje ich turgor, nie zaklocajac metabolizmu. Ekto-
ina syntetyzowana jest przez mikroorganizmy w celu
ochrony przed réznego rodzaju stresem Srodowisko-
wym, np. promieniowaniem UV lub wysoka tempe-
ratura.

Ektoina jest rzadkim aminokwasem, kwasem
1,4,5,6-tetrahydro-2-metylo-4-pyrimidyno karboksylo-

wym o charakterze amfoterycznym. W dzisiejszych
czasach znalazta szerokie zastosowanie w roznych
galeziach przemystu. Rosnace zapotrzebowanie han-
dlowe na ektoine doprowadzitlo do szeregu dzialan
zwickszajacych wydajnoS¢ naturalnej biosyntezy w
poroéwnaniu do technologii chemicznych.

Wsrod wielu zastosowann ektoiny bardzo istot-
ne jest wykorzystanie w medycynie. gdzie stosowa-
na jest w celu ochrony zdrowych komorek podczas
chemio- i radioterapii. Duze znaczenie posiada row-
niez w kosmetyce, gdzie dodawana jest do kremow
nawilzajacych i produktow chroniacych skore przed
promieniowaniem UV i efektem przedwczesnego fo-
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to-starzenia skory. W biologii molekularnej wykorzy-
stywana jest do termostabilizacji enzymow i kwasow

nukleinowych, kompleksow bialek-DNA i calych ko-
morek.

ECTOINE — ANTI-STRESS MOLECULE OF THE FUTURE

Summary

Microorganisms occur in soil environments as
well as in extreme environments, such as saline
lakes, coal and salt mines. Their survival under un-
favorable conditions is possible due to the presence
of an osmoprotectant — ectoine. This compound
prevents the cells from water loss and regulates
their turgor without disturbing their metabolism. Ec-
toine is synthesized by microorganisms, in order to
protect them against various types of environmental
stresses such as UV radiation or heat stress.

Ectoine is a rare aminoacid, 1,4,5,6-tetrahydro-
2-methyl-4-pyrimidinecarboxylic acid of amphoteric
character. Nowadays ectoine has found wide appli-

cations in different branches of the industry. The
increasing demand for ectoine led to a number of
actions enhancing an efficiency of its biosynthesis
compared to chemical technologies.

Ectoine is commonly used in medicine to pro-
tect healthy cells during chemotherapy and radio-
therapy. It is also a very important compound in
cosmetics as the component of moisturizers and
products used for skin protection against UV radia-
tion and prevention from its early photoaging. In
molecular biology it is used for thermal stabilization
of enzymes and nucleic acids, protein-DNA complex-
es and whole cells.

LITERATURA

ANDERSSON M. M., BRECCIA J. D., HATTI-KAUL R., 2000.
Stabilizing effect of chemical additives against
oxidation of lactate dehydrogenase. Biotechnol.
Appl. Biochem. 32, 145-153.

ARORA A., HA C, PARK C. B, 2004. Inhibition of insu-
lin amyloid formation by small stress molecules.
FEBS Lett. 564, 121-125.

BARTH S., HUHN M., MATTHEY B., KLIMKA A., GALINSKI
E. A.,, ENGERT A., 2000. Compatible-solutesuppor-
ted periplasmic expression of functional recom-
binant proteins under stress conditions. Appl.
Environ. Microbiol. 66, 1572-1579.

BERNAL V., SEVILLA A., CANOVAS M., IBORRA J. L., 2007.
Production of L-carnitine by secondary metabo-
lism of bacteria. Microb. Cell Fact. 6, 31.

BotrtAa C., DI GIORGIO C., SABATIER A.S., DE MEO M.,
2008. Genotoxicity of visible light (400-800
nm) and photoprotection assessment of ectoin,
L-ergothioneine and mannitol and four sunscre-
ens. J. Photochem. Photobiol. 91, 24-34.

BUNGER J., 1999. Ectoine added protection and care
for the skin. Euro Cosmet. 7, 22-24.

CANOVAS M., MAIQUEZ J., DE DIEGO T., BUENDIA B,
ESPINOSA G., IBORRA J. L., 2003. Membrane cell
retention systems for continuous production ?&f
L-carnitine using Proteus sp. J. Membr. Sci. 214,
101-111.

CATH T. Y., CHILDRESS A. E., ELIMELECH M., 2006. For-
ward osmosis: principles, applications, and re-
cent developments. J. Membr. Sci. 281, 70-87.

DOTSCH A., SEVERIN J., ALT W., GALINSKI A. E., KREFT J.
U., 2008. A mathematical model for growth and
osmoregulation in halophilic bacteria. Microbio-
logy 154, 2956-2969.

EMPADINHAS N., DA COSTA M. S., 2008. Osmoadapta-
tion mechanisms in prokaryotes: distribution of
compatible solutes. Int. Microbiol. 11, 151-161.

FALLET C., ROHE P., FRANCO-LARA E., 2010. Process
optimization of the integrated synthesis and
secretion of ectoine and hydroxyectoine under
hyper/hypo osmotic stress. Biotechnol. Bioengin.
107, 124-133.

FurusHO K., YOSHIZAWA T., SHOJI S., 2005. Ectoine
alters subcellular localization of inclusions and
reduces apopiotic cell death induced by the
truncated Machado-Joseph disease gene product

with an expanded polyglutamine streich. Neuro-
biol. Disease 20, 170-178.

GALINSKI A. E., 1993. Compatible solutes of halophil-
ic eubacteria: molecular principles, watersolute
interaction, stress protection. Cell. Mol. Life Sci.
49, 487-496.

GALINSKI A. E., PrelfFER H., TRUPER G. H., 1985.
1,4,5,6-Terrahydro-2-methyl-4-pyrimidinecarbox-
ylic acid Anovel cyclic amino acid from halo-
philic phototrophic bacteria of the genus Ecto-
thiorhodospira. Eur. ]. Biochem. 149, 135-139.

GALINSKI A. E., STEIN M., AMENDT B., KINDER M., 1997.
The kosmotropic (structure-forming) effect of
compensator) solutes. Corrép. Biochem. Physiol.
Part A, Physiol. 117, 357-365.

GRAF R., ANZALI S., BUENGER J., PFLUECKER F., DRILL-
ER H., 2008. The multifunctional role of ectoine
as a natural cell protectant. Clin. Dermatol. 26,
326-333.

GUZMAN H., VAN-THUOC D., MARTIN J., HATTI-KAUL R,
QUILLAGUAMAN J., 2009. A process for the produc-
tion of ectoine and poly(3-hydroxybutyrate) by
Halomonas boliviensis. Appl. Microbiol. Biotech-
nol. 84, 1069-1077.

HAGEMANN M., 2011. Molecular biology of cyanobac-
terial salt acclimation. FEMS Microbiol. Rev. 35,
87-123.

HAI T., OPPERMANN-SANIO F. B., STEINBUCHEL A., 2002.
Molecular characterization of a thermostable
cyanophycin synthetase from the thermophilic
cyanobacterium Synechococcus sp. strain MAI19
and in vitro synthesis of cyanophycin and re-
lated polyamides. Appl. Environ. Microbiol. 68,
93-101.

HEERMANN R., JUNG K., 2004. Structural features and
mechanisms for sensing high osmolarity in mi-
cro401’ganisms. Curr. Opin. Microbiol. 7, 168-
174.

JAKUBOWSKA A., 2012, Wigzanie jonéw na granicy
faz oraz specyficzne efekty jonowe. Wiadomosci
Chemiczne 66, 3-4.

KANAPATHIPILLAI M., KU S. H., GIRIGOSWAMI K., PARK
C. B., 2008. Small stress molecules inhibit ag-
gregation and neurotoxicity of prion peptide
106-126. Biochem. Biophys. Res. Commun. 365,
808-813.



Ektoina — przeciwstresowa czqgsteczka przysztosci 35

KNAPP S., LADENSTEIN R., GALINSKI A. E., 1999. Extrin-
sic protein stabilization by the naturally occur-
ring osmolytes beta-hydroxyectoine and betaine.
Extremophiles 3, 191-198.

KUHLMANN A. U, BREMER E., 2002. Osmotically regu-
lated synthesis of the compatible solute ectoine
in Bacillus pasteurii and related Bacillus spp.
Appl. Environ. Microbiol. 68, 772-783.

LENTZEN G., SCHWARZ T., 2006. Extremolytes: natu-
ral compounds from extremophiles for versati-
le applications. Appl. Microbiol. Biotechnol. 72,
623-634.

Louis P., GALINSKI E. A., 1997. Characterization of
genes for the biosynthesis of the compatible so-
lute ectoine from Marinococcus halophilus and
osmoregulated expression in Escherichia coli.
Microbiology 143, 1141-1149.

Louis P., TRUPER H. G., GALINSKI E. A., 1994. Survival
of Escherichia coli during drying and storage in
the presence of compatible solutes. Appl. Micro-
biol. Biotechnol. 41, 684-688.

MASCELLANI N., Liu X., ROSSI S., MARCHESINI J., VALEN-
TINI D., ARCELLI D., TaccioLl C., CITTERICH M. H.,
Liv C. G., EVANGELISTI R., RUSSO G., SANTOS J. M.,
CROCE C. M., VOLINIA S., 2007. Compatible solu-
tes from hyperthermophiles improve the quality
of DNA microarrays. BMC Biotechnology 7, 82.

MOELBERT S., NORMAND B., Rios P., 2004. Kosmotro-
pes and chaotropes: modelling, preferential exc-
lusion, binding and aggregate stability. Biophys.
Chem. 112, 45-57.

PASTOR J. M., SALVADOR M., ARGANDONA M., BERNAL V.,
REINA-BUENO M. L. CSONKA N., IBORRA J. L., VAR-
GAs C., NIETO J. J., CANOVAS M., 2010. Ectoines in
cell stress protection: Uses and biotechnological
production. Biotechnol. Adv. 28, 782-801.

PRABHU J., SCHAUWECKER F., GRAMMEL N., KELLER U,
BERNHARDT M., 2004. Functional expression of
the ectoine hydroxylase gene (thpD) from Strep-
tomyces chrysomallus in Halomonas elongata.
Appl. Environ. Microbiol. 70, 3130-3132.

PuL U., WURM R., WAGNER R., 2007. The role of LRP
and H-NS in transcription regulation: involve-
ment of synergism. J. Mol. Biol. 366, 900-915.

RESHETNIKOV A. S., KHMELENINA V. N., MUSTAKHIMOV 1.
I., KALYUZHNAYA M., LIDSTROM M., TROTSENKO Y.
A., 2011. Diversity and phylogeny of the ectoine
biosynthesis genes in aerobic, moderately halo-
Pphilic methylotrophic bacteria. Extremophiles
15, 653-663.

REUTER K., PITTELKOW M., BURSY ]J., HEINE A., CRAAN
T., Bremer E., 2010. Synthesis of 5-hydroxyecto-
ine from ectoine: crystal structure of the non-he-
me iron(Il) and 2-oxoglutarate-dependent dioxy-
genase EctD. PLOS ONE 5, 1-10.

RIESENBERG D., Guthke R., 1999. High-cell-density
cultivation of microorganisms. Appl. Microbiol.
Biotechnol. 51, 422-430.

ROBERTS M. F., 2005. Organic compatible solutes of
halotolerant and halophilic microorganisms. Sa-
line Systems 1, 5.

SCHNOOR M., VOss P., CULLEN P., BOKING T., GALLA H.
J., GALINSKI A. E., LORKOWSKI S., 2004. Characteri-
zation of the synthetic compatible solute homo-
ectoine as a potent PCR. Biochem. Biophys. Res.
Commun. 322, 867-872.

SCHWIBBERT K., MARIN-SANGUINO A., BAGYAN 1., HEID-
RICH G., LENTZEN G., SEITZ H., RAMPP M., SCHUS-
TER S. C., KLENK H. P., PFEIFFER F., OESTERHELT D.,
KuNTE H. J., 2011. A blueprint of ectoine metab-
olism from the genome of the industrial produc-
er Halomonas elongata DSM 2581T. Environ.
Microbiol. 13, 1973-1994.

SHILOACH J., FAss R., 2005. Growing E. coli to high
cell density — a historical perspective on method
development. Biotechnol. Adv. 23, 345-357.

SYDLIK U., GALLITZ 1., ALBRECHT C., ABEL J., KRUTMANN
J., UNFRIED K., 2009. The compatible solute ec-
toine protects against nanoparticle-induced
neutrophilic. Am. J. Respir. Crit. Care Med. 180,
29-35.

TROTSENKO Y. A., RESHETNIKOV A. S., KHMELENINA V.
N., 2005. Characterization of the ectoine bio-
synthesis genes of haloalkalotolerant obligate
methanotroph ,Methylomicrobium alcaliphilum
2027”. Arch. Microbiol. 184, 286-297.

VAN-THUOC D., GUZMAN H., GUILLAGUAMAN J., HAT-
TI-KAUL R., 2010, High productivity of ectoines
by Halomonas boliviensis using a combined
two-step fed-batch culture and mil king process.
J. Biotechnol. 147, 46-51.

VAN-THUOC D., GUzMAN H., THI-HANG M., HATTI-KAUL
R., 2009. Ectoine production by Halomonas bo-
liviensis: optimization using response surface
methodology. Marine Biotechnol. 12, 586-593.

WEI L., WEDEKING A., BUTTNER R., KALFF J.C., TOLBA
R. H., VAN ECHTEN-DECKERT G., 2009. A natural
tetrahydropyrimidine protects small bowel from
cold ischemia and subsequent warm in vitro
reperfusion injury. Pathobiology 76, 212-220.

Yu I, NAGAOKA M., 2004, Slowdown of water diffu-
sion around protein in aqueous solution with
ectoine. Chem. Phys. Lett. 388, 316-321.

ZHANG L., WANG Y., ZHANG C., WANG Y., ZHU D,
WANG C., NAGATA S., 20006. Supplementation ef-
Ject of ectoine on thermostability of phytase. J.
Biosci. Bioeng. 102, 560-563.



