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Seit der Etablierung fermentativer Produktionsprozesse haben sich
insbesondere Corynebacterium glutamicum, Escherichia coli und
Saccharomyces cerevisiae als bedeutende Produktionsorganismen in
der industriellen Biotechnologie durchgesetzt. Angetrieben von einem
neu aufkommenden Interesse an Nachhaltigkeit und an der Verwen-
dung nachwachsender Rohstoffe, wurden diese Mikroorganismen in
den letzten Jahren zunehmend zu mafigeschneiderten Produktions-
stammen weiterentwickelt, wobei die Vielfalt und Komplexitdit ihrer
natiirlichen Syntheseleistung zugleich ein Gewinn und eine Heraus-
forderung ist. Eine zielgerichtete Nutzbarmachung des grof3en meta-

C. Wittmann und ). Becker

Aus dem Inhalt

bolischen Potentials durch den synergistischen Einsatz des Systems

Metabolic Engineering und der chemischen Synthese verspricht neue
und innovative Konzepte fiir eine zukiinftige Bio-Okonomie.

1. Einleitung

Durch die Industrialisierung im letzten Jahrhundert hat
sich nach und nach eine enge Verkniipfung zwischen der pe-
trochemischen Industrie und unserem alltdglichen Leben
entwickelt. Die chemische Industrie stellt hierbei, in der
Regel aus fossilen Ressourcen, eine Vielzahl von Basische-
mikalien her. Diese werden fiir die Herstellung von Lo-
sungsmitteln, Treibstoffen, Polymeren, Textilien, Nahrungs-
mitteln, Geschmacks- und Duftstoffen sowie Pharmazeutika
verwendet. Die fortschreitende Umweltverschmutzung, der
Klimawandel, bedingt durch die enorme Treibhausgaspro-
duktion, und auch die Verknappung von Rohél haben jedoch
mittlerweile deutlich gemacht, dass neue und nachhaltige
Produktionswege vonnéten sind, um den chemischen Markt
auch zukiinftig bedienen zu kénnen."! Das enorme Synthe-
sepotential der Natur ermdglicht vor diesem Hintergrund
eine faszinierende Alternative zur Petrochemie, da lebende
Systeme héaufig einzigartige Moglichkeiten zur chemo-, regio-
und stereoselektiven ,,Bio“-Synthese von Chemikalien aus
giinstigen und nachwachsenden Rohstoffen bieten.”! Die
fortschrittlichen Techniken der rekombinanten DNA-Tech-
nologie und der synthetischen Biologie haben dabei die
Entwicklung neuer biotechnologischer Routen enorm be-
schleunigt und die Produktpalette iiber natiirliche Organis-
mengrenzen hinaus erweitert. Die Einbettung von syntheti-
scher Biologie und synthetischer Chemie in ein umfassendes
Entwicklungskonzept ist dabei ein vielsprechender Ansatz
zum Aufbau von mafBigeschneiderten Bioraffinerien und
deren Anwendung fiir eine nachhaltige Bioproduktion.

Die Biotechnologie hat im Grunde bereits eine Jahrtau-
sende alte Geschichte. Bereits in der Antike wurden Mikro-
organismen, wenn auch ohne das Wissen um ihre Existenz,
zum Backen und Brauen eingesetzt. Die einsetzende Ent-
wicklung von Fermentationsprozessen zu Beginn des
20. Jahrhunderts hat dann die Biotechnologie revolutioniert.
Industrielle GroB3prozesse wurden zunéchst vorrangig fiir die
Produktion von Antibiotika,””! L-Aminosduren™ und bioche-
misch verwandten Substanzen eingesetzt.”! Die Produktviel-
falt hat sich jedoch in den letzten 150 Jahren deutlich erwei-
tert,"™® und die Biotechnologiebranche ist mittlerweile zu
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einem Milliardengeschift angewachsen.'! Die Natur selbst
hat dabei eine unglaubliche Diversitit an Organismen, En-
zymen, Stoffwechselwegen und metabolischen Reaktionen
hervorgebracht, die fiir den Biotechnologen eine wahre
Schatztruhe darstellen, um einfache Kohlenstoffquellen in
hoch komplexe und chemisch nicht verwandte Molekiile
umzuwandeln. Uber viele Jahrzehnte hinweg limitierte dabei
das native Stoffwechselrepertoire eines Organismus die
Komplexitit und Variabilitdit moglicher Syntheserouten.
Durch den kombinierten Einsatz des ,,Systems und Synthetic
Metabolic Engineering® mit rekombinanter DNA-Technolo-
gie konnen diese natiirlichen Grenzen jedoch mittlerweile
iiberwunden werden, sodass es uns heute moglich ist, kom-
plett synthetische Stoffwechselwege in heterologen — in der
Regel mikrobiellen — Wirtorganismen zu rekonstruieren.
Nachteile und Einschrankungen der nativen Produzenten wie
langsames Wachstum, hohe Néhrstoffanforderungen, Patho-
genitdt, Stressanfélligkeit oder niedrige Produktausbeuten
und -konzentrationen konnen somit umgangen werden.”!
Dariiber hinaus ermdoglicht diese Strategie den Zugang zu
Metaboliten aus nicht kultivierbaren Organismen sowie ho-
heren Pflanzen und Tieren.®! Zusitzlich zur Erweiterung der
Produktvielfalt stand in den letzten Jahren auch die Band-
breite der fermentierbaren Substrate im Forschungsmittel-
punkt. Klassische biotechnologische Prozesse verwenden in
der Regel Glucose-reiche komplexe Rohstoffe wie Mais- und
Riibenmelasse oder Stirke- und Cassave-Hydrolysate. Die
Trendwende in Richtung Nachhaltigkeit und erweiterter
Wertschopfung hat dariiber hinaus neue Rohstoffe ins Spiel
gebracht, unter anderen bis dato ungenutzte industrielle
Abfallstrome aus der Agrar- und Forstwirtschaft oder auch
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der Papier-, Molkerei- und Biodieselindustrie."* Da sich
deren Zusammensetzung deutlich von der konventioneller
Rohstoffe unterscheidet, riickten darin enthaltene alternative
Kohlenstoffquellen wie die Pentosen Xylose und Arabinose,
deren Polymere sowie Glycerin, ein Polyalkohol, und die or-
ganischen Sduren Lactat und Acetat in den Fokus. Das
Design vielseitiger Zellfabriken auf Basis von Corynebacte-
rium glutamicum, Escherichia coli und Saccharomyces cere-
visiae zahlt sicher zu den groBten Erfolgen des Systems und
Synthetic Metabolic Engineering. Auf dem Weg zu einer
wirtschaftlichen Bioproduktion von Fein-, Plattform- und
Grundchemikalien sind sie ein wichtiger Meilenstein und
Wegbereiter fiir eine neue und nachhaltige (bio)synthetische
Chemie, die Elemente der Biotechnologie und der Petro-
chemie vereint. Abbildung 1 zeigt eine Auswahl an Bioche-
mikalien, die bereits heute auf Basis nachwachsender Roh-
stoffe hergestellt werden konnen.

Dieser Aufsatz fast die neuesten Errungenschaften im
Bereich der biobasierten Produktion zusammen und be-
leuchtet Fortschritte des Metabolic Engineering fiir eine bio-
basierte Produktion von Chemikalien, Materialien und
Treibstoffen. Erortert werden dabei sowohl Innovationen fiir
traditionelle Produkte als auch solche fiir Produkte, die bis-
lang noch keine Markreife erlangt haben. Dies umfasst unter
anderem auch De-novo-Synthesen von Chemikalien aus
Biomasse, deren Wertschopfungsprozess vom US Depart-
ment of Energy als besonders wertvoll eingestuft wurde.['"]
Nicht behandelt werden an dieser Stelle dagegen ein- oder
mehrstufige Biotransformationsprozesse, die im Detail in
anderen Ubersichtsartikeln erortert werden. 2>

2. Industrielle Zellfabriken
2.1. Corynebacterium glutamicum

Seit nun beinahe sechs Jahrzehnten wird das Gram-posi-
tive Bodenbakterium Corynebacterium glutamicum als indu-
strieller Produktionsstamm genutzt, hauptsichlich fiir die
Produktion von L-Aminosduren.*!"! Der Einsatz der re-
kombinanten DNA-Technologie hat dariiber hinaus weitere
spezialisierte Zellfabriken hervorgebracht, die die Produkti-
on von natiirlichen und nicht natiirlichen Substanzen wie D-
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Aminosiuren,'” Vitaminen,"” Pyrazinen,'¥ Diaminen,"
organischen Sauren,!'® Alkoholen,!"” Pyrimidinen™ und Po-
lymeren!'® erméglichen (Abbildung2). Klassische aerobe
Prozesse wurden mittlerweile durch zweistufige aerob/anae-
robe Prozesse erginzt, was die Synthese von typisch anaero-
ben Fermentationsprodukten ermoglicht. Homologe und
heterologe genetische Manipulation der Substratverwertung
mithilfe nativer und nichtnativer Gene hat dariiber hinaus das
Rohstoffspektrum von C. glutamicum erheblich erweitert.'!
Heutzutage kann die Produktpalette einen breit gefacherten
Verbrauchermarkt bedienen, darunter das Gesundheits- und
Energiewesen, den Haushaltsbereich sowie die Nahrungs-
mittel-, Textil- und Agrarindustrie.!™”

2.2. Escherichia coli

Escherichia coli ist vermutlich der derzeit am besten un-
tersuchte Mikroorganismus sowohl wegen seines Status als
Modellorganismus fiir Gram-negative Bakterien als auch
wegen seiner Bedeutung als industrieller Produktionsstamm.
E. coli kann natiirlicherweise aerob oder anaerob auf einer
Vielzahl von monomeren Kohlenstoffquellen wie Zuckern,
Zuckeralkoholen und organischen Sduren wachsen. Die mo-
lekularen ,,Werkzeuge* zur genetischen Verdanderung und zur
Untersuchung von Regulation und Genexpression sind
wahrscheinlich die vielféltigsten, die je fiir einen einzelnen
ausgewihlten Organismus entwickelt wurden.””! Auf dieser
exzellenten Basis wurde E. coli zu einem sehr flexiblen Pro-
duzenten von biochemischen Wertprodukten, die unter an-
derem Aminosiuren," Biotreibstoffe™ und innovative
Synthesebausteine fiir Chemikalien,® Polymere® und
Pharmazeutika®! umfassen (Abbildung 3).

2.3. Saccharomyces cerevisiae

Unter allen Organismen hat die Bickerhefe S. cerevisiae
die langste Tradition in der Biotechnologie. Sie wurde bereits
in der Antike zum Backen, Brauen und Keltern eingesetzt.
Heute ist sie der am besten untersuchte Eukaryot, und ihr
biotechnologischer Einsatz beschréankt sich bei weitem nicht
mehr auf die Erzeugung von Lebensmitteln und Getrénken,
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Abbildung 1. Auswahl bio-basierter Chemikalien aus der vielseitigen Produktpalette, die heute mithilfe mikrobieller Fermentationsprozesse hergestellt
werden kann.
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sondern umfasst mittlerweile auch Biotreibstoffe™! Chemi-
kalien,®™ Materialien® sowie Produkte fiir die Nahrungs-
mittelindustrie und Gesundheitsprodukte (Abbildung 4).”
Ihren Aufstieg zu einem der bedeutendsten Plattformorga-
nismen der industriellen Biotechnologie verdankt sie dabei
herausragenden Eigenschaften wie einer hohen Robustheit,
dem ,,generally regarded as safe*“(GRAS)-Status, der Fahig-
keit, aerob und anaerob auf diversen Kohlenstoffquellen zu
wachsen, einem breiten pH-Spektrum sowie einem guten
Wachstum in industriell relevanten Fermentationsma@stdben
bis zu 100 m*.*

2.4. Aspergillus spp.

Vertreter der Spezies Aspergillus erlangten industrielle
Bedeutung durch ihre Fahigkeit zur effizienten Produktion
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von organischen Siuren und Proteinen.”™ Zu den wichtigsten
Produkten gehoren dabei die ZitronensiureP! und die Ita-
consiure,’” wobei letztere auf der Liste der Top-Value-
Chemikalien aus Biomasse steht.'”! Die aeroben Fermenta-
tionen werden dabei gleichermaflen als Oberflachen- oder
Submerskultur durchgefiihrt, in der Regel im Batchbetrieb
mit Reaktorvolumina bis zu 900 m*.**! Da die Stammmor-
phologie die Produktionseffizienz stark beeinflusst, gehort
ihre Regulation zu einem der wichtigsten Prozessparameter
im Betrieb.’"*!

2.5. Bacillus subtilis
Im Hinblick auf den Kenntnisstand zelluldrer Prozesse
bildet B. subtilis in gewisser Weise das Gram-positive Pendant

zu E. coli, zum Teil aus medizinischem Interesse wegen der

Angew. Chem. 2015, 127, 3383—3407
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g L-Lysin 120 0.55 4.0
Cadaverin 88 0.50 22
L-Isoleucin 21 - 0.21°
“ « > L-Threonin 52 015 0.58
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EN
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L-Glutamat 100 0.60 3.0
L-Arginin 93 0.40 13°
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y-Aminobutyrat 31 0.51 0.26
L-Citrullin 27 - 0.77°
Pustrescin 19 0.16 0.55
L-Prolin 13 0.36 0.52°
D-Ornithin 63 0.16° 0.13°
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3 40H-Prolin 0.11 0.01° -
4
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Succinat 146 0.92-1.1 3.2

Abbildung 2. Biobasierte Produktionswege zur fermentativen Herstellung von Chemikalien, Treibstoffen und Materialien mithilfe genetisch optimierter Zell-
fabriken auf Basis von C. glutamicum. Natiirliche (dunkelgriin) und nichtnatiirliche (hellgriin) Kohlenstoffquellen werden im Stoffwechsel in zentrale Inter-
mediate (rot) umgewandelt, die weiter zu den gewiinschten Produkten umgesetzt werden. P=Phosphat, BP = Bisphosphat. Die Produktionseigenschaften
wurden aus Literaturdaten iibernommen.F7>122041317.09 Ea||s nicht anders gekennzeichnet, sind die Ausbeuten in ggg. ™' (Glc=Glucose) angegeben. Her-

auszuhebende Arbeiten sind die Produktion von L-Lysin,'*

! -Valin,"™ L-Arginin™ und Cadaverin."™ AmyA: a-Amylase; AraABD: L-Ribulokinase, L-Arabino-

se-Isomerase, L-Ribulose-5-phosphat-4-Epimerase; AraE: Arabinose-Transporter; BglA: Phospho-3-glucosidase; BglF: 3-Glucosid-spezifisches Enzym [IBCA-
Komponente (PTS); CelE: Endoglucanase; DId: p-Lactat-Dehydrogenase; GalKTEM: Galactokinase, Galactose-1-phosphat-Uridylyl-Transferase, UDP-Gluco-
se-4-Epimerase, Aldose-1-Epimerase; GlpF: Aquaglyceroporin (Helferprotein fiir Glycerinaufnahme); GlpKD: Glycerin-Kinase, Glycerin-3-phosphat-Dehydro-
genase; LacY: Lactose-Permease; LacZ: -Galactosidase; PgsA: Ankerprotein; XylAB: Xylose-Isomerase, Xylulokinase; XysA: Xylanase. [a] Schitzwert auf

Literaturbasis; [b] Einheit mgggry,~'; BTM = Biotrockenmasse.

engen Verwandtschaft zu pathogenen Mikroorganismen wie
Bacillus anthracis, Clostridium perfringens und Staphylococ-
cus aureus.” Erst kiirzlich wurde eine umfassende system-
biologische Studie veroffentlicht, die die Osmoregulation,
d.h. die Zellantwort auf osmotischen Stress, von B. subtilis auf
einer Multi-Omics-Ebene beleuchtete.® Als potenter Pro-
duzent von Proteinen, Antibiotika, Insektiziden, Ge-
schmacksstoffen und Vitaminen ist B. subtilis dariiber hinaus
auch fiir die Industrie von enormem Interesse.* Da er weder
Exo- noch Endotoxine bildet, werden die Produkte von
B. subtilis generell als GRAS anerkannt und kénnen damit im
Nahrungsmittelbereich und im Gesundheitswesen eingesetzt
werden.
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2.6. Ashbya gossypii

Der Schimmelpilz Ashbya gossypii wurde erstmals 1929
isoliert. Als Pflanzenpathogen verursacht er die so genannte
Trockenféaule und war fiir enorme Produktionsausfille in der
Baumwollproduktion in subtropischen Gebieten verant-
wortlich.””) Wegen seines enormen Synthesepotentials fiir das
Vitamin Riboflavin®® erginzte A. gossypii jedoch schon bald
die Sammlung der biotechnologisch genutzten Produktions-
stimme.’ Dank der Entschliisselung des eher kleinen und
haploiden Genoms*”! und der Entwicklung molekularbiolo-
gischer Methoden zur gezielten genetischen Manipulation™'!
konnten optimierte Stimme mit verbesserter Syntheseleis-

www.angewandte.de

3387


http://www.angewandte.de

Angewandte

C. Wittmann und ). Becker

Aufsdtze
Titer [9/L] beute [g/g]  Produktivitiit [g/L/h]
Riboflavin 2.7 0.13 0.05
k4
] Titer [g/L] b [a/a] duktivitdt [g/L/h]
Shikimat 80 - -
L-Phenylalanin 51 0.25 11
L-Trytophan a7 - 0.87
L-Tyrosin 9.7 0.10 0.65
. Phenol 9.8 = -
Desoxyviolacein 1.6 - 0.01
p-Aminobenzoesaure 4.8 0.16 -
Violacein 24° 255
. o < Tier (6/1]  Ausheute o/a]  Produlctvitdt[o/u/h]
TGaip]._ A Glucose-6-P—>—6-P-Gluconat —» Pentose-5-P  eonandiol L5 0]
. A ez l‘ PR N 1,2-Propandiol 3.7 0.21
Toa N Titer [g/L] beute [g/g]  Produktivitdt [g/L/h]
Fructose-6-P <~ .
o lcseB)(S, § ] (8 .
A (Saco Fructose-1,6-BP | \)» Enythrose-4p™ . T 5
N \ a Titer [g/L] lo/a] [a/L/h]
_____________ l;\ || “sedoheptuiose7-P# 4 D-lactat 138 0.86 35
G Ay e e " Ethanol 54 0.54° 072
CCR i F= oo PO L-lactat 45 0.39° 0.73
e Il Segeeend ety Z 2 -] L-Valin 61 0.38 2.8
"""""""""" - 1,3-BP-Glycerat L-Alanin 32 0.63 =
: . 2-Methyl-1-propanol 22 0.35
_______________________ 3P-Glycerat —eemnne® Panthothenat 12 -
"""" : A
y . I S
— 1 cci\' 2-P-Glycerat Titer [g/L] [g/a] P [a/L/h]
i P -- . A
Hemicellulose \)ng) > Xylose i Bitahol e 0 017
Phnsphoennlpymvz!r‘ Arteminisin 27 - =)
--------------------------- > 1,4-Butandiol 18 - 0.15
—— 3 2-Propanol 14 0.15 0.28
_______ . ;
---------------- Fettsduren 7.0 0.28 =
Taxadien 1.0 -
> Hexanol a7’
) \ /[ . Poly-Hydroxyalkanoate 800 - -
Cellobiose [ pgC/ / o = Malat 4~ B-Carotin 21 - 0.02°
Ir X Ao >
b - 5
CccR'( U o X - 7 s
; ™ Fumaral Titer [g/L] lo/a] [a/t/h]
i X4t/ ., Itaconsiure 0.69 0.15 0.01°
< ¥ 2-Oxoglutarat .
Succinat - /7
P - - inyl- ", / 5 : P S,
SR la Titer [g/L] [o/g] [o/L/h]
AN L-Lysin 135 0.45 1.9
L-Threonin 82 0.39 1.6¢
' < L-soleucin 12 0.30 051°
Cadaverin 9.1 - 032
1-Propanol 3.9 - 0.04
1-Butanol 0.7 = 0.20
~, Ectoin 57' -
4
Titer [g/L] b [a/g] [g/L/h]
Pustrescin 24 = 0.75
40H-Prolin 0.5 0.04° -
: Titer [g/L] beute [g/g]  Produktivitiit [a/L/h]
Succinat 86-127 0.86-1.1 0.7-0.9
Malat 69 11 1kt

Abbildung 3. Biobasierte Produktionswege zur fermentativen Herstellung von Chemikalien, Treibstoffen und Materialien mithilfe genetisch optimierter Zell-
fabriken auf Basis von E. coli. Natiirliche (dunkelgriin) und nichtnatiirliche (hellgriin) Kohlenstoffquellen werden im Stoffwechsel in zentrale Intermediate
(rot) umgewandelt, die weiter zu den gewiinschten Produkten umgesetzt werden. Die Produktionseigenschaften wurden aus Literaturdaten tibernom-

men e 11019222324 Ba||s nicht anders gekennzeichnet, sind die Ausbeuten in ggg~' angegeben. Herauszuhebende Arbeiten sind die Produktion von L-
Lysin,?* L-Threonin,2*¥ Taxadien®? und 1,3-Propandiol.?*"l AscB: Phospho-B-glucosidase; AscF: Cellobiose/Arbutin/Salicin-Transporter; CcGH: B-Glucosid-
ase; CCR: Katabolitrepression; Ced3 A: Cellodextrinase; Cel’ A: Endoglucanase; Cel9E: Exoglucanase; ChbABC: PEP-abhangiger Transporter; ChbF: Gluco-
sidase; ChbG: Protein mit unbekannter Funktion; ChbR: dualer Aktivator/Regulator; CscB: Saccharose-H'-Symporter; CscK: Fructokinase; CscA: Saccha-
rose-6-phosphat-Hydrolase; DHAK: Dihydroxyaceton-Kinase; Evo: evolutive Adaption; GalP: Galactose-Permease; GIdA: Glycerin-Dehydrogenase; GlpD:
Glycerin-3-phosphat-Dehydrogenase; GlpK: Glycerin-Kinase; PHB: Polyhydroxybutyrat; PTS: Phosphotransferasesystem; SacC: 3-Fructofuranosidase; ScrB:
Saccharose-6-phosphat-Hydrolase; ScrA: Saccharose-Transporter; XynZ: Xylanase. [a] Konzentration in Extraktionsphase; [b] Einheit: mg1™"; [c] Einheit:
mgg~'; [d] Schatzwert auf Literaturbasis; [e] hoher als das theoretische Maximum aufgrund komplexer Medienbestandteile; [f] Einheit: mggepy '
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tung generiert werden.””’ Heute belduft sich die jdhrliche
Riboflavinproduktion mit A. gossypii auf iiber 4000 Tonnen,
was etwa 50 % des gesamten Weltmarktes entspricht.*

3. Systems und Synthetic Metabolic Engineering

Obwohl sich im zelluldren Stoffwechsel von Mikroorga-
nismen eine Vielzahl von interessanten Molekiilen wieder-
findet, haben sich diese Kleinstlebewesen leider nicht dazu
entwickelt, diese nach unseren Vorstellungen in ausreichen-
der Konzentration und Ausbeute zu synthetisieren. Die effi-
ziente Produktion eines bestimmten Zielmolekiils erfordert
daher eine Verdnderung des Stoffwechsels, die die Synthe-
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seleistung verbessert.*!! Anfinglich durchliefen die Produk-
tionsstdimme dazu einen iterativen Prozess aus chemischer
oder UV-Licht-basierter Mutagenese, wodurch schrittweise
immer bessere Stamme mit letztlich bemerkenswerten Pro-
duktionseigenschaften erzeugt wurden.””*! Diese eher un-
gerichtete Vorgehensweise fiihrte allerdings zu einer meta-
bolischen Belastung der Zellen durch die inhédrente Anhé&u-
fung von Nebenmutationen, die im besten Fall ohne Auswir-
kung auf die Produktion sind, im schlimmsten Fall jedoch
physiologische Nachteile mit sich bringen. Ein durch Zu-
fallsmutagenese und Selektion erzeugter Produktionsstamm
kann mehrere tausend Mutationen tragen, von denen ver-
mutlich nur ein Bruchteil tatsdchlich hilfreich fiir die Pro-
duktion ist. Derart generierte Stdmme zeigen typischerweise

Angew. Chem. 2015, 127, 3383—3407


http://www.angewandte.de

Angeéwandte

Biotechnologie Chemie
. Titer [mg/L]  Ausbeute [g/g] ~ Pr ivitét [mg/L/h]
g Chicose 6P .oy PentoseSH Resveratrol 391° - 27"
% e A5 ..-=-%  Naringenin 109 0.01° 2.8
e e S Vallinin 500 0.03"
v — z 2
Cellulose | memse-e»F‘ a i
< Iy = : - s s
GAm (. Facosodsse |\ v Enthrosesp™ 7 Titer [9/L] [o/a] [o/L/h]
/| )\ \ =7 1,3-Propandiol 0.4 0.02
- N 74
g e .
S
Dihyds tonP <> Gl Idehyd-3P __.e=="T ” Y
[ avabinose <AL RK 4p e T Titer [g/1] lo/o] P [o/L/h]
N EAR AR = “=cesescesasssepsssesescenemcescon
— ) LAD, XDHp......, o 2,3-Butandiol 9% 036 038"
M A L-Lactat 122 0.61 25"
o B 3. Gyoerat Ethanol 48 051 08
50 NXasg 0> s 2-Methyl-1-propanol 0.6 0.02 <0.01
‘éi cch 2-P-Glycerat
“-3|  Xylose (Xl XK (AR XDH)="S--ccnee- >
v . - e
Phosphoenolpyruvat Titer [mg/L] b [mg/g] P [a/L/h]
------------------------- = v Butanol 16 0.80°
SEne Pyruvat Acetyl-CoA FAME 8.2 0.41°
\ s 5 < < b
______________ > L o p-Carotin 39 0.72
X s ~ Lycopen 33 =
_____ » [ v E Bl st Astaxanthin 0.03°
( / N Zeaxanthin -
o e
Y& = b T :
- Malat Ghowlat  ieocitrat A
R r Titer [mg/L]  Ausbeute [g/g] Produktivitit [mg/L/h]
v P Itaconséiure 168 = 2.0°
LA
v A % 2.Oxoglutarat .
Succinat i A . e
== Succiny-CoA Titer [mg/L] Ausbeute [g/g]  Pr [mg/L/h]
T Butanol 243 0.01° 2.5°
e T Titer [g/L] ~ Ausbeute [g/g] ivitdit [g/L/h]
Y N
Succinat 13 0.14 0.19°
Malat 59 031 0.19

Abbildung 4. Biobasierte Produktionswege zur fermentativen Herstellung von Chemikalien, Treibstoffen und Materialien mithilfe genetisch optimierter Zell-
fabriken auf Basis von S. cerevisige. Natiirliche (dunkelgriin) und nichtnatiirliche (hellgriin) Kohlenstoffquellen werden im Stoffwechsel in zentrale Interme-
diate (rot) umgewandelt, die weiter zu den gewiinschten Produkten umgesetzt werden. Die Produktionseigenschaften wurden aus Literaturdaten iibernom-
men.” Falls nicht anders gekennzeichnet, sind die Ausbeuten in gg,.~' angegeben. Herauszuhebende Arbeiten sind die Produktion von Lactat,” 2,3-
Butandiol®® und Malat.” a-agg: a-Agglutinin; Al: Arabinose-Isomerase; a-Am: a-Amylase; AR: Aldose-Reduktase; BGL: B-Glucosidase; CBH: Cellobiose-
Hydrolase; Dak: Dihydroxyaceton-Kinase; EG: Endoglucanase; Gam: Glucoamylase; Gey: Glycerin-Dehydrogenase; Gup1: Glycerin-Aufnahmeprotein; LAC4:
B-Galactosidase; LAC12: Lactose-Permease; LAD: Arabitol-Dehydrogenase; RK: Ribulokinase; Xase: Xylanase; [3-Xd: 3-Xylosidase; XDH: Xylit-Dehydrogena-
se; XI: Xylose-Isomerase; XK: Xylulokinase; ALX: Xylulose-Reduktase. [a] Aus Cumarsiure synthetisiert; [b] Schiatzwert auf Literaturbasis; [c] Einheit:

mggeom -

Wachstumsdefizite, geringe Stresstoleranzen und erhohte
Néhrstoffanforderungen. Das Metabolic Engineering hat
nun, ermoglicht durch die rekombinante DNA-Technologie,
die Stammerzeugung zu einer wissensbasierten und zielge-
richteten Methode gemacht, die uns in die Lage versetzt, eine
neue Generation von Produktionsstimmen hervorzubrin-
gen.® Fiir bereits etablierte Industrieprozesse schien es bis-
lang allerdings duf3erst anspruchsvoll, die Leistung der klas-
sischen Produktionsstimme zu erreichen. Bedingt durch die
eher lokale Fokussierung auf bestimmte Stoffwechselberei-
che, fehlte dem Konzept des Metabolic Engineering der
stoffwechseltibergreifende und globale Blick auf die kom-
plexen Interaktionen des gesamten metabolischen Netzwer-
kes.'"™ Dieser globale Charakter wurde mittlerweile durch
die Einfithrung des Systems und Synthetic Metabolic Engi-
neering geschaffen, wodurch das Forschungsfeld der
Stammoptimierung auf eine neue Ebene gehoben wurde
(Abbildung 5). Die enormen konzeptionellen und technolo-
gischen Errungenschaften in den Bereichen der quantitativen
und systemweiten Analyse von zelluliren Komponenten und
Stoffwechselaktivitdten, die Modellierung metabolischer und
regulatorischer Netzwerke, das Protein-Engineering sowie
die gezielten Genomverdnderungen haben die Stammkon-
struktion in der Tat zu einer Design-Wissenschaft erho-
ben.['"*4471 Dag Systems und Synthetic Metabolic Enginee-
ring erzeugt mafgeschneiderte Zellfabriken mit optimierten
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Eigenschaften als vielversprechende Grundlage fiir den
okonomischen Erfolg einer bio-basierten Industrie.

3.1. Systembiologische Analyse

FEin grundlegendes Verstiandnis der zelluldren Physiologie
und ihrer Regulation bildet die Wissensbasis fiir die rationale
Stammoptimierung. So genannte ,,Omics“-Plattform-Tech-
nologien bieten, was dafiir notwendig ist: umfassende und
quantitative Daten auf den verschiedenen Ebenen der Gene,
Transkripte, Proteine, Metaboliten und Stoffwechselwege,
deren Auswertung und Integration die beste Strategie fiir die
Gentechniker offenlegt, wie der Organismus zu verdndern ist.
Hierbei triagt das Genom das gesamte genetische Repertoire.
Heute kann ein mikrobielles Genom innerhalb weniger Tage
sequenziert werden. In den letzten Jahren unterstiitzte die
Genomsequenzierung grundlegend das Verstdndnis mikro-
bieller Systeme durch die Identifikation von Biosynthesewe-
gen sowie die Aufdeckung evolutiver Pfade.*"*! Insbeson-
dere die Computer-gestiitzte Modellierung hat stark von der
grofen Menge der anfallenden Genomsequenzen profi-
tiert.*! Deren Verfiigbarkeit erleichterte dariiber hinaus die
Abldufe der rekombinanten Gentechnologie sowie das
Transkriptom- und Proteom-Profiling. Vergleichende Se-
quenzanalysen von nichtproduzierenden und klassisch opti-
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nomsequenzdaten wurden
DNA-Mikroarrays fiir die sys-
temweite Analyse des Tran-
skriptoms  entwickelt, mit
denen dynamische Expressi-
onsunterschiede zwischen ver-
schiedenen Stimmen, Kultivie-
rungsbedingungen und Wachs-
tumsphasen aufgedeckt werden
konnen. Dies ermoglichte bei-
spielsweise neue Einblicke in
physiologische ~ Aspekte des
Kohlenstoff-"!  Stickstoff-F2
oder Schwefel-Stoffwechsels.™
Mittlerweile wird die Transkri-
ptomanalyse eingesetzt, um
globale regulatorische Netz-
werke in Mikroorganismen
aufzukliren, und auch fiir das
rationale Stammdesign. Bei-
e ] spiele umfassen die Verbesse-
rung der Produktion von L-

Lysin,* Diaminopentan® und
L-Valin®™ mit C. glutamicum,
die Produktion von L-Valin®
und L-Threonin®*Y mit E. coli,
die Riboflavin-Produktion mit
B. subtilis™ sowie die Verwer-
tung von Xylose durch modifi-
zierte S.-cerevisiae-Stamme.[*")
Als fortschrittlichere Technik
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Diese Technologie gab neue

Einblicke in die transkriptio-

Abbildung 5. Iterativer Ansatz des Systems Metabolic Engineering zur Erzeugung optimierter industrieller
Produktionsstimme. Die Vorgehensweise basiert auf systembiologischen Studien, die moderne Omics-
Methoden zur Entschliisselung des Genoms, Transkriptoms, Proteoms, Metaboloms und Fluxoms heran-
ziehen, wobei diese alternativ als Einzelstudie oder als integrierte Multi-Omics-Studie durchgefiihrt
werden kénnen. Die umfassenden Datensitze sowie deren Auswertung in Kombination mit Softwarepake-
ten und metabolischer Modellierung erméglichen dann ein konzeptionelles systemiibergreifendes meta-
bolisches Stoffwechseldesign, das in einen genetischen Bauplan zur gezielten Genommanipulation tiber-

nelle Organisation von Zellen
und die regulatorische Funkti-
on von kleinen RNAs, was zu-
kiinftig zur Aufkldrung globaler
Transkriptionsnetzwerke  ge-
nutzt werden kann.[*?

setzt werden muss, um eine optimierte Zellfabrik zu generieren.

mierten Stimmen oder der Vergleich von Wildtyp und evo-
lutiv adaptierten Stammen ermoglichen sogar eine direkte
Identifizierung genetischer Ziele, die fiir gewiinschte Phidno-
typen kodieren. Dies hat sich beispielsweise im Zuge des
Genome Breedings bewéhrt, bei dem auf Basis des Erbgut-
vergleichs zwischen Wildstamm und Produktionsstamm
wertvolle Punktmutationen identifiziert und dann gezielt in
den Wildstamm eingebracht werden konnen. Durch den se-
lektiven Einbau solcher Mutationen wurde zum ersten Mal
ein minimal mutierter C.-glutamicum-Stamm fir die effizi-
ente L-Lysin-Produktion entwickelt.”” Basierend auf Ge-
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Die Proteomanalyse stiitzt

sich auf eine effiziente elektro-

phoretische oder chromatographische Trennung von
Proteinen oder daraus erzeugten proteolytischen Peptiden, in
Verbindung mit deren Identifikation mithilfe von Massen-
spektrometrie und Datenbankrecherchen.!® Im systembio-
logischen Kontext gab die Proteomanalyse Einblicke in die
zelluldre Antwort von Bakterien auf Umweltverdnderun-
gen,>% einschlieBlich Mangelernihrung™! und Nihrstoff-
verfiigbarkeit.””! Dariiber hinaus ermoglichte diese Technik
Genfunktions-Analysen, die Aufkldrung von Stoffwechsel-
wegen oder die Korrektur falscher Gen-Annotationen, mit
moglichen Auswirkungen fiir industrielle Anwendungen.
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Die Metabolomanalyse, die auf eine quantitative Erfassung
zelluldrer Metaboliten ausgerichtet ist, ist einer der an-
spruchsvollsten ,,Omics“-Ansitze. Eine verldssliche Analyse
erfordert nicht nur ein effizientes Abstoppen des Stoffwech-
sels, um den metabolischen Status der Zelle zu fixieren, ohne
dabei jedoch das Metabolom durch so genannte Leakage-
Effekte, d.h. Metabolitverluste aus den Zellen wihrend der
Probenahme und -behandlung, zu verfilschen,”! sondern
bedarf ebenso einer leistungsstarken Analyseplattform, die
eine parallele Quantifizierung einer Vielzahl von chemisch
diversen, oft gering konzentrierten und teilweise instabilen
Metaboliten in geringen Probenvolumina ermoglicht. Aktuell
arbeiten Forschergruppen kontinuierlich daran, den experi-
mentellen Workflow sowie die Analyse zu verbessern, um
Metabolomdatensitze mit relevanter biologischer Bedeutung
zu erzeugen.”*%) Sorefiltig und gewissenhaft eingesetzt,
kann die Metabolomanalyse als wertvolles Hilfsmittel ver-
wendet werden, um metabolische Flaschenhilse, bis dato
unbekannte Stoffwechselwege und biochemische Reaktionen
zu identifizieren.” Das Fluxom, d.h. die In-vivo-Aktivitit
von biochemischen Reaktionen und Stoffwechselwegen, re-
flektiert am besten den physiologischen Phinotyp eines Or-
ganismus. Die metabolischen Stofffliisse reprdsentieren dabei
einen integrierten Output aller Gene, Transkripte, Proteine
und Metaboliten und verkniipfen diese mit zelluliren Funk-
tionen. Fiir ein systembiologisches Verstdndnis scheint die
metabolische Flussanalyse daher unersetzlich.*’*! Durch die
Aufklarung von Stoffwechselfunktionen, die Entdeckung
neuer Stoffwechselwege und den Einblick in die Stabilitét
und Robustheit von metabolischen Netzwerken hat sie be-
reits Thren Wert bewiesen.[*” Die metabolische Flussanalyse
wurde dariiber hinaus insbesondere zur systematischen
Analyse von C. glutamicum eingesetzt, mit dem Augenmerk
auf spezifischen Stammunterschieden,” Kultivierungsbe-
dingungen! und Wachstumsphasen.” Dies hat stark zur
Entwicklung verbesserter Produktionsstimme beigetra-
gen.[7b,73]

3.2. Stoffwechseldesign

Die Erzeugung eines industriell kompetitiven Produkti-
onsstammes erfordert ganz klar ein globales Umleiten der
Stofffliisse. Dies wiederum bedarf einer ausbalancierten
Kombination von niitzlichen Modifikationen, die sich typi-
scherweise in scheinbar voneinander entfernten Teilen des
Metabolismus wiederfinden. An dieser Stelle besteht die
Kunst des Wissenschaftlers darin, fiir das zellulire Enginee-
ring wirklich relevante Informationen aus der grof3en und
komplexen Datenflut zu ziehen, die ein systembiologisches
Experiment in der Regel generiert. Modelle, statistische
Methoden und Datenbanken sind hierbei hilfreich, um eine
solche Multi-Target-Aufgabe zu meistern. Mithilfe statisti-
scher Methoden und geeigneter Softwarepakete lassen sich
grofle Datensitze prozessieren und visualisieren, um biolo-
gisch bedeutsame Korrelationen zu erstellen und Schlussfol-
gerungen zu ziehen. ¥ Hier liefern bereits einzelne Omics-
Datensitze wichtige Einblicke in den zelluldren Metabolis-
mus. Der Wissensgewinn und der Informationsgehalt konnen
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jedoch deutlich erweitert werden, wenn Datensédtze aus
mehreren Omics-Studien umfassend integriert und kombi-
niert werden. Haufig kombiniert werden dabei die gidngigen
Proteom- und Transkriptomanalyse, um Regulationsebenen
der Expressionskontrolle aufzudecken.[>” Die Integration
von Metabolom- und Fluxomdaten steht noch am Anfang,
auch wenn wegweisende Studien bereits ihren besonderen
Wert aufgezeigt haben, um zellulire Komponenten mit
Netzwerkfunktionen und deren Regulation zu verkniip-
fen.[>#47%720 Insbesondere bewihrt hat sich in diesem Zu-
sammenhang auch die Computer-gestiitzte Rekonstruktion
metabolischer Netzwerke auf Basis von Genomsequenzen-
daten. Sie dienen dabei als informative Bibliographien, die
eine Zuordnung von experimentellen Daten zu zelluldren
Komponenten sowie deren Einordnung in einen globalen
biologischen Kontext erlauben. Zuséatzlich ermoglichen sie
eine theoretische Untersuchung des Netzwerkverhaltens,
seiner Robustheit sowie der natiirlichen biologischen Gren-
zen.™ Entsprechende Netzwerke wurden eingesetzt, um
ausschlieBlich simulationsbasiert relevante Aspekte der Pro-
duktion von L-Methionin,” L-Lysin,?***7 Riboflavin,®
Succinat™ und diversen Alkoholen®! zu beleuchten, ein-
schlieBlich der Vorhersage optimaler Ausbeuten, Stoffwech-
selwege und genetischer Targets. Der derzeit ausgereifteste
Ansatz fiir das modellbasierte Zelldesign integriert In-vivo-
und Computer-gestiitzte Fluxdaten, um darauf aufbauend
eine netzwerkweite Vorhersage genetischer Ziele zu treffen,
die die gewiinschten Flussverdnderungen herbeifiihren sollen.
Entsprechende Flux-Designs wurden in kiirzlich publizierten
Studien eingesetzt, um optimierte Zellfabriken fiir industriell
interessante Produkte zu generieren.[12:29-4%.780.81]

3.3. Genommanipulation

Typischerweise werden Genetiker, die in diesem Feld ar-
beiten, mit einer anspruchsvollen und breiten Wunschliste
konfrontiert. Der metabolische Bauplan, der aus der sys-
temweiten Analyse resultiert, muss nun in einen geeigneten
genetischen Bauplan iibersetzt werden, der eine prézise und
einstellbare Kontrolle der Stofffliisse ermoglicht. Gliickli-
cherweise wurden in den letzten Jahrzehnten die genetischen
»Werkzeuge“ kontinuierlich weiterentwickelt, sodass wir
heute gezielt DNA-Fragmente mithilfe der Polymeraseket-
tenreaktion amplifizieren® sowie Restriktionsenzyme® und
Ligasen™ als molekulare Scheren und Kleber nutzen
konnen. Dariiber hinaus ermoglichen fortschrittlichere
Techniken mittlerweile die Konstruktion von vollstindig
kiinstlichen Genomen™' unter Einbeziehung von chemischer
Gensynthese®® sowie In-vitro- und In-vivo-Assemblierung
von DNA P Insgesamt steht damit ein vielfiltiges Metho-
denrepertoire fiir die gezielte DNA-Manipulation zur Ver-
fligung, das von einzelnen Punktmutationen bis hin zur
Konstruktion von vollstindig synthetischen Stoffwechsel-
wegen und genetischen Regelkreisen, die mehrere tausend
Basenpaare umfassen, viele Moglichkeiten bietet.

Die Deletion von Genen, d.h. die Entfernung der ent-
sprechenden Stoffwechselreaktion aus dem biochemischen
Netzwerk, wird hdufig eingesetzt, um den Kohlenstoffver-
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brauch durch unerwiinschte und konkurrierende Reaktionen
zu unterbinden. Insbesondere anaerobe Prozesse leiden
haufig unter hohen Nebenproduktflissen und sind daher
haufig auf Deletionsmutanten angewiesen, wodurch eine
Mischfermentation vermieden wird."*'7% Wihrend diese
Modifikationen eher die Netzwerkperipherie betreffen, gibt
es durchaus auch Situationen, die die Deletion von Reaktio-
nen aus dem Zentralstoffwechsel notwendig machen, hiufig,
um die Verfiigbarkeit von Kohlenstoffbausteinen zu verbes-
sern. Bekannte Beispiele umfassen die Produktion von Lysin,
Diaminopentan und Glutamat mit C. glutamicum!®**! sowie
die Produktion von Arenen, Threonin und Valin mit
E. coli.P#%44238.9 Obwohl Punktmutationen nur ein einzel-
nes Nukleotid im gesamten Genom veridndern, sind sie er-
staunlich wirkungsvoll fiir das Enzym-Engineering und die
Expressionskontrolle. An regulatorischen Stellen oder der
Substratbindestelle eingebracht, konnen Punktmutationen
Riickkopplungshemmungen und metabolische Kontrollen
aufheben,” kinetische Parameter beeinflussen®®! sowie
Substrat- und Kofaktorspezifititen von Enzymen verdn-
dern.”” Sogar stille Mutationen, d.h. Mutationen, die keine
Auswirkung auf die Proteinsequenz selbst haben, werden zur
Expressionskontrolle auf Ebene der Translationseffizienz
eingesetzt.””! Darauf basiert die so genannte Codon-Opti-
mierung, mit der die heterologe Expression von Spenderge-
nen in einem fremden Wirtstamm verbessert werden
kann.> 151949 UUmgekehrt kann durch eine Variation des
Startcodons der Proteintranslation ein konkurrierender
Stoffwechselweg graduell abgeschwicht werden, ohne diesen
dabei radikal durch eine Deletion zu eliminieren,’ da De-
letionen haufig unerwiinschte Nebeneffekte nach sich ziehen
konnen.” Die Codon-Strategie macht dadurch auch solche
Enzyme und Stoffwechselwege genetisch zugénglich, die eher
empfindlich auf genetische Modifikationen reagieren und
essentiell fiir Wachstum und Vitalitit sind.

Praktisch alle Optimierungsstrategien enthalten in ir-
gendeiner Form die Uberexpression von Genen, die pro-
duktionsrelevante Proteine kodieren. Der direkteste Weg zur
Uberexpression ist in der Regel die Verwendung von epis-
omalen, autonom replizierenden Plasmiden, mit deren Hilfe
die Anzahl der Genkopien in der Zelle erhoht werden
kann.!®*2%l Die Gendosis ist bei der Verwendung solcher
Plasmide jedoch kaum einstellbar, was bei zu starker Ex-
pression unter Umstidnden zur Bildung von Einschlusskor-
pern und damit zum Funktionsverlust des Zielproteins fithren
kann.”?! Der Einbau von zusitzlichen Genkopien direkt in
das Genom kann hier von groSerem Nutzen sein, weil damit
das Expressionsniveau genauer einstellbar ist."?*) Im prakti-
schen Einsatz hat sich jedoch die Verwendung von alternati-
ven Promotoren bewéhrt. Die Forschung der letzten Jahr-
zehnte brachte bereits ein beachtliches Repertoire an kon-
stitutiven und induzierbaren natiirlichen Promotoren her-
vor,’™* die kiirzlich durch die Erzeugung synthetischer
Promotoren ergénzt wurden. Fiir das Systems Metabolic
Engineering ist diese Palette an Promotoren mit vielféltiger
Expressionsstiarke ein entscheidender Durchbruch, weil da-
durch eine individuelle Feinanpassung der Genexpression
ermoglicht wurde.” Als weitere gentechnische Strategie ist
die Expression von Fremdgenen zu nennen, durch die na-
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tiirliche genetische Grenzen iiberwunden werden konnen:
Fremdgene von Spenderorganismen konnen heterolog in
ausgewdhlte Produktionswirte eingebracht werden, um in
diesen neue metabolische Funktionen zu vermitteln. Dadurch
konnte sowohl das Produkt- als auch das Substratspektrum
von industriellen Produzenten substanziell erweitert wer-
den.[1>21-4] Klassische Klonierungstechniken, die die Gen-
sequenz des Spenders unveridndert lassen, werden mittler-
weile mehr und mehr durch Vorgehensweisen ersetzt, die
synthetische Gene, Gencluster und Operons verwenden. Die
Synthese kiinstlicher Gene profitiert dabei stark von der oben
genannten Codon-Optimierung, d.h. der Anpassung der
Gensequenz an die Expressionsmaschinerie des Wirtes, wo-
durch die Wahrscheinlichkeit einer erfolgreichen und starken
Expression deutlich erhoht wird.'™ Dies scheint besonders
niitzlich im Hinblick auf die Produktion von komplexen
Molekiilen aus hoheren Organismen wie Pflanzen und Siu-
getieren in mikrobiellen Systemen.

4. Bio-basierte Chemikalien
4.1. Propandiol

Propandiole (PDOs) sind Plattformchemikalien mit drei
Kohlenstoffatomen, die derzeit aus nicht nachwachsenden
Rohstoffen hergestellt werden. Der Einsatzbereich von 1,2-
PDO erstreckt sich dabei von der Verwendung als Enteiser
und Frostschutzmittel, iiber Feuchtigkeitscreme bis hin zu
Lebensmittelzusitzen. 1,3-PDO wird dagegen iiberwiegend
als Polymerbaustein verwendet. Das Metabolic Engineering
zur 1,2-PDO-Produktion stiitzt sich iiberwiegend auf die
Methylglyoxal-Route, die die Enzyme Methylglyoxal-Syn-
thase und Glycerin-Dehydrogenase verwendet. In E. coli
fithrte bereits die Uberexpression der nativen Gene zur 1,2-
PDO-Produktion, wihrend fiir S. cerevisiae und C. glutami-
cum eine heterologe Genexpression erforderlich war.['7¢10l
E. coli und S. cerevisiae wurden iiber diese grundlegende
Machbarkeitsstudie hinaus weiter optimiert, wobei in beiden
Fillen eine Deletion der Triosephosphat-Isomerase von
Nutzen war.?**1”®! Die beste Produktion von 3.7 gL ™! 1,2-
PDO wurde mit E. coli erzielt, der durch einen kombinierten
Ansatz von rationalem und evolutivem Engineering erzeugt
wurde.?*! Fiir die Produktion von 1,3-PDO ist Glycerin die
bevorzugte Kohlenstoffquelle, da lediglich zwei Enzyme —
Glycerin-Dehydratase und 1,3-PDO-Oxidoreduktase, den
Umsatz von Glycerin zu 1,3-PDO katalysieren.?* Fiir E. coli
und S. cerevisiae wurden allerdings auch Stdmme beschrie-
ben, die 1,3-PDO de novo aus Glucose iiber Glycerin als
Zwischenprodukt synthetisieren.?***¥ DuPont und Genen-
cor International, Inc. schafften dabei mit ihrem proprietédren
E.-coli-Stamm sogar den Sprung in die kommerzielle bio-
technologische Produktion.'™ Der Stamm wurde dabei
weitreichend modifiziert durch:

1) die Expression des Glycerinstoffwechsels (Glycerin-3-
phosphat-Dehydrogenase und Glycerin-3-phosphat-Phos-
phatase) aus S. cerevisiae,

2) die Expression der Glycerin-Dehydratase aus Klebsi-
ella pneumoniae,
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3) die endogene Expression der 1,3-PDO-Dehydrogena-
se, deren katalytische Effizienz mittels fehlerbehafteter Po-
lymerasekettenreaktion (error-prone PCR) verbessert wurde,

4) die Eliminierung der Glycerinverstoffwechselung,

5) die Abschwichung der Expression der Glycerin-3-
phosphat-Dehydrogenase,

6) den Austausch des Phosphotransferasesystems durch
die PEP-unabhingige Glucoseaufnahme mittels Galactose-
Permease und Glucokinase.?*+1%!

Der optimierte Stamm akkumulierte 135 g ™' 1,3-PDO in
einer Ausbeute von 0.51 gg~! (= g Produkt pro g Substrat).?*!

4.2. Butandiol

Vergleichbar zu den Propandiolen werden auch die
beiden Butandiole (BDOs) 1,4-Butandiol und 2,3-Butandiol
als vielseitige Plattformchemikalien fiir die Produktion von
Medikamenten, Kosmetika, Losungsmitteln und Polymeren
eingesetzt, mit einem Jahresproduktionsvolumen von mitt-
lerweile 2.5 Millionen Tonnen.”#'%1 2 3.BDO ist ein natiir-
liches Fermentationsprodukt von S. cerevisiae, das héufig in
obergirigen Bieren vorkommt. Die Produktion wurde opti-
miert, indem konkurrierende Stoffwechselwege ausgeschaltet
wurden, die Biosynthese stimuliert wurde und die Glucose-
aufnahmerate durch evolutive Ansitze verstirkt wurde.”®
Dariiber hinaus wurde das Substratspektrum fiir die 2,3-
BDO-Produktion auf Xylose und Cellobiose erweitert.!*!l
Die Glucose-basierte Produktion ermoglichte allerdings die
hochste Konzentration von 96 gL™'.%¢ In E. coli wurde die
2,3-BDO-Produktion ermdoglicht, indem die Gene budA
(Acetolactat-Decarboxylase), budB (Acetolactat-Synthase)
und budC (Butandiol-Dehydrogenase) aus K. pneumoniae
implementiert wurden."" Die maximal erzielte Konzentra-
tion von ca. 1 gL' fillt jedoch weit hinter die von Hefe
zuriick.® Umgekehrt verhilt es sich fiir die 1,4-BDO-Pro-
duktion. Hier wurde erstmals E. coli fiir die biokatalytische
Umsetzung von nachwachsenden Rohstoffen in 1,4-BDO
eingesetzt, mit einer beachtlichen Produktion von 18 gr.~*.1%!
Weitere Verbesserungen gipfelten in einer grof3skaligen
BDO-Produktion innerhalb einer gemeinsamen Kampagne
von Genomatica und DuPont Tate & Lyle Bio Products
Company, bei der tiber 2000 metrische Tonnen BDO durch
direkte Fermentation hergestellt wurden.

4.3. Succinat

In den letzten Jahren hat Succinat als eine der zwolf Top-
Value-Chemikalien aus Biomasse einige Aufmerksamkeit auf
sich gezogen.['! Die wachsende Popularitiit des ,,Bio“-Labels
fiir Succinat hat die Entwicklung von Fermentationsprozes-
sen vorangetrieben. Mittlerweile wurde auch von einigen
Firmen, darunter Myriant (mit ThyssenKrupp Uhde), Bio-
Amber (Joint Venture mit Mitsui & Co.) und Succinity
GmbH (Joint Venture von BASF SE und Corbion Purac), das
Stadium der industriellen GroBproduktion erreicht, wobei
proprietdre Organismen wie metabolisch optimierte E.-coli-
Stamme, Hefen und Basfia succiniciproducens zum Einsatz
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kommen.[® Auf akademischer Seite wurde aufgezeigt,
dass die Produktionsprozesse stark von der Deletion von
Genen profitierten, die zu alternativen Fermentationspro-
dukten wie Lactat, Acetat, Formiat und Ethanol fiih-
ren.x2222 0 Biir . coliund C. glutamicum wurden Stimme
beschrieben, die bis zu 127 bzw. 146 gL' Succinat produzie-
ren (Abbildungen 2 und 3), wobei fir C. glutamicum Wachs-
tums- und Produktionsphasen entkoppelt sind.****! Durch
einen Uberschuss an Carbonat im Produktionsmedium
konnte die CO,-Fixierung iiber die anaplerotischen Reak-
tionen stimuliert werden, wodurch sich Ausbeuten von iiber
1.0 gg~" erzielen lieBen.""" Mit C. glutamicum konnte auch
eine aerobe Succinatproduktion etabliert werden, indem die
Nebenproduktbildung unterbunden, der Citratzyklus strom-
abwirts von Succinat unterbrochen und die anaplerotische
Carboxylierung iiberexprimiert wurde.'” Weitere Verbesse-
rungen wurden durch ein Acetat-Recycling sowie einen ver-
stirkten oxidativen Citratzyklusfluss durch Uberexpression
der Citrat-Synthase erzielt.'” Die Produktion erreichte al-
lerdings nicht die Leistung des anaeroben Prozesses. Die S.-
cerevisiae-basierte Succinat-Produktion steht noch in den
Anfingen, ist allerdings vielversprechend wegen der guten
Wachstumseigenschaften von Hefe bei niedrigen pH-Werten,
was sich vorteilhaft auf den Aufarbeitungsprozess auswirken
wiirde.”l Derzeit werden sowohl aerobe als auch anaerobe
Prozesse evaluiert,?*? 71 wobei eine gemischt oxidativ-
reduktive Produktion am vorteilhaftesten scheint.[''!

4.4. Malat

Gegeniiber der chemischen Synthese hat die bio-basierte
Produktion von Malat den Vorteil, dass stereospezifisch
reines L-Malat hergestellt werden kann. Analog zu Succinat
erfolgt die Biosynthese in Mikroorganismen alternativ tiber
den reduktiven oder oxidativen Zweig des Citratzyklus oder
iiber den Glyoxylatweg. Da E.-coli-basierte Succinatprodu-
zenten bereits Malat als Nebenprodukt bilden,?! wurde
aufbauend auf diesen Stimmen eine weitere Optimierung
vorgenommen, die die Deletion der durch die Enzyme Fu-
marat-Reduktase und Malatenzym katalysierten Malat-asso-
ziierten Reaktionen umfassten.''? Obwohl die Endkonzen-
tration von 34 gL ™' deutlich niedriger als die erzielte Succi-
natkonzentration war, erreichten diese Stimme beeindru-
ckend hohe Ausbeuten (1.1 gg1)."? Tm Fall von S. cerevisiae
wurde durch Engineering der Pyruvat-Carboxylase, der
Oxalacetat-Reduktase und des Malatexportes ein Stamm
generiert, der 59 gL' Malat in einer Ausbeute von 0.31 gg™
produzierte.*"

4.5. ltaconsdure

Itaconséure — eine Cs-Dicarbonsédure — wird hiufig fiir die
Homopolymerproduktion von Polyacrylaten und Gummi
eingesetzt.'*) Metabolisch gesehen ist sie eng mit der Zitro-
nensdure verwandt und kann aus diesem zentralen Interme-
diat des Citratzyklus iiber cis-Acotinat und anschlieBende
Decarboxylierung synthetisiert werden.”” Industriell wird
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Itaconsdure mittels Submerskulturen von Aspergillus spp.
hergestellt, wobei hervorragende Konzentrationen (86 gL™")
und Ausbeuten (0.62 gg™') erzielt werden."'"¥ Die erreichte
Konzentration liegt dabei sogar bei der maximalen Loslich-
keit in Wasser.''*1%% Erst kiirzlich ist es durch die heterologe
Expression der Aconitat-Decarboxylase aus A. terreus ge-
lungen, S. cerevisiae in einen Itaconsdureproduzenten umzu-
wandeln, wenn auch mit geringer Produktionseffizienz (Ab-
bildung 4).?°¥ Eine #hnliche Strategie ermoglichte auch eine,
wenn auch vergleichsweise schwache, Itaconsédureproduktion
mit E. coli. Titer von bis zu 690 mgrL™" wurden dann durch
weitere Modifikationen erzielt, darunter die Implementie-
rung der Citrat-Synthase und der Aconitase aus Corynebac-
terium glutamicum und die Deletion der Gene, die fiir die
Phosphatacetyl-Transferase sowie die Lactat-Dehydrogenase
kodieren.?**]

5. Materialien
5.1. Diamine

Das C¢-Diamin Diaminohexan ist einer der bedeutends-
ten Bausteine der Polymerindustrie (spezifischer der Poly-
amidindustrie), mit einem Jahresproduktionsvolumen von
6.6 Millionen Tonnen.'” Da Diaminohexan derzeit nicht
iiber fermentative Routen gewonnen werden kann, haben
sich Forschungsschwerpunkte herausgebildet, bei denen al-
ternative bio-basierte Moglichkeiten fiir die Herstellung von
Diaminopentan (DAP, Cadaverin) und Diaminobutan (Pu-
trescin) entwickelt werden, um die Rohdl-basierten Wege zu
ersetzen.'* %] Diese beiden Diamine kommen natiirli-
cherweise als Intermediate des Abbaus von L-Lysin und L-
Ornithin vor.[''®

In E. coli konnte eine basale Putrescinproduktion erzielt
werden, indem der weitere Abbau dieses C,-Diamins unter-
bunden wurde. Durch eine verbesserte Bereitstellung des
Bausteins Ornithin und durch Uberexpression der Diamino-
butan-bildenden Ornithin-Decarboxylase konnte die Pro-
duktion dann auf 24 gL' gesteigert werden.”*! Analog zur
Putrescinproduktion in E. coli ist auch die in C. glutamicum
abhingig von der Aktivitidt der Ornithin-Decarboxylase, die
in diesem Fall jedoch heterolog eingebracht werden muss.['*
Die Entkopplung des Stoffwechselwegs durch die Kontrolle
durch ArgR, kombiniert mit einem fein abgestimmten Orni-
thinverbrauch fiir die Argininbiosynthese, ermoglichte eine
Produktion von 19 gL™' Putrescin in einer Ausbeute von
0.16 gg' (Abbildung 3).°%"1 Aktuell laufende Arbeiten in
diesem Forschungsbereich konnten die Stamm- und Pro-
zessentwicklung noch weiter voranbringen.[''”)

Diaminopentan, das durch Decarboxylierung von Lysin
hergestellt werden kann, konnte mit C. glutamicum und
E. coli produziert werden. Die fiir E. coli gewéhlte Strategie
wurde an die der Putrescinproduktion angelehnt und um-
fasste eine Inaktivierung des Diaminopentanabbaus, eine
verbesserte Bereitstellung des Bausteins Lysin und eine ver-
stiarkte Expression der DAP-bildenden Lysin-Decarboxylase
CadA (Abbildung 3).*"! Das Engineering von C. glutamicum
ging jedoch weit iiber eine grundlegende Machbarkeitsstudie
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hinaus. Erste C.-glutamicum-basierte DAP-Produzenten, die
sich auf die CadA-Variante der Lysin-Decarboxylase aus
E. coli stiitzten,™™ wurden bald schon durch Stimme iiber-
troffen, die die LdcC-Variante aus E. coli nutzten, deren
Expression zusitzlich durch Promotoraustausch und Codon-
optimierung verbessert wurde.™®® Im Verlauf der weiteren
Stammoptimierung wurden Gene der Biosynthese iiberex-
primiert, konkurrierende Stoffwechselwege wurden elimi-
niert oder abgeschwicht, die Nebenproduktbildung durch
Deletion der verantwortlichen Gene wurde unterbunden, die
Produktsekretion wurde verbessert und die Bereitstellung
von Kohlenstoffbausteinen und Reduktionskraft wurde ver-
bessert (Abbildung 6).°*"*% Der optimierte C.-glutami-
cum-Stamm sekretierte 88 gL.~! DAP und erzielte dabei eine
Ausbeute von 0.5 gg~' (Abbildung 2).['%

Dieser Stamm wurde dariiber hinaus in ein ganzheitliches
Bioraffineriekonzept integriert, um hochwertige Materialien
aus nachwachsenden Rohstoffen herzustellen. Der umfas-
sende Ansatz kombinierte Aspekte der synthetischen Biolo-
gie mit der synthetischen Chemie, um das 100 % bio-basierte
Polyamid PAS.10 herzustellen.'™ Der Prozess umfasste den
kompletten Produktionslauf inklusive Upstream-Abldufe,
Fermentation mit dem maBgeschneiderten DAP-Uberpro-
duzenten, Produktaufreinigung und chemische Polymerisati-
on mit oder ohne Glasfaserverstirkung.'”l Systematische
Materialtests offenbarten die ausgezeichneten Materialei-
genschaften von PAS5.10 hinsichtlich Schmelztemperatur und
mechanischer Stidrke, die dem Rohol-basierten PA6 und
PAG6.6 in nichts nachstanden. Die geringe Dichte verspricht
sogar energetische Vorteile bei Anwendungen im Bereich des
Transportwesens. %!

Durch das zusétzliche Einbringen des Xyloseabbauwegs
aus E. coli konnten ein Xylose- sowie ein Hemicellulose-ba-
sierter Prozess etabliert werden.”” Die in diesem Prozess
erzielte Konzentration von 60 gL' ist ein schones Beispiel
dafiir, dass auch alternative Rohstoffe durchaus Potential fiir
die Industrie haben, auch wenn sie derzeit noch kaum An-
wendung im Bereich der industriellen Biotechnologie fin-
den.[lc.‘ﬂa]

5.2. Lactat und 3-Hydroxypropionat

Aufgrund ihrer difunktionalen chemischen Struktur, be-
stehend aus einer Hydroxy- und einer Carboxygruppe, sind
Lactat (LA) und 3-Hydroxypropionat (3HP) wertvolle Bau-
steine fiir die Synthese der bioabbaubaren Polyester Poly-
lactat (PLA) und Poly(3-hydroxypropionat) (P3HP).*I 3HP
fungiert auerdem als Ausgangsmaterial fiir die Herstellung
von Acrylat, das wiederum als Plattformchemikalie und als
Polymerbaustein Anwendung findet.

Die heutigen LA-Produktionsanlagen werden mit klas-
sisch optimierten Lactobacilli betrieben. Die Hauptanbieter
in dem Bereich sind NatureWorks, die sich vollstindig im
Besitz von Cargill Incorporated (USA) befinden, Purac
(Niederlande), Galactic (Belgien) und verschiedene chinesi-
sche Firmen.['"" Unter den bio-basierten Polymeren hat PLA
eine vergleichsweise lange Tradition beziiglich seiner Pro-
duktion. Die erste Inbetriebnahme einer grofitechnischen
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Abbildung 6. Systemweites Stoffwechsel-Engineering von Corynebacterium glutamicum fiir die Produktion von Diaminopentan.'* Griine bzw. rote
Pfeile deuten eine Verstirkung bzw. Abschwichung der Stoffwechselreaktion an. Deletionen sind durch das rote ,X“ gekennzeichnet. Der Farb-
code fiir die genetischen Modifikationen ist wie folgt: griin: Reaktion der Biosynthese und des Exportes; rot: Konkurrenzreaktionen fiir Biosynthe-
se oder Bereitstellung von Bausteinen; lila: Reaktionen fiir die Bereitstellung von Kohlenstoff-Bausteinen; blau: Reaktionen fiir die NADPH-Bereit-
stellung. Die Enzyme, die von den entsprechenden Genen kodiert werden, sind: cg1722: N-Acetyl-Transferase; cg2893: major facilitator permease;
dapB: Dihydrodipicolinat-Reduktase; ddh: Diaminopimelat-Dehydrogenase; fbp: Fructose-1,6-bisphosphatase; hom: Homoserin-Dehydrogenase;
icd: Isocitrat-Dehydrogenase; ldcC: Lysin-Decarboxylase aus E. coli; lysA: Diaminopimelat-Decarboxylase; lysE: Lysin-Exporter; lysC: Aspartokinase;
pck: Phosphoenolpyruvat-Carboxykinase; pgl: 6-Phosphogluconolactonase; pycA: Pyruvat-Carboxylase; tal: Transaldolase; tkt: Transketolase; zwf:
Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase.

Anlage erfolgte 2002 durch NatureWorks LLC, die bis heute  duktion optimiert (Abbildungen 2-4).'"®1 Diverse Studien
den groBten Marktanteil im PLA-Geschift innehaben.'™  berichten iiber die Produktion von enantiomerenreinem D-
Aufler den klassischen Produktionsstimmen wurden auch  Lactat und L-Lactat mit verdnderten E.-coli-Stimmen unter
E. coli, C. glutamicum und S. cerevisiae fiir die Lactatpro- Verwendung von nativen und nichtnativen Kohlenstoffquel-
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len.”*™ 1191 Metabolische Schliisselmodifikationen betreffen
vor allem die Eliminierung der Nebenproduktbil-
dung ™ P11%1 Mit dem derzeit besten Stamm wird eine Lac-
tatkonzentration von 138 gL™' bei einer Ausbeute von
0.86 gg~! erzielt (Abbildung 2).*! Das zusitzliche Einbrin-
gen einer evolutiv verbesserten Propionat-CoA-Transferase
sowie einer Polyhydroxyalkanoat(PHA)-Synthase ermog-
lichte sogar die direkte Produktion von PLA und LA-Pro-
pionat-Copolymeren bis zu 56 Gew.-%.['*" In C. glutamicum
wird die L-Lactatsekretion natiirlicherweise durch ein anae-
robes Milieu induziert. Dies wurde fiir eine Vielzahl von
Substraten wie Glucose, Arabinose, Xylose und Cellobiose
gezeigt.'" 21 Durch Deletion der intrinsischen L-Lactat-
Dehydrogenase (LDH) und Expression der nichtnativen D-
LDH konnten mit C. glutamicum 120 gL' p-Lactat mit einer
Reinheit von 99.9 % hergestellt werden.'™ Da wihrend der
Produktion Nebenprodukte gebildet wurden, ist eine weitere
Verbesserung durch Vermeidung der Succinat- und Acetat-
sekretion zu erwarten. Analog zu E. coli gibt es auch fiir
C. glutamicum vielversprechende Ansitze zur direkten fer-
mentativen Produktion von Polymeren. Die entsprechenden
Staimme produzieren dabei P(LA-co-3HB)-Copolymere aus
Lactat und 3-Hydroxybutyrat mit hohem LA-Anteil.'®! In
S. cerevisiae erfordert die Lactatproduktion eine heterologe
Expression der LDH.?"?2l Da besonders die fermentative
Ethanolproduktion mit der gewiinschten Lactatsekretion
konkurriert, wurde der Ethanolweg durch Deletion ausge-
wihlter Gene unterbrochen.!”>'*! Dadurch konnte hochrei-
nes L-Lactat in einer Konzentration von 122 gL' produziert
werden (Abbildung 4).%1

Im Hinblick auf die 3HP-Produktion gibt es von den hier
betrachteten Organismen lediglich Studien zu E. coli unter
Verwendung von Glycerin als Kohlenstoffquelle.'**! Dieser
Prozess gleicht allerdings eher einer Biotransformation als
einer De-novo-Synthese, da fiir den Umsatz lediglich zwei
Enzyme benotigt werden.1? Interessanterweise gibt es sehr
viel mehr Studien zur direkten P3HP-Produktion, die wohl-
gemerkt auch auf eine Bereitstellung von 3HP als Baustein
angewiesen ist. Diese Studien umfassen auch alternative
Strategien fiir die 3HP-Synthese aus Glycerin (iiber die oben
erwihnte Route) oder Glucose.'” Ansitze zur Glucose-ba-
sierten P3HP-Produktion enthalten den (-Alanin-Weg und
den Malonyl-CoA-Weg.%+¢]

5.3. Polyhydroxyalkanoate

Polyhydroxyalkanoate (PHAs) sind bioabbaubare und
biokompatible Polymere, die von vielen Organismen als na-
tiirliche Speicherpolymere synthetisiert werden.'”®! Dank der
zahlreichen Monomervarianten, die als Bausteine fiir die
Synthese von kurz- (short-chain-length; scl), mittel-
(medium-chain-length; mcl) und langkettigen (long-chain-
length; Icl) Homo- und Copolymeren genutzt werden konnen,
sind die Materialeigenschaften sehr vielfiltig.'>1?"! E. coli,
C. glutamicum und S. cerevisiae sind keine typischen PHA-
Produzenten, auch wenn diesbeziiglich einige erfolgreiche
Stammoptimierungen durchgefiihrt wurden. Im Allgemeinen
werden Produktionsstimme mit heterologen Genen des bio-
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synthetischen PHA-Operons aus Ralstonia eutropha, Bacillus
cereus oder Pseudomonaden ausgestattet.'’“?*1%8 Die Pro-
duktion ist meist auf scl-PHAs limitiert, die aus den Bau-
steinen 3-Hydroxybutyrat (3HB), 2-Hydroxybutyrat (2HB)
und 3-Hydroxyvalerat (3HB) gebildet werden. Durch ein
gezieltes Engineering der 3-Oxidation konnten zumindest fiir
E. coli und §. cerevisiae die Diversitdt und Variabilitdt der
Monomere auf mcl-Bausteine erweitert werden.?*1?’

6. Biotreibstoffe
6.1. Ethanol

Ethanol ist das klassische Fermentationsprodukt von
S. cerevisiae, was Hefe neben Zymomonas mobilis zum
wichtigsten Ethanolproduzenten sowohl fiir Getrdnke als
auch fiir Treibstoffe macht.**?"! Entscheidender Vorteil ge-
geniiber E. coli ist eine geringe Nebenproduktbildung, kom-
biniert mit einer hohen Produkttoleranz.” Die Ethanol-
produktion mit S. cerevisiae kommt hiufig nah an das theo-
retische Maximum von 0.51 gg~! heran, mit Konzentrationen
von 48 gL 1 allerdings wird hiufig Glycerin als Neben-
produkt detektiert. Dementsprechend wurden zahlreiche
Versuche unternommen, dessen Bildung zu minimieren oder
vollig zu verhindern.®™ 3% Entsprechende Null-Mutanten
verlieren allerdings die Fahigkeit, anaerob zu wachsen, da der
Glycerinstoffwechsel als essentielle FElektronensenke zur
Regeneration von Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid (NAD)
dient.®13%®] Alternative Strategien zielen auf einen modifi-
zierten Redoxstoffwechsel unter Verwendung von Ersatz-
metaboliten fiir die Elektronenbilanzierung ab.'***131 Bej
weiteren Optimierungen standen die Erweiterung des Sub-
stratspektrums sowie die Erhohung der Toleranz im Mittel-
punkt.?132] Wegen des natiirlicherweise breit geficherten
Substratspektrums ist auch E. coli ein vielversprechender
Kandidat fiir die Ethanolproduktion. Tatsichlich kann durch
die Expression des Ethanolstoffwechsels aus Z. mobilis,
kombiniert mit der Deletion des fiir die Succinatproduktion
verantworlichen Gens frd, eine hohe Ethanolproduktion von
54.4 bzw. 41.6 gL' unter Verwendung von Glucose bzw.
Xylose als Substrat erzielt werden.?! In einer weiteren Studie
konnte iiber das Ausschalten kompetitiver Fermentations-
wege durch Deletion der kodierenden Gene fiir die Fumarat-
Reduktase (frdABCD), die Lactat-Dehydrogenase (ldhA),
die Acetat-Kinase (ackA) und die Pyruvat-Formiat-Lyase
(pfIB) ein nichttransgener Homoethanolproduzent, d.h. ein
Produzent mit Ethanol als einzigem Produkt, hergestellt
werden. Dieser derart modifizierte Stamm wurde zum effi-
zienten Ausgleich der Redoxbilanz zusétzlich dahingehend
verdndert, dass die Pyruvat-Dehydrogenase anaerob expri-
miert wurde, wodurch die Ethanolausbeute auf 90 % gestei-
gert werden konnte.* Eine gemischte Zucker-Kofermenta-
tion wurde durch Deletion von mgsA als Kontrollpunkt des
Zuckerstoffwechsels ermoglicht.>*) Wie auch bei S. cerevi-
siae, bleibt die Produkttoleranz weiterhin ein zentrales
Thema der Bioethanolproduktion mit E. coli.l'®! In C. glut-
amicum héngt die Ethanolfermentation vollstdnding von he-
terolog eingebrachten Genen ab. Modifizierte Stimme, die
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die Pyruvat-Decarboxylase (pdc) und die Alkohol-Dehydro-
genase (adhB) aus Z. mobilis exprimieren und zusitzlich
Lactat-Dehydrogenase- und PEP-Carboxylase-deffizient
sind, kénnen unter Sauerstoffausschluss bis zu 0.53 gg™
Ethanol produzieren.'’” Die Produkttiter und die Toleranz
der Stamme sind allerdings gering und erfordern weitere
Optimierungen.

6.2. Héhere Alkohole

Wegen ihres niedrigen Dampfdruckes, der geringen Hy-
groskopie und des hohen Energiegehaltes sind Alkohole mit
vier oder mehr Kohlenstoffatomen als Biotreibstoffe beson-
ders vorteilhaft.”*! 2-Methyl-1-propanol (Isobutanol) und 1-
Butanol sind die derzeit am besten untersuchten Beispiele.
Der 2-Methyl-1-propanol-Weg ist eng mit der Biosynthese
der verzweigt-kettigen Aminosiduren verkniipft, sodass das
Engineering hier stark von in der traditionellen Aminosédu-
refermentation gesammelten Erfahrungen profitiert hat. In
Anlehnung an die Strategie zur Uberproduktion von Valin
konnte beispielsweise C. glutamicum in einen 2-Methyl-1-
propanol-Produzenten umgewandelt werden.'” Durch Aus-
schalten der Lactat-Dehydrogenase und der Pyruvat-
Carboxylase konnte die Produktion auf 4.9 gL' gesteigert
werden. Dabei wurden Spuren anderer hoherer Alkohole wie
1-Propanol, 2-Methyl-1-butanol, 1-Butanol und 2-Phenyle-
thanol als Nebenprodukte gefunden. Eine bessere Produkti-
on von bis zu 18 gL' 2-Methyl-1-propanol wurde durch einen
Ansatz erzielt, der sich auf einen 2-Ketovaleratproduzenten
stiitzte. Dieser wurde zusétzlich durch Inaktivierung der
Lactat- und Malat-Dehydrogenasen sowie durch Einbringen
der Ketosdure-Decarboxylase aus Lactococcus lactis, der
Alkohol-Dehydrogenase (ADH?2) aus S. cerevisiae und der
Transhydrogenase (PntAB) aus E. coli modifiziert.!*! Durch
die Kopplung einer Hochzelldichtefermentation an eine
kontinuierliche Lo&sungsmittelextraktion konnten dann
78 gL ™! 2-Methyl-1-propanol in der Losungsmittelphase an-
gereichert werden.'™ Ahnlich wie in C. glutamicum erfolgt
die 2-Methyl-1-propanol-Produktion auch in E. coli iiber den
verzweigt-kettigen Aminosiureweg. Durch Uberexpression
der Gene ilvIHCD fiir die Biosynthese von 2-Ketoisovalerat
in Kombination mit dem Einbau der 2-Ketosdure-Decarb-
oxylase sowie der Alkohol-Dehydrogenase konnte ein Pro-
duzent generiert werden. Die Unterbindung der Nebenpro-
duktbildung und die Expression des alsS-Gens aus Bacillus
subtilis steigerten die Produktion auf 22 g =!.P4137

Um eine Butanolproduktion zu erreichen, wurde der
komplette native Biosyntheseweg aus Clostridium acetobu-
tylicum — abzweigend vom zentralen Intermediat Acetyl-CoA
—in E. coli implementiert.'*! Eine andere Strategie nutzte
einen synthetischen Stoffwechselweg ausgehend von Threo-
nin. Eine systematische Verbesserung durch Aufhebung der
natiirlichen Stoffwechselregulation und Unterbindung der
Nebenproduktbildung erméglichte eine simultane Produkti-
on von 2 gL~ 1-Butanol und 1-Propanol im Verhiltnis von
etwa 1:1.%1 Die Acetyl-CoA-Route stellte sich jedoch als
effizienter heraus. Eine synthetische Rekonstruktion dieses
Stoffwechselweges mit ausgewdhlten Genen aus verschiede-
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nen Donorstimmen erwies sich dabei als besser gegeniiber
der ausschlieBlichen Nutzung von Genen aus C. acetobutyli-
cum.P*- 140 Insgesamt konnte die Produktion auf 30 gL' ge-
steigert werden.*! Eine Verldngerung des Butanolweges
ermoglichte dariiber hinaus die Produktion von 1-Hexanol in
E. coli®! Auch mithilfe der umgekehrten B-Oxidation war
die Produktion ldngerkettiger Alkohole (mehr als vier C-
Atome) grundlegend moglich, was diese Methode zu einer
neuen und vielversprechenden Technologie fiir die Produk-
tion hoherwertiger Biotreibstoffe macht.**

In §. cerevisiae wurde die 2-Methyl-1-propanol-Produkti-
on erstmals durch endogene Uberexpression der Valinbio-
synthese realisiert.""!! Die zelluldre Kompartimentierung er-
schwerte allerdings die Produktion, sodass fiir eine verbes-
serte Produktion der Valinstoffwechsel vom Mitochondrium
in das Cytosol transferiert wurde.”™ Die Leistungsfahigkeit
der Stamme (Abbildung 4) erreichte allerdings nicht die von
C. glutamicum und E. coli.

Wie auch fiir E. coli wurden fiir die Butanolproduktion
zwei alternative Routen in Hefe getestet. Der heterologe
Weg, ausgehend von Acetyl-CoA, ermoglichte lediglich eine
Produktion von 16 mgL™! Butanol.”™ Der endogene Weg
iiber Threonin — mit einer Produktion von 243 mgL~! Butanol
— erwies sich hier als deutlich vorteilhafter.”*!

6.3. Biodiesel

Biodiesel setzt sich hauptsichlich aus Fettsauremethyles-
tern (FAMEs), -propylestern und -ethylestern zusammen.
Deren mikrobielle Herstellung ist sehr wiinschenswert fiir
eine nachhaltige Produktion und wurde bisher durch ein
Engineering von S. cerevisiae und E. coli adressiert.'*”! Die
erste mikrobielle Biodieselproduktion mit E. coli erfolgte
dabei mithilfe von Umesterung von endogen gebildetem
Ethanol und zugesetzter Olsiure.*! Eine richtige De-novo-
Synthese von Fettsduren wurde erreicht, indem die Biosyn-
these tiberexprimiert und die p-Oxidation inaktiviert
wurden. Der erste Schritt zur Biodieselproduktion mittels
S. cerevisiae stiitzte sich auf eine Inaktivierung der Synthese
von Speicherlipiden. Die heterologe Expression der difunk-
tionalen Wachsester-Synthase aus Acinetobacter calcoaceticus
ermoglichte anschlieBend die Bildung von FAMEs."*! Wei-
tere Stammoptimierungen umfassten die Uberexpression der
Acetyl-CoA-Carboxylase und die Verwendung alternativer
Wachsester-Synthasen aus Marinobacter hydrocarbonoclasti-
cus mit vorteilhafteren katalytischen Eigenschaften.®™ 4]
Ansitze zur Biodieselproduktion mit C. glutamicum be-
schrianken sich derzeit auf die De-novo-Synthese von Fett-
sauren, die zur FAME-Produktion noch verestert werden
miissen.!"™"!

7. Gesundheit und Erndhrung

7.1. L-Glutamat

Von den ersten Anfingen der Aminosdurefermentation
bis heute hat die Produktion des Geschmacksverstarkers L-
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Glutamat den groBten Marktanteil mit derzeit etwa 2.5 Mil-
lionen Tonnen pro Jahr. Die industrielle Produktion stiitzt
sich auf C.-glutamicum-Stamme, die urspriinglich auch zu
diesem Zweck isoliert wurden. Bereits Wildtypstimme sind in
der Lage, beachtliche Mengen an L-Glutamat als Antwort auf
eine Biotinlimitierung oder eine Behandlung mit Penicillin
sowie mit Tensiden zu sekretieren.*! Dariiber hinaus wurden
die Produktionsorganismen durch eine Umleitung des Koh-
lenstoffflusses durch die anaplerotische, d.h. die den Zitro-
nensiurezyklus auffiillende, Carboxylierung®='#"! und durch
die Abschwichung der konkurrierenden 2-Oxoglutarat-De-
hydrogenase verbessert.***>!%] Bisher reichen diese ratio-
nalen Ansitze allerdings nicht aus, um klassisch erzeugte
Stimme mit Produkttitern von 100 gL' aus dem Feld zu
schlagen (Abbildung 2).I""

7.2. L-Lysin

Die Produktion der essentiellen Futtermittelaminosiure
L-Lysin mit einem Weltmarkt von etwa 1.5 Millionen Tonnen
pro Jahr hat sich zu einem stark kompetitiven Wettbewerbs-
geschift entwickelt, das die kommerziellen Anbieter zu
kontinuierlichen Verbesserungen zwingt. Als Produktions-
stimme kommen mit Firmen-spezifischen Patentabdeckun-
gen belegte E.-coli- und C.-glutamicum-Stamme zum Ein-
satz.[* Offentlich zugingliche Forschungsarbeiten konzen-
trieren sich allerdings hauptséchlich auf C. glutamicum, auch
wenn erst kiirzlich ein E.-coli-basierter optimierter Fermen-
tationsprozess in einer Studie publiziert wurde.”*! Die enge
Verkniipfung der Lysinbiosynthese mit dem Zentralstoff-
wechsel® hat in C. glutamicum eine lokale Manipulation des
Kohlenstoffwechsels stimuliert, um konkurrierende Reak-
tionen abzuschwichen oder komplett zu unterbinden®™®>®
und um die Bereitstellung des Bausteins Oxaloacetat®™®14]
sowie die Reduktionskraft in Form von Nicotinsdureamid-
Adenin-Dinucleotid-Phosphat (NADPH)P*%1¢150 731 verbes-
sern. Die Entschliisselung der Genomsequenz hat stark zu
einem tieferen Verstdndnis von C. glutamicum beigetragen
und hatte erheblichen Einfluss auf die industrielle Produkti-
on, da Kenntnisse der Genomsequenz das Metabolic Engi-
neering und die genetische Manipulation revolutionierten.
Dadurch erdffneten sich neue globale und systemorientierte
Optimierungsansétze wie das so genannte ,,Genome Breed-
ing“F®! sowie das umfassende modellgestiitzte metabolische
Stammdesign, d.h. die Herstellung eines maBgeschneiderten
Produzenten auf Basis computergestiitzter Simulationen
seiner metabolischen Eigenschaften.'” Die erste dieser glo-
balen Strategien brachte dabei einen minimal mutierten L-
Lysinproduzenten hervor, mit dem ein Titer von 100 gL' und
eine Ausbeute von 0.4gg™' erzielt wurden.’™ In einer
neueren Studie wurde dies dank eines ,,Synthetic Metabolic
Engineering“-Ansatzes sogar noch iibertroffen. Dabei reich-
ten zwolf ausgewihlte und definierte Genom-basierte Modi-
fikationen aus, um aus einem Wildtypstamm einen effizienten
Produzenten zu generieren, mit dem eine Produktion von
120 gL' L-Lysin in einer Ausbeute von 0.55 gg~' moglich war
(Abbildung 2). Dank dieses wissensbasierten Designs in
Verbindung mit der gezielten genetischen Modifikation
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iibertrifft dieser rational erzeugte L-Lysin-Uberproduzent
sogar die Leistung von klassisch optimierten Stimmen.['*]

7.3- Aromatische L-Aminosdiuren und verwandte Metaboliten

Uber viele Jahre hinweg verhinderte die komplexe
Stoffwechselregulation bestehend aus metabolischer Inhi-
bierung, Repression und Attenuation eine effiziente 6kono-
mische Produktion von L-Phenylalanin, L-Tryptophan und L-
Tyrosin.'"!l Eine gezielte Modifikation des terminalen Syn-
theseweges und der Produktsekretion sowie eine verbesserte
Bereitstellung von Bausteinen, kombiniert mit klassischen
Optimierungsansitzen, brachten anschlieBend den Durch-
bruch,**71321 godass industriell relevante Produktionsni-
veaus erreicht wurden (Abbildungen 2 und 3). Dabei wurden
C. glutamicum und E. coli gleichermaflen durch Metabolic
Engineering optimiert, wobei leicht bessere L-Tryptophan-
produzenten auf Basis von C. glutamicum und bessere L-
Phenylalaninproduzenten auf Basis von E. coli beschrieben
sind (Abbildungen 2 und 3). Aktuelle Erfolge versprechen
weitere Verbesserungen in der zukiinftigen Stammoptimie-
rung.[?>91*153 Dag gesammelte Fachwissen in diesem Bereich
hat auBlerdem die Entwicklung von Produktionsprozessen fiir
verwandte aromatische Metaboliten mit E. coli beschleu-
nigt.’® Eine Produktion von 80 gL' Shikimat, einem Stoff-
wechselintermediat der aromatischen Aminoséduresynthese,
kann hier sicherlich als prominentestes und erfolgreichstes
Beispiel aufgefiihrt werden.?*! Andere Intermediate umfas-
sen z.B. Anthranilat und Chorismat.*" Neuere Studien er-
weiterten die Produktpalette iiber den natiirlichen Biosyn-
theseweg hinaus auf aromatische Komponenten wie Phe-
nol,®!  p-Hydroxyzimtsiure, Phenyllactat, Phenylacetat,
Phenylethanol™* und die komplexen Tryptophan-basierten
Derivate Violacein und Desoxyviolacein, wobei letztere
vielversprechende antivirale und antitumorale Wirkstoffe
sind."%42%l Ein systemweites Stoffwechseldesign in Verbin-
dung mit optimierten Prozesseinstellungen ermoglichte ein
Uberschreiten der Ein-Gramm-Grenze mit einer finalen
Konzentration von 1.6gL™' Desoxyviolacein (Abbil-
dung 3).") Wegen der generell hohen Toleranz ist auch Sac-
charomyces cerevisiae ein vielversprechender Kandidat fiir
die Produktion von Arenen. Allerdings ist die Stoffwech-
selregulation in Hefe wesentlich strikter als in E. coli und
C. glutamicum. Diesen Organismen gegeniiber hat sie jedoch
den Vorteil, dass heterologe Gene aus Pflanzen von Hefen
besser toleriert und akzeptiert werden. Vielversprechende
Beispiele umfassen die Produktion von Resveratrol, Narin-
genin und anderen Flavonoiden, die sich von Cumarsédure
ableiten (Abbildung 4).”™1*! Ein tieferes Stoffwechselver-
stindnis wird die zukiinftige Entwicklung neuer Strategien
fiir eine De-novo-Synthese stirker vorantreiben.!™>”!

7.4. L-Threonin
Die meisten Versuche fiir eine effiziente L-Threoninpro-
duktion wurden bislang fiir E. coli unternommen, dem derzeit

auch wichtigsten industriellen Produzenten mit einer jahrli-
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chen Produktion von rund 250000 Tonnen. Erste Optimie-
rungsansitze konzentrierten sich dabei auf die Uberexpres-
sion des biosynthetischen Threoninweges.!>® In jiingerer Zeit
wurde ein genetisch definierter Threoninproduzent mithilfe
eines systembiologischen Ansatzes erzeugt, der sich auf
komplexe Datenséitze aus der Analyse von Genom, Tran-
skriptom, Proteom und Computer-gestiitzten Stoffwechsel-
berechnungen stiitzte.?** In aller Kiirze dargestellt umfasste
die Optimierung das Aufheben der Riickkopplungshemmung
sowie der transkriptionellen Attenuation, eine Plasmid-ba-
sierte Uberexpression des Threoninweges, eine Abschwi-
chung konkurrierender Stoffwechselwege, eine Verhinderung
der Wiederaufnahme von Threonin, eine optimierte anaple-
rotische Carboxylierung und eine Deletion des Glyoxylat-
Regulators ic/R.”*Y Der finale Stamm produzierte 82 gL' L-
Threonin in einer Ausbeute von 0.39 gg~! (Abbildung 3).

7.5. Verzweigt-kettige Aminosduren und verwandte Metaboliten

L-Valin, L-Leucin und L-Isoleucin haben einen kleinen,
aber stetig wachsenden Markt im Bereich der pharmazeuti-
schen und Agrarindustrie gefunden. Verbesserte C.-glutami-
cum-Stdimme wurden insbesondere dadurch erzeugt, dass die
Stoffwechselregulation unterbunden, die terminalen biosyn-
thetischen Reaktionen verstirkt, konkurrierende Reaktionen
eliminiert und die Bereitstellung von NADPH verbessert
wurden.[ts 1) Auf diesem Weg generierte Stimme zeigen
beeindruckende Produktionseigenschaften mit Titern bis zu
150 gL' L-Valin, 24 gL' L-Leucin und 21 gL' L-Isoleucin
(Abbildung 2). Kiirzlich erzielte Erfolge im Bereich des Me-
tabolic Engineering von C. glutamicum iibertrafen dabei
sogar die Leistung von zuvor optimierten E.-coli-Stimmen
fir die Produktion von L-Valin und L-Isoleucin (Abbil-
dung 3).P*" Mittlerweile haben auch metabolisch ver-
wandte Molekiile mit moglicher Anwendung als Therapeu-
tika und Aromastoffe das Forschungsinteresse geweckt. Bei-
spielsweise vermitteln Pyrazine, die von C. glutamicum na-
tirlicherweise in die Gasphase abgegeben werden, das
Aroma von Kaffee, Pfeffer oder Popcorn."! Weitere Meta-
boliten umfassen 2-Oxoisovalerat,!’” 2-Oxoisocaproat!”! und
das Vitamin Pantothensdure!*™'®! als interessante Basis-
chemikalien fiir die Synthese von Pharmazeutika oder als
Futtermittelzusatz. Das im Bereich der Produktion von L-
Valin, L-Leucin und L-Isoleucin gewonnene Wissen wird bei
der zukiinftigen Stammentwicklung in diesem Bereich von
groflem Vorteil sein.

7.6. Andere Aminosdiuren

C. glutamicum wurde auch gezielt genetisch dahingehend
verindert, die C;-Aminosiduren L-Alanin!®*!'%) und L-Serin
zu produzieren.™ Fiir die Produktion von L-Arginin erwies
sich dagegen ein kombinierter Ansatz aus Zufallsmutagenese
und Metabolic Engineering als vorteilhaft. Der so erzeugte
Stamm produzierte 92.5 gL ™' L-Arginin in einer Ausbeute von
0.40 gg~'. Dariiber hinaus kénnen mit verinderten C.-
glutamicum-Stdmmen auch nichtproteinogene Aminosduren

Angew. Chem. 2015, 127, 3383 —3407

© 2015 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Angéwandte

hergestellt werden, wie pharmazeutisch interessante D-
Enantiomere,?  p/L-Ornithin,> 12 v Aminobuttersiu-
re,'%! 4-Hydroxyprolin'*! und L-Citrullin (Abbildung 2).[2!
Fir E. coli gibt es Berichte iiber Basisproduzenten fiir L-
Alanin, L-Serin und 4-Hydroxyprolin (Abbildung 3).2*!

7.7. Riboflavin

Riboflavin ist ein essentielles Vitamin, das fiir die Syn-
these von Flavin-Mononucleotiden und Flavin-Dinucleotiden
benotigt wird, die wiederum als bedeutende Kofaktoren fiir
Dehydrogenasen und Oxidoreduktasen fungieren.’>*! Defi-
zite in der Erndhrung von Mensch und Tier kénnen zu ent-
ziindlichen Hautverdnderungen, Durchfall und verlangsam-
tem Wachstum fithren. Wegen der leuchtend gelben Farbe
und da ein iiberméBiger Verzehr unschédlich ist, wird Ribo-
flavin auch hidufig als Lebensmittelfarbstoff E-101 verwen-
det.” Die Geschichte der industriellen Riboflavinproduktion
ist ein schones Beispiel fiir den Wettbewerb, der sich zwischen
chemischer und biotechnologischer Industrie fiir eine kos-
teneffiziente Produktion entwickelt hat. Fiir die biobasierte
Produktion kommen heutzutage drei Mikroorganismen zum
Einsatz: Bacillus subtilis, Ashbya gossypii und Candida fam-
anta.® Die industriellen Produzenten wurden durchweg
mithilfe einer kombinierten Strategie aus Mutagenese und
Metabolic Engineering generiert und erreichen Produkttiter
von 1520 gL L% In A. gossypii waren besonders die
Uberexpression der biosynthetischen Gene!'®! und eine ver-
besserte Glycinbereitstellung von Vorteil. Letztere profitierte
zum einen von einer Uberexpression der Glycin-bildenden
Reaktionen™® und zum anderen vom Ausschalten der
Glycin-verbrauchenden Reaktionen."®"! Kiirzlich ist es durch
die Verwendung der neuen Methode der Disparity Mutage-
nesis, d. h. einer replikationsbasierten Mutagenese der DNA,
gelungen, einen Stamm zu generieren, der 14 g1.™" Riboflavin
produziert und damit an das Leistungsvermogen etablierter
industrieller Produzenten heranreicht.®! Wie in A. gossypii
sind auch in B. subtilis die Expressionseffizienz des rib-Ope-
rons und die Aktivitidt der kodierten Enzyme der terminalen
Riboflavinbiosynthese von zentraler Bedeutung.'®® Ein ver-
besserter Energiehaushalt sowie ein reduzierter zelluldrer
Grundumsatz trugen zusétzlich zu einer besseren Produktion
bei.'®) Eine weitere Verbesserung wurde durch Modulation
des Vorldufermetabolismus, vermittelt durch einen erhohten
Kohlenstofffluss durch die Purinbiosynthese,”'? den Pento-
sephosphatweg!'” und eine deregulierte Gluconeogenese,!'”"
ermoglicht.”*1 Aktuell andauernde Forschungsprojekte ver-
sprechen weiter verbesserte Produktionsstamme fiir die Zu-
kunft.”? Erst kiirzlich wurde beispielsweise die Riboflavin-
produktion in E. coli ermoglicht. Das metabolische Design
orientierte sich dabei eng an dem von B. subtilis einschlieflich
der Uberexpression der Biosynthese und der Umlenkung des
Kohlenstoffflusses in den Pentosephosphatweg. Durch eine
zusdtzliche Reduktion der Acetatsekretion und optimierte
Prozessbedingungen konnten 2.7 gL' Riboflavin hergestellt
werden.#
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7.8. Ectoin

Der positive und stabilisierende Effekt der chemischen
Chaperone Ectoin und Hydroxyectoin auf Biopolymere hat
deren groftechnische Produktion fiir die pharmazeutische
Industrie sowie den Wellnesssektor vorangetrieben.™ Der-
zeit erfolgt die jahrliche Produktion im TonnenmaBstab in
Form des ,,Bacterial-Milking-Prozesses“, der iterative Be-
triebszyklen hoher und tiefer Salzgehalte umfasst und bei
dem das halophile Proteobakterium Halomonas elangata als
nativer Ectoinproduzent zum Einsatz kommt."””! Es gab al-
lerdings bereits Versuche zur Etablierung heterologer Pro-
duktionsprozesse. So konnten in Abhingigkeit von hohen
Salzkonzentrationen in E. coli bis zu 57 mggcpy ' Ectoin
akkumuliert werden.’*! Eine gezielte synthetische Rekon-
struktion des Ectoinsyntheseclusters aus Pseudomonas stut-
zeri ermoglichte erst kiirzlich die Ectoinproduktion mit
C. glutamicum, wobei eine beachtliche Konzentration
(4.5gL7"), Ausbeute (0.24 gg™!) und Produktivitit erreicht
wurden (6.7 gL~ 1d™1).l®! Vorteilhaft ist dabei die Entkopp-
lung der Produktion von den aggressiven Hochsalzbedin-
gungen des Bacterial Milking, was sowohl die Korrosion der
Betriebssysteme als auch die Investitionskosten reduziert.

7.9. Zitronensdure

Der breite Anwendungsbereich von Zitronensdure um-
fasst auler der Lebensmittelindustrie auch den Hauswirt-
schaftsbereich sowie den technischen und medizinischen
Einsatz. Die fermentative Produktion, die mittlerweile einen
MaBstab von 1.5 Millionen Tonnen in Jahr umfasst, wurde
bereits in der 1930er Jahren mit Aspergillus niger etabliert,
der auch bis heute als wichtigster industrieller Produzent
eingesetzt wird.”®*!! Die Uberproduktion erfordert dabei
eine einzigartige Kombination von Néhrstoffen und Fer-
mentationsbedingungen, wobei ein synergistischer Effekt
einer fein abgestimmten Kombination aus im Uberschuss
verfiigbaren Substraten, Protonen und GelOstsauerstoff mit
limitiert dosierten Spurenelementen und Phosphat eine op-
timale Ausbeute ergibt.®! Die meisten Prozesse beruhen auf
Submerskulturen, wobei Konzentrationen von 110-140 gr.™!
und Ausbeuten von 70-90% erzielt werden.*®! Die wich-
tigsten industriellen Plattformorganismen wurden bislang
noch nicht als alternative Produktionswirte in Betracht ge-
zogen.

7.10. Terpene

Wegen ihrer roten und gelben Pigmentierung erlangten
Carotinoide erhebliches Interesse als Farbstoffe.'” Dariiber
hinaus sind einige von ihnen potente Agentien zum Abfangen
von Sauerstoffradikalen und UV-Strahlung, die moglicher-
weise oxidativen Stress entgiften und das Risiko fiir Krebs
und kardiovaskulire Erkrankungen reduzieren.'’ Thre Pro-
duktion, die iiberwiegend auf einer organischen Extraktion
aus natiirlichen Pflanzenquellen beruht, ist jedoch sehr auf-
wendig. Ansidtze hin zu einer mikrobiellen Produktion um-
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fassen hauptséchlich eine heterologe Expression der Caroti-
noid-Stoffwechselwege in E. coli und S. cerevisiae'™ wo-
durch eine Produktion von B-Carotin,?*!”l Lycopen ™17’
Astaxanthin®"'7® oder Zeaxanthin®”'”! erméglicht wurde.
Obwohl C. glutamicum bereits iiber einen nativen Biosyn-
thesecluster fiir Carotinoide verfiigt, haben die Arbeiten zu
einer gezielten Uberexpression erst kiirzlich begonnen.!'”

AuBer ihrer Pigmentierung verfiigen Terpene und Diter-
pene auch iiber interessante und wertvolle Eigenschaften fiir
die Pharmaindustrie. Artemisinin, ein Sesquiterpen-Lacton,
das aus der Pflanze Artemisia annua isoliert wurde, wird
beispielsweise von der Weltgesundheitsorganisation als Ma-
lariatherapeutikum empfohlen.””? Da Preis und Verfiigbar-
keit groBen Schwankungen unterliegen, scheint eine rekom-
binante Produktion vorteilhaft, da dies eine bessere Stabilitit
und Kontrollierbarkeit verspricht. In diesem Zusammenhang
ermoglichte die heterologe Expression des Mevalonatweges
in E. coli eine fermentative Produktion der Artemisininvor-
stufe Amorpha-4,11-dien.®™ Eine optimierte Expression und
Zusammenstellung von Genen aus den Spendern S. cerevisiae
und Staphylococcus aureus in Kombination mit optimierten
Prozessparametern ermoglichte eine Produktion von 27 gL™!
Amorpha-4,11-dien.”®! In einem sich anschlieBenden che-
mischen Prozess kann daraus Artemisinin synthetisiert
werden. Ein dhnlicher semi-synthetischer Ansatz konnte auch
mit S. cerevisiae entwickelt werden.'™ Das gewonnene Fer-
mentationsprodukt Artemisininsdure, die Vorstufe fiir die
chemische Umwandlung in Artemisinin, akkumulierte in
einer Konzentration von bis zu 25 gr.~*.[181

Das aus der Rinde der Pazifischen Eibe isolierte Diterpen
Paclitaxel, das als Taxol vermarktet wird, ist ein sehr potenter
zytostatischer Wirkstoff in der Krebstherapie.™® Der derzeit
fur die Produktion eingesetzte semi-synthetische Ansatz
kombiniert eine Zellkultur-basierte Baccatin-II1I-Produktion
mit anschlieBender chemischer Umsetzung. Im Hinblick auf
Paclitaxel wurden sowohl S. cerevisiae als auch E. coli als al-
ternative Produktionswirte in Betracht gezogen, um friihe
Intermediate  des  Stoffwechselweges zu  produzie-
ren, [Bac 2182181 Mittlerweile konnte eine Produktion im
Gramm-Mafstab erzielt werden, was weitere Arbeiten im
Bereich des Engineerings und der Prozessoptimierung er-
mutigt.®

Die derzeit verfolgte Strategie zur Terpenproduktion ist
ein schones Beispiel dafiir, wie synthetische Biologie und
synthetische Chemie einander ergéinzen konnen, um alter-
native Routen fiir bio-basierte Produktionsprozesse zu eta-
blieren.

8. Schlussbemerkungen und Ausblick

Ermoglicht durch Errungenschaften und Fortschritte im
Bereich des Systems und Synthetic Metabolic Engineering
konnte die Produktpalette der industriell eingesetzten Mi-
kroorganismen weit iiber ihre natiirlichen Grenzen hinaus
erweitert werden. Mafgeschneiderte Zellfabriken bieten
neue und alternative Routen fiir die Synthese von Materia-
lien, Treibstoffen, Basischemikalien, hochwertigen Spezial-
chemikalien, Inhaltstoffen fiir Lebensmittel und Therapeuti-
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ka. Dies eroffnet zukiinftig vielversprechende Moglichkeiten,
Erdol-basierte Produkte ganz oder teilweise durch nachhaltig
hergestellte bio-basierte Produkt zu ersetzen. Erst kiirzlich
wurde hier ein wichtiger Meilenstein erzielt: die Herstellung
eines neuen und bio-basierten Nylons, das zu groflen Teilen
mithilfe einer metabolisch verdnderten Zellfabrik syntheti-
siert wurde.""” ZugegebenermafBen haben noch nicht alle hier
beschriebenen Produkte die Marktreife erlangt, sie liefern
jedoch wertvolle Konzepte und Strategien, um darauf auf-
bauend weitere Verbesserungen zu entwickeln. In diesem
Zusammenhang haben uns die letzten Jahre gelehrt, dass die
fortschrittlichen Techniken der Systembiologie, der Model-
lierung und der Gentechnologie duBlerst wirksam sind. Das
gleiche gilt fiir die Kombination aus Experiment und Modell,
wodurch Synergien fiir schnellere und noch spezifischer aus-
gerichtete Prozessentwicklungen geschaffen werden. Zusétz-
lich muss auch eine intensive Verkniipfung des Metabolic
Engineerings mit den Upstream- und Downstream-Bereichen
der zu entwickelnden Wertschopfungskette geschaffen
werden, da Produktionsprozesse im Industriemafstab ihre
eigenen Implikationen haben. Beispielsweise treten im
groBen MaBstab typischerweise Probleme wie begrenztes
Mischverhalten, hoher osmotischer Stress, schwankende
Konzentrationen und Prozessparameter sowie Variationen in
der Rohstoffzusammensetzung auf, die oftmals als Stressoren
auf die Produktionsorganismen wirken. Auch wenn es an-
spruchsvoll ist, konnte eine frithzeitige Beriicksichtigung
solcher Aspekte im Bereich des zelluliren Engineerings die
Chancen auf eine erfolgreiche Prozessentwicklung deutlich
erhohen.'™ Die Kombination von evolutiver Adaptation mit
reversem Metabolic Engineering ist hier vielversprechend,
um genetische Merkmale zu identifizieren, die eine hohere
Toleranz und Robustheit der Zellen vermitteln.

Zusammengenommen konnen wir durch eine Integration
von aktuellen und neu entwickelten Strategien im Bereich des
Systems und Synthetic Metabolic Engineering eine neue
Generation von Produktionsstimmen erwarten. Das stetig
wachsende Repertoire des Metabolic Engineering wird die
Entwicklung solcher Prozesse weiter beschleunigen und die
Produktpalette erweitern und damit den Herzschlag der in-
dustriellen Stammentwicklung weiter erhohen.

Wir bedanken uns bei Oskar Zelder und seinem Team der
BASF SE fiir die stets gute und langjihrige Unterstiitzung und
erfolgreiche Zusammenarbeit.
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