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Terpene setzen sich aus Isopreneinheiten zusammen und
bilden mit ihren bisher mehr als 80000 bekannten Ver-
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Herrn Prof. Dr. Christian Wandrey zum 80. Geburtstag gewidmet.

Die fermentative Ganzzellproduktion in Escherichia coli erméglicht die Produktion komplexer Naturstoffe, wie Terpene,
aus einfachen, giinstigen und nachhaltigen C-Quellen. Ziel der Arbeit war es, einen solchen Prozess zur Synthese von
Presilphiperfolan-8f3-ol (PSP) zu entwickeln. Der Biosyntheseweg dieses tricyclischen Sesquiterpenalkohols konnte erfolg-
reich in E. coli eingebracht werden. Der resultierende Multiplasmid-Stamm ist in der Lage, in vivo {iber den Mevalonat-
Weg Farnesylpyrophosphat zu bilden, welches dann durch die Sesquiterpencyclase BcBOT2 zu PSP umgesetzt wird. Das
iiberwiegend in das Kulturmedium sekretiert Produkt konnte via GC-MS identifiziert und via GC-FID quantifiziert
werden. Der entwickelte Stamm produzierte in vivo bei 20 °C in 48 h 10 mg L' PSP direkt aus der C-Quelle Glycerin.
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Whole-Cell Biocatalytical Production of the Sesquiterpene Presilphiperfolan-83-ol in
Pathway-Engineered Escherichia coli

Fermentative whole-cell production in Escherichia coli offers the option of producing complex natural products such as
terpenes from simple, inexpensive, and sustainable carbon sources. The aim of this study was to develop such a process
for the synthesis of presilphiperfolan-83-ol (PSP). The biosynthetic pathway of this tricyclic sesquiterpene alcohol was
successfully introduced into E. coli. The resulting multi-plasmid strain was able to produce farnesyl pyrophosphate in vivo
via the mevalonate pathway, which was then converted to PSP by the sesquiterpene cyclase BcBOT2. The product, which
is mainly secreted into the culture medium, was identified via GC-MS and quantified via GC-FID. The constructed strain
produced 10 mg L ™' PSP in 48 h at 20 °C directly from carbon feedstock.

Keywords: BcBOT2, Fermentation, Presilphiperfolan-8f-ol, Sesquiterpenes, Whole-cell production
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bindungen die grofite Klasse sekunddrer Naturstoffe [1]. (beutel@iftc.uni-hannover.de)

Fiir diesen Facettenreichtum sind vor allem die soge- 'Leibniz Universitit Hannover, Institut fiir Technische Chemie,
nannten Terpencyclasen (TCn) verantwortlich. Mit Hilfe Callinstrafe 5, 30167 Hannover, Deutschland.

dieser Enzyme kann aus einfachen linearen diphosphory- *Leibniz Universitit Hannover, Institut fiir Organische Chemie,
lierten Terpenvorldufern eine sehr grofle Bandbreite an Schneiderberg 1 B, 30167 Hannover, Deutschland.
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(oligo)cyclischen ~ Verbindungen hervorgehen. Hierfiir
durchlaufen die Vorldufer innerhalb des aktiven Zentrums
des Enzyms nach Abspaltung der Pyrophosphatgruppe eine
Reaktionskaskade an Cyclisierungen, Umlagerungen, De-
und Reprotonierungen [2]. In dieser Arbeit soll der Fokus
hauptsachlich auf das Enzym Presilphiperfolan-8f3-ol-
Synthase (BcBOT2) gelegt werden. Hierbei handelt es sich
um eine Sequiterpencyclase (STC), welche die Cyclisierung
ausgehend vom Cl15-Terpenvorldufer Farnesylpyrophos-
phat (FPP) 1 zum tricyclischen Sesquiterpenalkohol Presil-
phiperfolan-83-ol (PSP) 2 katalysiert (s. Abb. 1) [3-5]. Die
STC BcBOT2 wurde erstmals aus dem Pilz Botrytis cinerea
isoliert, welcher als Hauptverursacher der Grauschimmel-
krankheit verantwortlich ist und Nutzpflanzen wie Obst
und Gemdiise befallen kann [6] und damit fiir weitreichende
okonomische Folgen auf den Ernteertrag sorgt [7,8]. In
diesem Fall sondert der Pilz eine Vielzahl an Stoffwechsel-
produkten ab, die fiir dessen Pathogenitit verantwortlich
sind. Ein sehr bekanntes Phytotoxin hierfiir ist das Ses-
quiterpen Botrydial 3, das aus dem Zwischenprodukt PSP
hervorgeht [9]. In Hinblick auf die Biosynthese von Botry-
dial, konnte gezeigt werden, dass sich das BcBOT2-Gen in-
nerhalb des BOT-Genclusters wiederfindet [10]. Neben dem
STC codierenden BcBOT2-Gen, zur Biosynthese des
Zwischenproduktes PSP, codieren die Gene BcBotl, BcBot3,
BcBot4 jeweils fir drei verschiedene P450 Monooxygenasen
und BcBot5 fiir eine Acyltransferase [3]. BcBOT6 dient als
Transkriptionsfaktor in der Regulation der Expression.
BcBOT7 ist eine Dehydrogenase [10]. In Bezug auf die
Struktur und Grofe, setzt sich BcBOT2 aus einem Biindel
an a-Helices zusammen und besitzt eine Proteingréfie von
47,43kDa. Innerhalb des aktiven Zentrums befinden sich
an Position 141 und 285 ein aspartatreiches DDQFD-Motiv
und eine N(S/T)(E/D)-Triade bzw. ein NDVLSYRKD-
Motiv [1]. Diese konservierten Bereiche sind charakteris-
tisch fir KlasseI TCn, welche auf ein Metallcluster aus
Mg*" als Co-Faktor angewiesen sind und die Spaltung der
Pyrophosphatgruppe initiieren [1]. Zusitzlich zur Bildung
von PSP ist BcBOT2 auch in der Lage, unnatiirliche FPP-
Derivate umzusetzen, welche zusitzlich Heteroatome ent-
halten [11]. So konnte eine Vielzahl unnatiirlicher Ses-
quiterpenoide synthetisiert werden. Auch eine gezielte
Mutagenese wurde bereits mit BcBOT2 durchgefiihrt,
wodurch weitere bicyclische und tricyclische Sesquiterpen-
alkohole erhalten wurden [11].
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Abbildung 1. Schematische Zusammenfassung der Bildung von
Botrydial 3 von PSP 2 mit FPP 1 als Ausgangsverbindung.
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Ziel dieser Arbeit ist es nun, die STC BcBOT2 in einem
stoffwechseloptimierten Escherichia coli Stamm zu expri-
mieren, um eine In-vivo-Biosynthese von Presilphiperfolan-
8f-ol aus einer einfachen Kohlenstoffquelle zu erméglichen.
Somit soll gezeigt werden, dass eine Bildung von tricyc-
lischen Sesquiterpenalkoholen in einem fermentativen
Ganzzellproduktionssystem moglich ist. Dabei bietet ein
solches Produktionssystem einige Vorteile gegeniiber der
Biokatalyse mit isolierten Enzymen. Neben den zelleigenen
Cofaktor-Regenerationssystemen werden durch die Ganz-
zellproduktion kostspielige Aufreinigungsprozesse der En-
zyme eingespart [12]. Weiterhin stellt die Zelle eine
geschiitzte Umgebung fiir die Enzyme dar, weil pH und Os-
molaritdt durch natiirliche Homdostase reguliert werden
[13]. Sofern das Produkt von den Zellen sekretiert wird,
wird durch den Riickhalt der Enzyme innerhalb der Zellen
auch die downstream Prozessierung vereinfacht [14]. Gera-
de bei mehrstufigen Synthesen, wie der Biosynthese von
Sesquiterpenen, bieten ganzzellkatalytische Produktionssys-
teme ein grof3es Potential. Durch die molekularbiologischen
Methoden konnen viele Enzyme heterolog in Organismen
wie E. coli und Saccharomyces cerevisiae exprimiert werden
[15]. Die Fortschritte in der Systembiologie kombiniert mit
»omics“-Technologien und bioinformatischen Methoden
liefern stindig neue postulierte Enzyme und Stoffwechsel-
wege [14]. Diese konnen heterolog in einen Organismus
eingebracht und nach einer Art Baukasten-Prinzip kombi-
niert werden [14, 16, 17]. Mit den Erkenntnissen des ,meta-
bolic engineering” konnen so Stoftwechselwege fiir verschie-
denste Produkte entwickelt werden. In fritheren Arbeiten
hat sich die Ganzzellproduktion von verschiedenen Ses-
quiterpenen, wie (-)-Patchoulol [18], B-Caryophyllen [19],
o-Humulen [20] und (-)-a.-Bisabolol [21], bereits als mog-
lich gezeigt [22]. Um eine ganzzellkatalytische Produktion
von Sesquiterpenen zu erreichen, muss eine zelluldre
Produktion des Vorldufers FPP als Substrat fir die STC
sichergestellt sein. E.coli verfiigt tiber einen zelleigenen
Stoffwechselweg zur Herstellung von FPP, den Methyleryth-
ritolphosphatweg (MEP-Weg), der durch die Uberexpres-
sion der 1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat-synthase (DXS)
zu einer erhohten intrazelluliren FPP-Konzentration fithrt
[23,24]. Ein wichtiger Schritt fiir die Produktion von Terpe-
nen in einem Ganzzellsystem war die Co-Expression des
Mevalonat-Wegs (MEV-Weg) in Mikroorganismen von
Keasling und Mitarbeitern. So konnte die natiirliche Regu-
lation des MEP-Wegs umgangen und eine weitaus hohere
FPP-Konzentration erreicht werden, die dann der STC zur
Verfigung steht [25].

2 Experimentelles

2.1 Erstellung des stoffwechseloptimierten E. coli
Stamms

Eine Ubersicht aller verwendeten und in dieser Arbeit ent-
standenen Stimme und Plasmide ist in Tab. 1 aufgefiihrt.
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Tabelle 1. Uberblick tiber die in der Arbeit verwendeten Stdmme und Plasmide.

Plasmid-Bezeichnung Plasmid Name

Beschreibung (Replikationsursprung, Promotor, Antibiotikaresistenz ~ Ref.

und Gene)
pMev pBbAS5c-MevT(CO)-MBIS(CO, ispA) p15A, PlacUV5 und Ptre, ChloramphenicolR, beinhaltet Gene aus dem  [26]
Mevalonatweg: AtoB, HMGS, tHMGR, MK, PMK, PMD, Idi und IspA.
pBcBOT2 pET28a(+)-BcBOT2 pBR322, PT7, Kanamycin®, beinhaltet Gen der Presilphiperfolan- [27]
8B-ol-Synthase: BcBOT2.
Stamm Bezeichnung Stamm Plasmide Ref.
E. coli_Mev_DH10B E. coli DH10B pMev [26]
E. coli_Mev_BL21 E. coli BL21(DE3) pMev ]
E. coli_BcBOT2 E. coli BL21(DE3) pBcBOT2 [27]
E. coli_PSPgz E. coli BL21(DE3) pBcBOT2 und pMev [*]

*) im Rahmen dieser Arbeit erzeugte Stamme

Das Plasmid pBbA5c-MevT(CO)-T1-MBIS(CO, ispA)
(pMev; Addgene Plasmid #35152) wurde freundlicherweise
im Klonierungsstamm E. coli DH10B von Jay Keasling und
Taek Soon Lee fiir diese Arbeiten zur Verfiigung gestellt
[25,26]. Das Plasmid pET28a(+)-BcBOT2 (pBcBOT2) lag
im Stamm E. coli BL21(DE3) vor, der bereits in fritheren
Arbeiten beschrieben wurde [27]. Die Plasmide wurde mit
Hilfe des QIAprep Spin Miniprep Kits (Qiagen, Niederlan-
de) aus Ubernachtkulturen der entsprechenden Stimme
isoliert. Die Identitdt der Plasmide wurde mit analytischen
Restriktionsverdau nachgewiesen (s. Abbn.S1 und S2 in
den Supporting Information). Die erhaltende Plasmid-DNA
wurde bis zur Verwendung bei —20 °C gelagert.

Fir den Stamm E. coli PSPgz wurde E.coli BL21(DE3)
mit den Plasmiden pBcBOT2 und pMev co-transformiert.
Der Stamm E. coli_Mev_BL21 wurde durch Einbringen von
pMev in E. coli BL21(DE3) erzeugt. Die Transformationen
wurden nach der Hitzeschockmethode durchgefiihrt [28]
und chemisch kompetente Zellen von Novagen (Merck,
Deutschland) verwendet. Fiir den Stammerhalt wurden die
transformierten Stimme auf Lysogeny Broth (LB) Agarplat-
ten, mit entsprechenden Antibiotika (Kanamycin 50 pgL™
und oder Chloramphenicol 34 pgL™"), ausplattiert sowie als
Glycerin-Kryokulturen bei —-80 °C gelagert.

2.2 Kultivierung der Stamme und PSP-Produktion

Alle Kultivierungen erfolgten in Schiittelkolben mit Schika-
nen und luftdurchldssiger Membran im Deckel im Rota-
tionsinkubator. Fiir Vorkulturen wurde 20 mL LB, versetzt
mit entsprechenden Antibiotika (Kanamycin 50 ug L™ und
oder Chloramphenicol 34 pugL™), mit einer Einzelkolonie
von einer LB-Agarplatte inokuliert. Die Vorkulturen wur-
den bei 37°C und 150 Upm iiber Nacht inkubiert. Fiir die
Hauptkulturen wurde 100mL des Komplexmediums
Terrific Broth (TB), versetzt mit entsprechenden Anti-
biotika (Kanamycin 50 ugL™' und oder Chloramphenicol
34ugL™"), verwendet. Das Volumen zur Inokulation wurde
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so gewdhlt, dass eine Startzelldichte (ODggg) von 0,1 rel. AU
erreicht wurde. Bis zur Induktion der Proteinexpression
wurden die Kulturen bei 37 °C und 150 Upm inkubiert. Die
Induktion geschah nach dem Erreichen einer Zelldichte
(ODggp) von 0,8-1,0 rel. AU durch die Zugabe von 0,5mM
Isopropyl-p-D-thiogalactopyranosid (IPTG). Danach folgte
die PSP-Produktion bei einer Temperatur von 16 °C bzw.
20°C und 150 Upm. Fiir die Natriumdodecylsulfat-Poly-
acrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE), der gaschromato-
grafischen Analytik und der Bestimmung der Biotrocken-
masse (BTM) wurden 6, 12, 24 und 48h nach Induktion
Proben entnommen.

2.3 Enzymatische Umsetzung von FPP mit BcBOT2

Als Vergleich fir die entstehenden Produkte der Ganzzell-
produktion von PSP mit E.coli_PSPgz wurde die Umset-
zung von FPP mit der isolierten STC BcBOT2 betrachtet.
Dafiir wurde die Terpencyclase im Produktionsstamm
E. coli_BcBOT2, entsprechend Abschn. 2.2, tiberexprimiert.
Da das Enzym iiber einen N-terminalen Histidin-Tag ver-
fiigt, war eine Aufreinigung mittels Affinitdtschromatografie
mit Nickel-Nitrilotriessigsdure-Sdule (Ni-NTA) moglich.
Die Herstellung, Aufreinigung und enzymatische Umset-
zung von FPP mit BcBOT2 ist in fritheren Arbeiten be-
schrieben [11,27]. Die In-vitro-Reaktion wurde im 1mL
Maf3stab in TRIS-Puffer (50 mM, pH 8.0) mit DTT (5 mM)
durchgefiihrt. Es wurden 150 pM FPP zusammen mit 5 mM
MgCl, mit 0,03 gL ™" isoliertem und gereinigtem BcBOT2
bei 25 °C fiir 30 min umgesetzt.

2.4 Extraktion terpenoider Produkte aus wassriger
Losung
Die Extraktion der terpenoiden Produkte wurde stets mit

n-Hexan durchgefiihrt, da sich dies als geeignetes Lose-
mittel fiir PSP erwiesen hat [27]. Fiir den Nachweis und die
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Quantifizierung der terpenoiden Produkte im Kultur-
medium wurden die Zellen durch Zentrifugation fiir 10 min
bei 10000xg und 4°C abgetrennt. Der Uberstand wurde
abgenommen und nach der Zentrifugation verbliebende,
unloslich Zellbestandteile mit Hilfe eines Spritzenvorfilter
(0,2 um Porengrofie, Sartorius, Deutschland) entfernt.

Proben fiir den Nachweis und die Quantifizierung der
terpenoiden Produkte in den Zellen wurde gemif3 der Zell-
dichte (ODggg) von 2,0 rel. AU normiert aus der Kultur-
brithe entnommen. Die Zellen wurden durch Zentrifugation
(10 min, 10000xg und 4°C) abgetrennt und das medien-
freie Pellet in 300 pL Extraktionspuffer (40 mM TRIS-HCI,
100 mM NaCl, pH 7,5) suspendiert. Anschlieflend wurden
die Zellen mittels Ultraschallsonde (Bandelin, Deutschland)
aufgeschlossen (Amplitude 40 %, 4 s angeschaltet, 8 s Pause,
Gesamtzeit 10 min). Die Zelltrimmer sowie unlosliche Zell-
bestandteile wurden tiber Zentrifugation (20 min, 10000 xg
und 4°C) und anschliefend mittels Spritzenvorfilter
(0,2 pm) abgetrennt.

Das zellfreie Medium, das zell- und medienfreie Lysat
sowie der enzymatische In-vitro-Reaktionsansatz wurde in
5mL Glasgefifle tiberfithrt und mit n-Hexan tiberschichtet.
Das Gemisch wurde fiir 30 s kriftig geschiittelt und die Pha-
sen mittels Zentrifugation (5 min, 6000 xg bei Raumtempe-
ratur) getrennt. Die organische Phase wurde abgenommen
und bis zur gaschromatografische Analyse bei —20°C gela-
gert.

2.5 Analytische Methoden

2.5.1 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgel-
elektrophorese SDS-PAGE

Die Proben fiir die SDS-PAGE wurden ebenfalls auf eine
ODgoo von 2,0rel. AU normiert aus der Kulturbriihe
entnommen. Die Zellen wurden mittels Zentrifugation
(10 min, 10000xg und 4 °C) pelletiert und der Uberstand
verworfen. Der Zellaufschluss wurde enzymatisch mithilfe
des BugBuster® Protein-Extraktionsreagenz (Merk, Deutsch-
land) nach angeben des Herstellers durchgefiihrt. Losliche
und unlosliche Proteinfraktionen wurden tiber Zentrifuga-
tion (20 min, 10000xg und 4°C) getrennt. Im Uberstand
befindet sich die l6sliche Proteinfraktion (,,soluble fraction®,
SF) das Pellet stellt die unlosliche Proteinfraktion (,inso-
luble fraction®, IF) dar. Der Uberstand wurde abgenommen
und das Pellet mit dem gleichen Volumen ddH,O sus-
pendiert. Beide Proteinfraktionen wurden mit 4x Laemmlie
Ladepuffer versetzt und bei 95°C fiir 5min erhitzt. Alle
Analysen wurden in 10 %igen SDS-Polyacrylamidgelen
durchgefiihrt. Die Auftrennung der Proteine erfolgte bei
konstanter Spannung und variierenden Stromstirke. Die
Farbung der Gele erfolgte iiber kolloidales Coomassie.

Chem. Ing. Tech. 2023, 95, No. 4, 576-586
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2.5.2 Gaschromatografie mit Flammenionisations-
detektor

Die quantitative Analyse der Produkte aus den extrahierten
Proben der Kultivierungen und des enzymatischen in vitro
Reaktionsansatzes erfolgten mittels Gaschromatografie mit
Flammenionisationsdetektor (GC-FID) iiber das GC-2030
plus System (Shimadzu, Japan). Von allen Proben wurde
1 uL splitless iiber einen Autosampler injiziert. Die Injek-
tor-Temperatur betrug 240°C und als Trdgergas wurde
Wasserstoff verwendet. Zur Auftrennung der Produkte die
Zebron™ ZB-WAXPlus Sdule (30 m Lange, 0,25 mm Innen-
durchmesser, 0,25 um Filmdicke) (Phenomenex, USA) ein-
gesetzt. Folgendes Ofenprogramm wurde verwendet: Start-
temperatur 40°C fir 20s; Erhitzen auf 200°C mit einer
Heizrate von 10°Cmin"; 200°C fiir 30s halten; Erhitzen
auf die Endtemperatur von 230 °C mit einer Heizrate von
30°C min™'; Endtemperatur halten fiir 2 min. Die Detektor-
temperatur betrug 300 °C. Die Geraniolkonzentration wur-
de mit einer Kalibrationsreihe eines Geraniolstandards
berechnet (s. Abb.S4). Da PSP-Standards nicht erhiltlich
sind, wurde zur Quantifizierung von PSP -Cedrol als Stan-
dard verwendet (s. Abb. S5).

2.5.3 Gaschromatografie mit Massenspektrometrie

Die Identifizierung der Produkte wurde per Gaschromato-
grafie mit Massenspektrometrie (GC-MS) durchgefiihrt. Als
Sdule wurde die DB-5MS UI (Agilent Technologies, USA)
verwendet und als Tragergas wurde Helium verwendet. Alle
weiteren gewdhlten Parameter sind nachfolgend aufgefiihrt:
Injektion: on column; Injektor-Temperatur 60 °C; Starttem-
peratur 40 °C fiir 3 min; Erhitzen auf 300 °C mit einer Heiz-
rate von 10 °C min™'; Endtemperatur von 300 °C fiir 10 min;
Ionisation: Elektronenspray; MS-Quad: 150 °C; Scanbereich
33 m/z bis 300 m/z.

3 Ergebnisse und Diskussion

3.1 Entwicklung des stoffwechseloptimierten E. coli
Stamms

Der herzustellende E. coli Stamm soll in der Lage sein, aus
einer Kohlenstoffquelle wie Glycerin PSP zu synthetisieren.
Hierfiir wurden zwei Vektoren in den Organismus einge-
bracht. Der Vektor pBbA5c-MevT(CO)-T1-MBIS(Co, ispA)
(pMev) enthdlt die genetische Information fiir die Enzyme
des Mevalonatwegs inklusive der FPP-Synthase IspA, sodass
der Organismus in der Lage ist zusammen mit der zell-
eigenen Biosynthese iiber den MEP-Weg ausreichend FPP
zu bilden. Auf dem Vektor pET28a(+)-BcBOT2 (pBcBOT)
befindet sich die genetischen Informationen fir die STC
BcBOT?2, welche im Anschluss FPP zum gewiinschten Pro-
dukt umsetzen soll (s. Abb. 2).

Alle Gene fiir die Expression in E. coli sind codon-opti-
miert. Die Expression der Gene von pMev wird tiber zwei
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Abbildung 2. Schematische Darstellung der Biosynthese von Presilphiperfolan-83-ol in dem stoffwechseloptimierten Stamm

E. coli_PSPgz mit zelleigenem MEP-Weg und den heterolog eingebrachten Mevalonatweg. Heterolog exprimierte Enzyme sind fett und
unterstrichen. DXP-Synthase (Dxs), DXP-Reduktoisomerase (Dxr), MEP-Cytidyl-Transferase (MCT), Cytidyl-MEP-Kinase (CMK), MEP-2,4-
Cyclodiphosphate-Synthase (MDS), (E)-4-hydroxy-3-methylbut-2-enyl-diphosphat-Synthase (HDS) und (E)-4-hydroxy-3-methylbut-2-enyl
Diphosphat-Reductase (HDR) sind die Enzyme des naturlich vorhandenen MEP-Wegs. Der heterologe Mevalonatweg besteht aus den
Enzymen Acetoacetyl-CoA-Thiolase (AtoB), 3-Hydroxy-3-methylglutaryl-Synthase (HMGS), eine verkurzte (truncated) Version der
3-sHydroxy-3-Methylglutaryl-CoA-Reduktase (tHMGR), Mevalonat-Kinase (MK), Phosphomevalonat-Kinase (PMK), Mevalonatdipho-
sphat-Decarboxylase (PMD) und Isopentenylpyrophosphat-Isomerase (idi) deren genetische Information sich auf dem Plasmid pMev
befinden. Zusatzlich wird das Enzym FPP-Synthase (IspA) heterolog exprimiert, dessen genetische Information sich ebenfalls auf pMev
befindet. Die Umsetzung von FPP zu PSP wird durch die wird heterolog exprimierte Presilphiperfolan-83-ol-Synthase (BcBOT2) kataly-

siert.

synthetische Operons geregelt, sodass zentrale Enzyme in
korrekter Konzentration vorliegen. Die Gene der Enzyme
fiir die Bildung von Mevalonat aus Acetyl-CoA, befinden
sich unter Kontrolle eines lacUV5-Promotors und bilden
das ,top-Operon® (s. Abb.S2A). Uber die Enzyme des
»bottom-Operons®, welche sich unter Kontrolle des aktiv-
eren trc-Promotors befinden, wird Mevalonat zu FPP
umgesetzt (s. Abb. S2A). Die STC BcBOT2, welche sich auf
einem zweiten Vektor befindet, unterliegt der Kontrolle
eines T7-Promotors (s. Abb.S1A). Folglich ldsst sich die
Expression aller fiir die PSP-Produktion zustindigen Enzy-
me durch die Zugabe von Isopropyl-B-D-thiogalactopyr-
anosid (IPTG) gezielt induzieren.

Die Vektoren pMev und pBcBOT2 konnten erfolgreich in
E.coli BL21(DE3) co-transformiert werden. Da die Vektoren
unterschiedliche Antibiotikaresistenz (Kan®, Cm®) vor-
weisen, konnte der entsprechende Selektionsdruck sicher-
gestellt werden. Auf LB-Agarplatten, die beide Antibiotika
enthielten, konnten Kolonien des co-transformierten
Stamms wachsen. Alle nachfolgenden Kultivierungen wur-
den ebenfalls mit beiden Antibiotika durchgefiithrt, um
sicherzustellen, dass es nicht zum Plasmid-Verlust kommt.
Die Kultivierung des so erhaltenden Stammes E. coli_PSPgz
wurde im Komplexmedium Terrific Broth (TB) durch-
gefiihrt. Dieses nahrstoffreiche Medium wurde gewdhlt, da
es die Biomasseproduktion fordert und bereits bei andern
Ganzzellproduktionsstimmen eine erhéhte Terpenproduk-
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tion zu beobachten war [18,25]. Dem TB-Medium wird
Glycerin zugesetzt, welches sich bei der Ganzzellproduktion
von f-Carotin als bessere Kohlenstoffquelle im Vergleich zu
Glucose erwiesen hatte [29]. Desweitern wurden die Wachs-
tums- und Produktionsphase der Kultivierung getrennt.
Um moglichst optimale Wachstumsbedingungen zu ge-
wihrleisten, wurde bis zum Erreichen der Induktionszell-
dichte eine Temperatur von 37 °C gewihlt. Nach der Induk-
tion der Proteinexpression wurde die Temperatur auf 16 °C
bzw. 20°C herabgesetzt, um die Bildung von unldslichen
Aggregaten, sogenannter Einschlusskérperchen (inclusion
bodies), der rekombinanten Proteine zu vermeiden. In
fritheren Versuchen fiir die Ganzzellproduktion von
Patchoulol wurde auflerdem der hochste Produkttiter bei
20 °erreicht [18].

3.2 Expressionsanalyse von E. coli PSPgz

Anhand der SDS-PAGE wurde die Uberexpression der re-
kombinanten Gene von E. coli_PSPgz evaluiert, wobei die
losliche und unldsliche Proteinfraktion getrennt wurden.
Die Expression der STC BcBOT?2, welches ein theoretisches
Molekulargewicht von 47,43kDa aufweist, ist in den
SDS-Gelen deutlich zu erkennen (s. Abb.3) [30]. Sowohl
bei einer Produktionstemperatur von 20°C als auch von
16°C konnte die Bildung von inclusion bodies nicht ver-
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mieden werden. Wahrend bei 20 °C der Anteil an loslichen
BcBOT2 im Verlauf der Kultivierung kontinuierlich ab-
nimmt, ist bei einer Produktionstemperatur von 16 °C der
Anteil an 16slichen BcBOT2 24 h nach Induktion am grofi-
ten (s. Abb. 3B). 48 h nach der Induktion ist bei der Produk-
tionstemperatur von 20 °C liegt BcBOT?2 fast vollstindig als
inclusion bodies vor (s. Abb.3C). Auch wenn in solchen
Aggregaten die Aktivitit unter Umstdnden nicht ganz ver-
loren geht, wird sie doch hidufig als geringer beobachtet
[31]. Deshalb ist die Bildung dieser Einschlusskorperchen
eher zu vermeiden. Da im Cytosol lokalisierte STC in Wild-
typen aktiv sind, kann auch bei dem loslich vorliegenden
BcBOT?2 davon ausgegangen werden, dass es in der aktiven
Konformation vorliegt [32]. Die Enzyme des Mevalonat-
wegs konnten nicht mit der SDS-PAGE nachgewiesen wer-
den, weil sie in zu geringen Mengen exprimiert werden.
Dies liegt an der Regulierung der Expression der Mev-Gene
tiber den trc und UV5 Promotor, welche weitaus geringere
Transkriptionsmengen liefern als der T7-Promotor, mit
dem die BcBOT2-Expression reguliert wird. Der Nachweis
einer erfolgreichen Co-Transformation konnte somit nur
iiber den Nachweis der Produktbildung geschehen.

3.3 Gaschromatografischer Nachweis der Produkt-
bildung

Durch den Nachweis des Produktes tiber gaschromatografi-
sche Analytik soll die ganzzellkatalytische Synthese von PSP
uberpriift werden. Eventuelle terpenoide Produkte, die
durch den Gazzellproduktionsstamm E. coli_PSPgz gebildet

werden, wurden aus dem zellfreien Medium sowie aus den
lysierten Zellen der Fermentation extrahiert. Als Negativ-
kontrollen dienten Proben des zellfreien Mediums aus der
Fermetation von E.coli_Mev_BL21, E. coli_BcBOT2 sowie
nicht induzierten E. coli_PSPgz. Neben den Proben aus der
Fermemtation wurde als Vergleich fiir die entstehenden
Produkte der Ganzzellproduktion ein enzymatischer In-
vitro-Reaktionsansatz mit isoliertem BcBOT2 und FPP ver-
wendet.

Abb. 4 zeigt die GC-FID Chromatogramme der extrahier-
ten Proben des Ganzzellproduktionsstamms und der Nega-
tivkontrollen. In der GC-FID Analyse der Proben des
zellfreien Mediums der E.coli_PSPgz Kultivierung sind
zwei Peaks (1 und 2) mit hoherer Intensitit auszumachen
(s. Abb.4). Die Chromatogramme der Proben der lysierten
Zelle der E.coli_PSPgz Fermentation sowie der In-vitro-
Enzymreaktion zeigen dagegen nur den Peak 2. Bei Peak 1
mit der Retentionszeit von 10,5 min handelt es sich um ein
Nebenprodukt, das bei der fermentativen Ganzzellproduk-
tion entstanden ist. Dieses Nebenprodukt konnte mittels
eines kommerziell erhaltlichen Standards tiber die GC-FID
sowie mit Hilfe von GC-MS als Geraniol bestdtigt werden.
Dabei stimmt die Retentionszeit des Peaks der gaschroma-
tografich aufgetrennten Kultivierungsporben mit der Reten-
tionszeit des Geraniolstandards iiberein (Daten nicht auf-
gefiihrt). Aulerdem konnte iiber die NIST-Datenbank das
Fragmentierungsmuster der GC-MS Anlytik des Peaks als
Geraniol identifiziert werden (s. Abbn. S12 und S13). Gera-
niol ist ein acyclisches Monoterpen und entsteht aus dem
C10-Terpenvorldufer Gernaylpyrophosphat (GPP) [33]. Die
Geraniolbidlung ist auf heterolog exprimierte FFP-Synthase
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Abbildung 3. Analyse der Uberexpression der unléslichen (IF) und I6slichen (SF) Proteinfraktion der Fermen-
tation des stoffwechseloptimieren E. coli Stamm E. coli_PSPgz bei unterschiedlichen Produktionstemperaturen
(16 °C und 20 °C) mittels 10 % SDS-PAGE. Die SDS-PAGE wurde in Dreifachbestimmung durchgefuhrt (1, 2 und 3).
Proben der Fermentation 6 (A), 24 (B) und 48 (C) Stunden nach der Induktion sind dargestellt M: Protein-
marker).
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350 in E. coli_PSPgz fermentativ her-
200 ] gestellte Produkt einen Peak mit
11 {\ “ der Retentionszeit von 12,3 min
= 250 A _l{\\ A1 E. coli_PSPgz, zellfreies Medium auf (s. Abb.4). Zusitzlich stim-
E 200 | BcBOT2 in vitro Enzymreaktion men die Fragmentierungsmuster
s 1 der GC-MS Analyse des enzyma-
2 150 — N ~— E. coli_PSPgz, Zellen . 4 am
8 ] J\— tisch hergestellten PSP mit dem
= 100 A ] m’:ltzri"e'f 1: & col_PSPgz, nicht fermentativ hergestellten Produkt
50 | Kontrolle 2: E. coli_BcBOT2 2 iiberein (s. Abb.5). Als Refe-
1 Farnesol ~a ) renz wurde auflerdem das Frag-
0 T 7 ; ¢ = T . 7 Kontrolle 3: E. coli_Mev_BL21 . .
10 1 12 13 14 15 mentierungsmuster von Pinedo
Zeit [min] et al. herangezogen [3]. In der
Arbeit wurde mit BcBOT2 enzy-
Abbildung 4. Ergebnisse der GC-FID Analyse terpenoider Substanzen der Ganzzellproduktion matisch hergestelltes PSP und

von PSP sowie der Kontrollen. Basislinien der Chromatogramme sind um jeweils 50 mV verscho-
ben. Proben aus E. coli Kultivierungen wurden 25 h nach Induktion entnommen. Mittels GC-MS

eine authentische PSP-Probe

identifizierte Produkte Geraniol (1) und Presilphiperfolan-83-ol (2). Vollstandige Chromato- iiber Massenspektrometrie und

gramme in Abbn.S6-511.

IspA zurtckzufithren. Neben FPP kann diese auch GPP bil-
den [34]. GPP wird dann durch, nativ in E. coli vorkom-
mende, Dephosphorylasen zu Geraniol umgesetzt [35].

Bei Peak 2 der GC-FID Analyse mit einer Retentionszeit
von 12,3 min handelt es sich um das erwartete Produkt PSP.
Dies konnnte unter anderem mit Hilfe des In-vitro-
Enzymtests mit isoliertem BcBOT2 bestitigt werden. Das
aus dem In-vitro-Enzymtest extrahierte PSP weist wie das

NMR identifiziert. Der Molpeak

von PSP liegt bei einem m/z-Wert
von 222 und ist auch in dieser Arbeit in den Massen-
spektren von PSP zu erkennen [3]. Weitere iiberein-
stimmende Peaks befinden sich unter anderem bei einem
m/z-Wert von 207, 189, 175, 161, 149, 125, 69 und 55.

In den Negativkontrollen wurde bei dem nicht induzier-
tem E. coli_PSPgz PSP detektiert (Peak 2, s. Abb.4). Es ist
anzunehmen, dass PSP durch die Basalexpression der
heterolog eingebrachten Stoffwechselenzyme gebildet wird.
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Abbildung 5. Massenspektrum des als PSP vermuteten Peaks (2) der Extraktion des zellfreien Mediums von E. coli_PSPgz (A) im
Vergleich mit dem Massenspektrum des PSP aus der in vitro Enzymreaktion mit BcBOT2 (B).
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BcBOT2 nicht ausreichend, um
PSP zu bilden. Der Stamm
E. coli_Mev_BL21, ist durch das
Fehlen von BcBOT2 ebenfalls
nicht in der Lage PSP zu bilden.
Jedoch ist zu erwarten, dass tiber
den eingebrachten MEV-Weg ein
Uberschuss an FPP gebildet wird und dies zur Akku-
mulation von FPP und Farnesol fithrt [37,38]. Farnesol
konnte in geringen Mengen im zellfreien Medium der
E. coli_Mev_BL21-Kultivierung detektiert werden (s. Abb. 4).
Zudem zeigte die Kultivierung ein gehemmtes Wachstum im
Vergleich zu den anderen Kontrollen (s. Abb.S3), welches
durch die Toxizitdt des sich anreichernden FPP erklart wer-
den kann [25, 39].

3.4 Quantifizierung der Produkte und Einfluss der
Produktionstemperatur auf die PSP-Produktion

Um zu untersuchen, wie sich die Konzentration des Pro-
duktes PSP und des Nebenproduktes Geraniol iiber den
Verlauf der Kultivierung dndert, wurde eine quantitative
Analyse durchgefiihrt. Des Weiteren wurde der Einfluss der
Temperatur auf die PSP bzw. Geraniol-Produktion unter-
sucht und das Verhaltnis zwischen PSP im Medium und in
den Zellen bestimmt.

Abb.6 zeigt die Wachstumskurven von E.coli_ PSPgz
Kultivierungen bei 16 °C und 20 °C sowie die PSP-Titer im
zellfreien Medium und in den Zellen. Wie zu erwarten, wird
bei einer Produktionstemperatur von 20°C die maximale
Zelldichte schneller erreicht. Im Vergleich der PSP-Titer
zeigt sich, dass sich die Menge an PSP im Medium erst ab
einer Kultivierungsdauer von 28 h unterscheidet. Bei 16 °C
steigt der PSP-Titer im Medium dann nicht mehr, wihrend
bei 20 °C eine maximale PSP-Menge im Medium (9,2 mgL™")
48h nach Induktion erreicht wird. Dass der Produkttiter
nach 48 h weiter steigen wird, kann ausgeschlossen werden.
Zum einem befindet sich E.coli_PSPgz bereits in der

Chem. Ing. Tech. 2023, 95, No. 4, 576-586
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Abbildung 6. Wachstum und Produktion des erstellten Ganzzellproduktionsstamms

E. coli_PSPgz. Das Wachstum wurde Uber die optische Dichte bei 600 nm bestimmt. Der Presilphi-
pherfolan-83-ol Titer des zellfreien Mediums und der Zellen wurde durch Extraktion der Proben
mit n-Hexan und GC-FID ermittelt. Die Produktion von PSP wurde nach 3,25 h induziert
(gestrichelte senkrechte Linie). Die Daten entsprechen dem Mittelwert von drei unabhédngigen
Experimenten mit Standardabweichung als Fehlerbalken.

stationdren Phase und zum anderen hat sich in fritheren
Arbeiten gezeigt, dass durch Degradation der Produkte von
E. coli und Verdunstung die Terpenmenge nach lingerer
Kultivierungsdauer wieder abnimmt [40, 41].

Wie bereits erwdhnt, geht die hohere Produktionstem-
peratur mit der Bildung von inclusion bodies und damit
einem Aktivitatsverlust einher (s. Abb. 3). Nichtsdestotrotz
lieferte die hohere Produktionstemperatur einen hoheren
Produkt-Titer. Dies kann auf die hohere Biomasse zurtick-
gefithrt werden. Abb.7B zeigt die PSP-Ausbeute bezogen
auf die Biotrockenmasse. Die PSP-Ausbeuten im zellfreien
Medium der beiden Produktionstemperaturen unterschei-
den sich nicht signifikant. Ein weiterer Faktor fiir die hohe-
re PSP-Konzentration bei 20 °C ist auf die Temperatur zu-
riickzufithren. BcBOT2 zeigt in einem In-vitro-Enzymtest
die hochste Aktivitit bei einer Temperatur zwischen 20°C
und 25°C [11].

Um zu beurteilen, wo sich das PSP der fermentativen
Ganzzellproduktion befindet, wurde neben dem PSP-Titer
im Medium auch die PSP-Konzentration innerhalb der
Zellen bestimmt. Die extrahierte PSP-Menge aus den Lysa-
ten der Proben ist in Abbn. 6 und 7 grafisch dargestellt. Die
Ergebnisse zeigen, dass PSP nur zu einem sehr geringen Teil
in den Zellen akkumuliert. Die hochste PSP-Konzentration
in den Zellen (~0,8mgL™") wurde bei einer Produktions-
temperatur von 20°C 48h nach Induktion gemessen. Im
Durchschnitt befindet sich etwa 94 % des Produktes im
Medium und nur etwa 6 % des PSP in den Zellen. Demnach
wird ein Grof3teil des Produktes von E.coli PSPgz in das
Medium sekretiert, wodurch eine aufwéindigere Aufreini-
gung mit Zellaufschluss oder In-situ-Produktabtrennung
entfallt.
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Abbildung 7. Quantifizierung der terpenoiden Produkte zu unterschiedlichen Zeitpunkten der Fermentation des Ganzzellproduktions-
stamms E. coli_PSPgz mittels GC-FID. A) Presilphiperfolan-83-ol Titer im zellfreien Medium und Zellen. B) Ausbeute von Presilphipher-
folan-8B-ol bezogen auf die Biotrockenmasse (BTM). Daten wurden mit ANOVA (a = 0,05) analysiert, unterschiedliche Buchstaben kenn-
zeichnen signifikante Unterschiede C) Geraniol Titer im zellfreien Medium und Zellen. D) Ausbeute von Geraniol bezogen auf die
Biotrockenmasse (BTM). Die Daten entsprechen dem Mittelwert von drei unabhéngigen Experimenten mit Standardabweichung als
Fehlerbalken.

Da gefunden wurde, dass bei der fermentativen Ganzzell- bezogen auf die Biotrockenmasse (s. Abb.7D) zu sehen und
produktion von PSP auch Geraniol als Nebenprodukt von ist auf die hohe Fliichtigkeit des Geraniols wihrend der
E. coli_PSPgz anfillt, wurde die Konzentration von Geraniol Fermentation zuriickzufiihren [35]. Wie schon fiir das PSP
ebenfalls bestimmt (s. Abb. 7C). Geraniol ist nicht das ange- beobachtet werden konnte, reichert sich auch Geraniol
strebte Produkt, fiir dessen Produktion E. coli_PSPgz wich- kaum innerhalb der Zellen an.

tige Ressourcen verbraucht. Daher sollte die Geraniol-Kon-
zentration so gering wie moglich sein. Die ermittelte

Geraniol-Konzentration liegt deutlich unter der Konzentra- 4 Zusammenfassung und Ausblick

tion von PSP. Bei 20 °C 24 h nach der Induktion wurde eine

maximale Geraniol-Konzentration von 0,4 mgL™" ermittelt. In dieser Arbeit konnte der stoffwechseloptimierte Stamm
Zum Vergleich: die PSP-Konzentration zu diesem Zeitpunkt E.coli_PSPgz zur Ganzzellproduktion von Presilphiper-
und Produktionstemperatur ist mit 57mgL™" in etwa folan-8f3-ol erfolgreich erstellt werden. Dieser Stamm ist in
14-mal hoher (s. Abb.7A). Der geringste Unterschied der Lage, Farnesylpyrophosphat tiber die heterolog expri-
zwischen Geraniol und PSP-Konzentration ist 6 h nach mierten Enzyme des Mevalonat-Stoffwechselwegs zu syn-
Induktion bei 20 °C zu beobachten. Hier ist die PSP-Kon- thetisieren und dieses mit der ebenfalls heterolog exprimier-
zentration immerhin noch in etwa 7-mal hoher. Die Pro- ten Sesquiterpencyclase BcBOT2 zu PSP umzusetzen. PSP
duktionstemperatur scheint einen &hnlichen Einfluss auf wird von dem Stamm hauptsichlich in das Medium sekre-
den Geraniol-Titer zu haben, wie auf den PSP-Titer. Bei tiert. Bei einer Produktionstemperatur von 20 °C wurde eine
hoherer Produktionstemperatur steigt die Bildung von PSP-Konzentration von 10 mg L™ nach 48 h erzielt. In Hin-
Geraniol an. Allerdings ist auch zu beobachten, dass mit blick auf die Produktkonzentration und -ausbeute bietet der
lingerer Kultivierungsdauer die Geraniolkonzentration wie- Prozess noch weiteres Entwicklungspotential. So konnen
der abnimmt. Dies ist auch anhand der Geraniol-Ausbeute neben den Induktionsparametern, auch weitere komplexe
www.cit-journal.com © 2023 The Authors. Chemie Ingenieur Technik published by Wiley-VCH GmbH Chem. Ing. Tech. 2023, 95, No. 4, 576-586
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und definierte Medien mit unterschiedlichen Kohlenstoft-
quellen untersucht und angepasst werden. Auch die Ver-
wendung eines 2-Phasensystems, bei dem die Kultivierung
mit Losemitte] tiberschichtet wird, konnte die Produktaus-
beute steigern.

Supporting Information

Weiterfithrende Informationen zu diesem Artikel (Suppor-
ting Information) finden Sie unter DOI: https://doi.org/
10.1002/cite.202200115.

Fiir die technische Unterstiitzung wird Martina Weif3
und Martin Pdhler gedankt sowie Ulrich Krings von
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ermoglicht und organisiert durch Projekt DEAL.

I Abkiirzungen

AtoB Acetoacetyl-CoA-Thiolase
BcBOT2 Presilphiperfolan-8f3-ol-Synthase
BTM Biotrockenmasse

E. coli Escherichia coli

FPP Farnesylpyrophosphat

GC-FID Gaschromatografie mit
Flammenionisationsdetektor

GC-MS Gaschromatografie mit Massenspektrometrie
GPP Geranylpyrophosphat

Gz Ganzzellproduktion

HMGS 3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-Synthase

Idi Isopentenylpyrophosphat-Isomerase

IF insoluble fraction (unldsliche Proteinfraktion)
IPTG Isopropyl-p-D-thiogalactopyranosid

IspA FPP-Synthase

LB Lysogeny broth

MK Mevalonat-Kinase

PMD Mevalonatdiphosphat-Decarboxylase

PMK Phosphomevalonat-Kinase

PSP Presilphiperfolan-8§3-ol

rel. AU relative absorption units (relative

Absorptionseinheiten)
SDS-PAGE  Sodium dodecyl
Polyacrylamidgelelektrophorese

SF soluble fraction (l6sliche Proteinfraktion)
STC Sesquiterpencyclase

TB Terrific broth

TCn Terpencyclasen

tHMGS 3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-CoA-Reduktase
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