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Zielsetzung und Anlass des Vorhabens

Bei der Produktion pharmazeutischer Wirkstoffe wird selten Nachhaltigkeit bericksichtigt. Die etab-
lierten Produktionsprozesse sind haufig charakterisiert durch geringe Ausbeuten und dem Einsatz gro-
RBer Mengen Chemikalien inkl. Losungsmittel pro Gram produziertem Wirkstoff. Das vorliegende Pro-
jekt erarbeitet ein neuartiges Verfahren unter Verwendung von Ganzzellbiokatalysatoren zur Herstel-
lung des vielversprechenden Wirkstoffes Betulinsdure, einem pentazyklischen Triterpen, und weiterer
werthaltige Derivate. Ganzzellbiokatalysatoren sind Mikroorganismen, die idealerweise nachwach-
sende Rohstoffe (z.B. Glukose oder Glyzerin) mit hoher Rate, Ausbeute und Titer in das gewlinschte
Produkt umsetzen. Die Nachhaltigkeit des neuartigen Verfahrens wird wahrend des Projektes unab-
hangig durch die IFU GmbH, Hamburg, in einem Unterauftrag bewertet.

Das TRITERP Konsortium setzt sich aus drei Partnern zusammen: Organobalance GmbH, eine erfolg-
reiche Berliner KMU, die nachgewiesene Erfahrung im Bereich der Kommerzialisierung von Ganzzell-
biokatalysatoren hat sowie zwei Universitdtsgruppen, das Institut fir Angewandte Mikrobiologie
(iAMB) der RWTH Aachen und das Novo Nordisk Foundation Center for Biosustainability der Techni-
schen Universitat von Danemark, die beide viele Jahre Erfahrungen im Bereich der effektiven Ganz-
zellkatalyseprozessentwicklung haben. Beide Universitatsgruppen, insbesondere das Team der TU Da-
nemark, haben als ibergeordnetes Ziel, die Reduktion des CO2 AusstoRRes voranzutreiben und in Zu-
kunft Chemikalien aus nachwachsenden Rohstoffen anstatt aus Petroleum herzustellen.
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Darstellung der Arbeitsschritte und der angewandten Methoden

Im Rahmen dieses Projektes soll ein innovativer, umweltschonender Produktionsprozess zur mikro-
biellen Produktion von zyklischen Triterpenen am Beispiel der Betulinsdure, unter Anwendung maR-
geschneiderter Hefe-Stdamme, erarbeitet werden. Dabei soll geklart werden, unter welchen Bedingun-
gen ein solches Verfahren aus 6kologischer und 6konomischer Sicht umsetzbar ist. Begleitend zur
Stammkonstruktion beinhaltet das Projekt die Erarbeitung eines Fermentations- und Aufreinigungs-
prozesses, so dass am Ende des Projektes ein 6kologisch und 6konomisch sinnvoller Produktionspro-
zess zur Synthese von Betulinsdure bzw. entsprechenden werthaltigen Derivaten steht.

Die Implementierung des Betulinsduresyntheseweges in S. cerevisiae erfordert die Expression der
Gene fir eine Oxidosqualenesynthase, einer Cytochrom P450 Monooxygenase und einer kompatiblen
NADPH-Cytochrom P450 Reduktase. Um hohe Umsatzraten der heterologen Gene bzw. der gebilde-
ten Enzyme und somit auch hohe Titer an Betulinsdure zu gewahrleisten, ist innerhalb des Projektes
die Evaluierung mehrerer Gene fiir jede heterologe Enzymreaktion in verschiedenen Kombinationen
zur Ermittlung der optimalen Gene und Kombination derselben mit hoher Produktivitdt vorgesehen.
Potentielle Limitierungen des Metabolismus werden durch physiologische Analysen identifiziert und
durch geeignete Metabolic Engineering MalRnahmen behoben.

Fir den Produktionsprozess ist es vorteilhaft, wenn die Ziel-Metabolite aus der Zelle ausgeschieden
werden, da dies die Aufreinigungskosten nach der Fermentation stark reduziert und gleichzeitig den
Einsatz von Losungsmittel signifikant mindert. Im Laufe des Projektes sollen homologe oder hetero-
loge Produkttransporter identifiziert werden, die einen Transport der Metabolite aus der Zelle zulas-
sen oder verbessern.

Einige essentielle Enzyme des Betulinsdauresyntheseweges sind in der Membran des Endoplasmati-
schen Retikulums lokalisiert. Hier soll durch genetische Manipulation die Oberflache des Endoplasma-
tischen Reticulums vergrofRert werden, damit mehr Enzyme des Mevalonat-Squalenstoffwechselwegs
Platz finden und damit eine erhdhte enzymatische Aktivitat und erhdhte Produktionsrate durch den
Stoffwechselweg ermdglicht wird. Hierfliir werden geeignete genetische Perturbationen implemen-
tiert und mit Hilfe von moderner Fluoreszenzmikroskopie die GréRe der Organelloberflache vermes-
sen.

Die Entwicklung von Hochleistungsstammen wird im Kontext der industriell relevanten Fermentation
und Produktaufreinigung erfolgen. Speziell bei Backerhefe unterscheidet sich die Physiologie auf Glu-
kose unter Satz- und Zulaufbedingungen erheblich. Deshalb werden etablierte Fermentationsproto-
kolle fiir die Produktion von zyklischen Triterpenen adaptiert. Dabei steht die Verfiigbarkeit der Koh-
lenstoffquelle und Sauerstoff, sowie die Medienkomposition (auch hinsichtlich Preis, Umweltaspekte)
im Vordergrund. Moderne Laborfermenter werden fiir diese Optimierungsschritte eingesetzt.

Fir die 6konomisch und 6kologisch sinnvolle Produktion ist die Produktisolation von groRer Bedeu-
tung. Deshalb werden unterschiedliche organische Losungsmittel(-kombinationen) auf ihre Extrakti-
onseffizienz und Umwelteinfluss inklusive ihrer Rezyklierbarkeit bewertet. Sollte die gezielte Sekre-
tion gelingen, waren deutlich einfachere Aufarbeitungsprotokolle wie zum Beispiel die Kombination
von hydrophober Adsorption mit anschliefender Extraktion und Destillation denkbar, die anhand von
Modellmischungen parallel getestet werden sollen.

Projektbegleitend werden Okoeffizienzanalysen zur Evaluierung der Wirtschaftlichkeit und Umwelt-
freundlichkeit des geplanten biotechnologischen Prozesses durchgefiihrt und mit einem existieren-
den Referenzprozess verglichen.

Ergebnisse und Diskussion

Die Betulinsduresynthese in S. cerevisiae erforderte das Implementieren einer Oxidosqualenezyklase
(0SC), einer P450 Monooxygenase (CYP) plus geeigneter Cytochrome P450 Reduktase (CPR), die das
native Metabolit 2,3-Oxidosqualen in Lupeol und tUber die Zwischenstufen Betulin und Betulinaldehyd
in Betulinsdure transformieren.

Von diversen OSC-CYP/CPR Kombinationen erwies sich die Verwendung der Oxidosqualenzyklase
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OEW aus Olea europaea und der P450 Monooxygenase CYP716A15 aus Vitis vinifera in Kombination
mit der Reduktase LjCPR (Lotus japonicus) oder MTR (Medicago truncatula) als sehr vielversprechend
hinsichtlich Produktausbeute und Produktivitat. Das Einbringen der Codon-optimierten Pflanzengene
flhrte zunachst nur zu sehr geringer Akkumulation der pentazyklischen Triterpene Lupeol, Betulin,
Betulinaldehyd und Betulinsdure.

Zur Verbesserung der Produktsynthese wurden diverse Metabolic Engineering Strategien getestet.
Um die Verfugbarkeit des Prakursors 2,3-Oxidosqualen zu erhéhen, wurde dessen Synthese durch
Deregulation der Expression des HMG1 und ERG1 Gens erhoht sowie durch gezielte Degradation der
Lanosterolsynthase Erg7p der Abfluss in den konkurrierenden Ergosterolsyntheseweg reduziert. Diese
MaRnahmen flihrten zu hoherer Produktbildung. Da in Stammen mit einfacher genomischer Integra-
tion der heterologen Gene des Betulinsduresyntheseweges vor allem Squalen und Lupeol akkumulier-
ten, wurde die Kopienzahl der Gene OEW und CYP716A15 erhéht und damit die Umsetzung dieser
Metabolite zu den pentazyklischen Triterpenen stark verbessert.

Manipulation der Biogenese des Endoplasmatischen Reticulums durch Deletion des Gens PAH1 hatte
zum Ziel, die verfiigbare Membranflache fiir den Einbau der heterologen Enzyme und damit deren
Abundanz und Aktivitat zu erhdhen, und verbesserte die Umsetzung des im Referenzstamm akkumu-
lierenden Squalens und verdoppelte die Akkumulation der Produkte Lupeol und Betulinsaure.

Parallel zu diesen MaRRnahmen wurde der Fermentationsprozess durch Optimierung der Medienzu-
sammensetzung, Wahl der Kohlenstoffquelle und Fermentationsfahrweise entwickelt. In dem opti-
mierten Fermentationsprozess wurde nach einem Batch auf Glukose der Fermenter mit Ethanol Pul-
sen gefittert und 5,4 g/L Triterpene (ca. 30 % g/gcow, Zusammensetzung: 22% Lupeol, 44% Betulin,
8% Betulinaldehyd, 24% Betulinsiure, 2% Squalene) mit einer Produktivitit von 8,30 mg/L/h erzielt.
Die 6kologische und 6konomische Bewertung zeigte, dass die Produktionskosten des entwickelten
Verfahrens in etwa denen des Vergleichsprozesses, der Extraktion aus Platanenrinde, entsprechen,
die mikrobielle Produktion jedoch mit deutlich reduzierten Umwelteinwirkungen maoglich ist. Dies ist
vor allen Dingen auf den hohen Produkttiter und des im Rahmen des Projektes entwickelten, umwelt-
schonenden Aufreinigungsverfahrens zuriickzufiihren.

Offentlichkeitsarbeit und Présentation

Das Projekt und die erzielten Ergebnisse wurden bisher in zwei Publikationen veréffentlicht (Ebert,
B.E., Blank, L.M., Nachhaltige Herstellung von Triterpenen mit spezialisierten Backerhefen — TRITERP,
ChemBioTec Review, 2012; Rugbjerg, P.; Knuf, C.; Forster, J.; Sommer, M.O., Recombination-stable
multimeric green fluorescent protein for characterization of weak promoter outputs in Saccharomy-
ces cerevisiae. FEMS Yeast Research 2015, 15) sowie in flinf Konferenzbeitragen (TERPNET 2013, 1.-5.
Juni 2013, Kolymvari, Kreta, Griechenland; ProcessNet-Jahrestagung 2014 und 31. DECHEMA-Jahres-
tagung der Biotechnologen, 2010, Aachen, Deutschland; Metabolic Engineering X, 2014, Vancouver,
Kanada, 12th Yeast Lipid Conference, 2015, Ghent, Belgien; Biochemical and Molecular Engineering
XIX, 2015, Puerto Vallarta, Mexiko) vorgestellt. Mindestens fiinf weitere Publikationen sind in Vorbe-
reitung. Die generierten Stamme und gemachten Erfindungen sind durch ein Patent (WO
2015/121168 A1) geschiitzt, ein weiteres ist eingereicht (ORG/EP/1502, angemeldet am
4.11.2015 (Kanzlei Jungblut und Seuss)).

Fazit

Das Projekt TRITERP konnte mit Erfolg abgeschlossen werden. In dem dreijahrigen Projekt wurden
Hefestamme konstruiert mit denen unter optimierten Fermentationsbedingungen 5,4 g/L Triterpene,
davon 1,3 g/L Betulinsaure, synthetisiert wurden. Die selektive Extraktion der Wertprodukte durch
Aceton erlaubte eine erste Anreicherung der Hauptprodukte, ohne vorheriges AufschlieRen der Zel-
len. Eine anschlieRende komplette Aufreinigung der Produkte ist durch Chromatographie oder Destil-
lation méglich. Die Okoeffizienzanalyse ergab, dass der hohe Titer gemeinsam mit dem ressourcen-
schonenden und umweltfreundlichen Aufarbeitungsverfahren die mikrobielle Synthese nicht nur in
wirtschaftlicher sondern auch aus 6kologischer Sicht zu einer attraktiven Alternative zu der bisherigen
Extraktion aus Pflanzenmaterial macht. Das Projektziel, die Entwicklung eines Hefestammes und eines
nachhaltigen Fermentationsverfahrens zur Synthese von Betulinsdure und weiteren werthaltigen De-
rivaten, wurde somit erreicht.
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1 Zusammenfassung

In dem von der Deutschen Bundesstiftung Umwelt geférdertem Projekt TRITERP (AZ13272) wurde
unter Koordination der RWTH Aachen, in Kooperation mit der DTU Danemark und der Organoba-
lance GmbH ein Verfahren zur Produktion von Betulinsdure und Derivaten in Saccharomyces ce-
revisiae CEN.PK entwickelt. Die Betulinsdauresynthese in S. cerevisiae erforderte das Implementie-
ren dreier heterologer Enzyme, einer Oxidosqualenezyklase (OSC), einer P450 Monooxygenase
(CYP) plus geeigneter Cytochrome P450 Reduktase (CPR), die das native Metabolit 2,3-Oxidosqua-
len in Lupeol und Uber die Zwischenstufen Betulin und Betulinaldehyd in Betulinsdaure transfor-
mieren. Von verschiedenen OSC-CYP/CPR Kombinationen erwies sich die Verwendung der Oxidos-
qualenzyklase OEW aus Olea europaea und der P450 Monooxygenase CYP716A15 aus Vitis vini-
fera in Kombination mit der Reduktase LjCPR (Lotus japonicus) oder MTR (Medicago truncatula)
als sehr vielversprechend hinsichtlich Produktausbeute und Produktivitat. Das Einbringen der Co-
don-optimierten Pflanzengene flhrte nur zu sehr geringer Akkumulation der pentazyklischen Tri-
terpene Lupeol, Betulin, Betulinaldehyd und Betulinsdure. Zur Erhéhung der Produktsynthese
wurden diverse Metabolic Engineering Strategien getestet. Zur Erhohung der Verfiigbarkeit des
Prakursors 2,3-Oxidosqualen wurde dessen Synthese durch Deregulation der Expression des
HMG1 und ERG1 Gens erhoht sowie durch gezielte Degradation der Lanosterolsynthase Erg7p der
Abfluss in den konkurrierenden Ergosterolsyntheseweg reduziert. Diese MaBnahmen fiihrten zu
hoherer Produktbildung. In Stdmmen mit einfacher genomischer Integration der heterologen
Gene des Betulinsdauresyntheseweges wurde vor allem Squalen und Lupeol akkumuliert. Durch
Erh6hung der Kopienzahl der Gene OEW und CYP716A15 wurde die Umsetzung dieser Metabolite
zu den pentazyklischen Triterpenen stark verbessert. Manipulation der Biogenese des Endoplas-
matischen Reticulums durch Deletion des Gens PAH1 hatte zum Ziel, die verfiigbare Membranfla-
che fur den Einbau der heterologen Enzyme und damit deren Abundanz und Aktivitat zu erhéhen,
und verbesserte die Umsetzung des im Referenzstamm akkumulierenden Squalens und verdop-
pelte die Akkumulation der Produkte Lupeol und Betulinsaure.

Parallel zu diesen MaBRnahmen wurde der Fermentationsprozess durch Optimierung der Medien-
zusammensetzung, Wahl der C-Quelle und Fermentationsfahrweise entwickelt. In dem optimier-
ten Fermentationsprozess wurde nach einem Batch auf Glukose der Fermenter mit Ethanol Pulsen
gefittert und 5,5 g/L Triterpene (Zusammensetzung: 8% Lupeol, 44% Betulin, 22% Betulinaldehyd,
24% Betulinsdure, 3% Squalene) mit einer Produktivitdat von 8,30 mg/L/h erzielt. Die 6kologische
und 6konomische Bewertung zeigte, dass die Produktionskosten des entwickelten Verfahrens in
etwa denen des Vergleichsprozesses, der Extraktion aus Platanenrinde, entsprechen, die mikrobi-
elle Produktion jedoch mit deutlich reduzierten Umwelteinwirkungen moglich ist. Dies ist vor allen
Dingen auf den hohen Produkttiter und des im Rahmen des Projektes entwickelten, umweltscho-
nenden Aufreinigungsverfahrens zurlckzufiihren. Das Projektziel, die Entwicklung eines He-
festammes und eines geeigneten Fermentationsverfahrens zur Synthese von Betulinsdure und
weiteren werthaltigen Derivaten, wurde erreicht. Da nicht alle positiv evaluierten Metabolic En-
gineering MaRnahmen im finalen Produzenten implementiert wurden, ist das Optimierungspo-
tential des Hefestammes ist noch nicht vollstandig ausgereizt. Daher ist eine weitere Steigerung
der Produktivitat der Hefestamme ist wahrscheinlich und somit auch die Realisierung eines um-
weltfreundlicheren und 6konomisch sinnvollen Prozesses.
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2 Einleitung

Phytochemikalien wie Terpene und Sterole machen derzeit einen hohen Anteil an pflanzlich ge-
wonnenen Wirkstoffen aus. Der jahrliche Umsatz belduft sich auf ca. 12,4 Mrd. USD [1]. Pentazyk-
lische Triterpene sind aufgrund ihres breiten Wirkunsspektrums von besonderem Interesse in der
Lebensmittel-, Kosmetik- aber vor allem der Pharmaindustrie [2]. Dies gilt insbesondere fiir die
Betulinsdure, welche sich als Inhibitor von Melanom- und anderer Krebszellen erwiesen hat [3,4]
. Eine ebenso groflRe Rolle spielen einige Derivate der Betulinsdure, welche zurzeit im Mittelpunkt
verschiedener klinischer Studien zur Behandlung des HI-Virus stehen. Das groRe Interesse an der
Betulinsdure wird u.a. dadurch verdeutlicht, dass der Pharmakonzern Boehringer Ingelheim im
Jahre 2006 ein Patent zur Isolation der Sdure von der Firma Biosolutions Halle GmbH erworben
hat. Daneben lassen sich zahlreiche weitere Patente identifizieren, welche vor allem die therapeu-
tische Anwendung von Betulinsdure und Betulinsdure-Derivaten gegen Krebs oder HIV beanspru-
chen (DE69908397T2, DE19713768B4, DE19713768A1, DE69634951T2, DE69633398T2).

Neben der veralteten und ineffizienten synthetischen Produktion [5], erfolgt die Gewinnung der
Betulinsdure heutzutage durch Extraktion aus hoheren Pflanzen, z.B. aus der Baumrinde von
Picramnia pentandra [5], Arbutus menziesii [6] oder Ziziphus mauritiana [3] und insbesondere Pla-
tanus occidentalis. Dabei werden trotz kontinuierlicher Verbesserung der Extraktionsverfahren
grofle Mengen an organischen Losungsmitteln verbraucht. In der Patentanmeldung
US2007/0149490A1 ist dazu eines der neuesten Verfahren der Firma Boehringer Ingelheim be-
schrieben, bei dem die Betulinsdure aus der Rinde der Platane mittels chemischer Extraktion ge-
wonnen wird. Der Anmeldung ist zu entnehmen, dass fiir die Gewinnung von 1 kg Betulinsdure ca.
70 kg Baumrinde (entspricht einer Produktkonzentration von nur 1,41 Prozent), 230 L Toluol, 20 L
2-Pentanol, 30 L Methanol, 50 L 2-Propanol und 32 L Dichlormethan benétigt werden. Zusatzlich
zur Verwendung dieser hohen Mengen an Losungsmitteln verbraucht der Prozess aufgrund der
mehrfachen Destillationsschritte grofe Mengen an Energie. Neben diesen 6kologisch relevanten
Fakten ist die Gewinnung aus Baumrinden nicht wirtschaftlich und nachhaltig, da der Betulinsdu-
regehalt gering ist und diese Baume nicht fiir die Kultivierung in Plantagen geeignet sind. Die mik-
robielle Produktion von Betulinsdure oder ihrer Derivate durch Einbringen der entsprechenden
Synthesegene kann eine wirtschaftlich und 6kologisch sinnvolle und attraktive Alternative zur Ex-
traktion aus Pflanzenmaterial sein. Entsprechende Verfahren wurden bereits fiir die Produktion
von Mono-, Di- und Sesquiterpenen entwickelt, die mikrobielle Produktion von Triterpenen ist
derzeit jedoch noch nicht am Markt etabliert.

3 Zielsetzung und Aufgabenstellung

Ziel des Projektes TRITERP ist die Entwicklung eines innovativen, umweltschonenden Produktions-
prozesses zur mikrobiellen Produktion pentazyklischer Triterpene unter Anwendung mafge-
schneiderter Hefestamme. Dabei soll geklart werden, unter welchen Bedingungen ein solches Ver-
fahren aus 6kologischer und 6konomischer Sicht umsetzbar ist. Als Plattformchemikalien bzw. -
stamme sollen dabei zunachst Lupeol Gberproduzierende Stimme entwickelt werden. Dieses Zwi-
schenprodukt oder auch das Nebenprodukt B-Amyrin sind selber Molekiile, die, wenn einfach zu-
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ganglich, kommerziell hoch interessant sind. Aus Lupeol lassen sich dann eine Vielzahl pharma-
zeutisch relevanter Triterpene herstellen. In diesem Projekt soll ausgehend vom Lupeol das Triter-
penoid Betulinsdure hergestellt werden.

Begleitend zur Stammkonstruktion beinhaltet das Projekt die Erarbeitung eines Fermentations-
und Aufreinigungsprozesses, mit dem Ziel am Ende des Projektes einen 6kologisch und 6kono-
misch sinnvollen Produktionsprozess zur Synthese von Betulinsdure bzw. entsprechender wert-
haltiger Derivate etabliert zu haben.

Die einzelnen Arbeitsschritte des Projektes sind in Abbildung 1 skizziert. Sie lassen sich in funf
Hauptarbeitspakete (APs) einteilen, die parallel bearbeitet wurden.

Pathway Engineering Stamm Engineering Kompartiment

Engineering

Prozessoptimierung

¢ Optimale
Kombination der
Stoffwechselweg-

* Adaptive Evolution
* Push Strategie: ERG1
Uberexpression

* Physiologische
Charakterisierung
* Optimierung des

* ER VergréBerung:
RER2, OPI1, PAH1

Gene * Block Strategie: Deletion Upstream Prozesses
* Gen-Dosierung Reduzierung der  Etablierung
L Erg7p Aktivitat geeigneter
* Pull Strategie: Downstream
Produktexport oder \Verfahren )i

Trapping
(Wachstumskopplung‘,

Konstruktion finaler Triterpen-produzierender Stamme und Evaluierung unter optimierten
Fermentationsbedingungen

Okologische Evaluierung des optimierten Prozesses

Abbildung 1 Hauptarbeitspakete des Projektes TRITERP zur Realisierung eines 6kologisch und 6konomisch sinnvollen
Produktionsprozesses zur Synthese von Betulinsdure bzw. entsprechenden werthaltigen Derivaten mit maRgenschnei-
derten Hefestdmmen.

Das AP ,,Pathway Enginering” hat die Entwicklung eines optimalen Syntheseweges (Pathway Engi-
neering) zum Ziel, in dem die optimale Genkombination und -dosis bestimmt werden sollen. Die
Implementierung des Betulinsduresyntheseweges in S. cerevisiae erfordert die Expression der
Gene fiir eine Oxidosqualenzyklase (OSC) sowie einer Cytochrom P450 Monooxygenase (CYP) und
einer kompatiblen NADPH-Cytochrom P450 Reduktase (CPR) (Abb. 2). Dass die Synthese von Be-
tulinsdure in S. cerevisiae nach heterologer Expression entsprechender Gene prinzipiell moéglich
ist, wurde bereits gezeigt [7]. Um hohe Umsatzraten der heterologen Gene bzw. der gebildeten
Enzyme und somit auch hohe Titer an Betulinsdaure zu gewahrleisten, sollen innerhalb des Projek-
tes mehrere Gene fir jede heterologe Enzymreaktion in verschiedenen Kombinationen getestet
werden und die optimale Genkombination und Dosis, die maximale Produktivitdit ermdglicht,
identifiziert werden.
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Durch Anwendung geeigneter Metabolic Engineering MalRnahmen (push oder block Strategien)
im AP ,Stamm Engineering” soll die Verfligbarkeit der Vorstufen des Syntheseweges optimiert
werden. Angestrebt wird eine Verbesserung der Bereitsteilung der Vorstufen durch Erhéhung der
Aktivitat der Upstream-Enzyme (push) und das Ausschalten oder Regulieren von konkurrierenden
Stoffwechselwegen, d.h. Synthesewegen, die die direkte Vorstufe 2,3-Oxidosqualen verbrauchen
(block). Zudem sollen weitere Metabolic Engineering Strategien mit Hilfe von computergestitzten
Simulation abgeleitet werden.
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Abbildung 2. Pra- und Postsqualenbiosyntheseweg in der Hefe S. cerevisiae und Erweiterung des Stoffwechselweges
fiir die Synthese des zyklischen Triterpenoids Betulinsdure tGber die Plattformsubstanz Lupeol. Die Gene fiir die Synthese
der Betulinsdure sind in der Abbildung rot dargestellt und kodieren fiir Oxidosqualenzyklase (OSC), NADPH-Cytochrom
P450 Reduktase (CPR) und Cytochrom P450 Monooxygenase (CYP).

Es ist unklar, ob Betulinsdure und die Vorstufe Lupeol von der Hefe hauptsachlich ausgeschieden
oder in der Zelle angereichert und gespeichert werden. Ersteres ist vorteilhaft, da dieses die Auf-
reinigungskosten nach der Fermentation stark reduziert und gleichzeitig der Einsatz von Losungs-
mittel nochmals signifikant vermindert. Im Laufe des Projektes sollen homologe oder heterologe
Produkttransporter identifiziert werden, die einen Transport der Metabolite aus der Zelle zulassen
oder verbessern. Zudem waren Alternativen hierzu, z. B: Erhéhung der Loslichkeit durch die Gly-
cosylierung oder die Einlagerung in Oleosome angedacht (pulling Strategien).

Einige essentielle Enzyme des Betulinsauresyntheseweges sind in der Membran des Endoplasma-
tischen Retikulums (ER) lokalisiert. Im AP , Kompartiment Engineering” sollte durch genetische
Manipulation die Oberflache des ERs vergrofRert werden, damit mehr Enzyme des Mevalonat-
Squalenstoffwechselwegs eingebaut werden kénnen und eine erhéhte enzymatische Aktivitat und
erhohte Produktionsrate durch den Stoffwechselweg ermdoglicht wird. Hierflir sollen geeignete
genetische Perturbationen implementiert und mit Hilfe von moderner Fluoreszenzmikroskopie
die GroRe der ER Oberflache vermessen werden, sowie die vielversprechendste Strategie auf die
Betulinsdure produzierenden Stimme angewendet werden.

Die Entwicklung von Hochleistungsstimmen soll im Kontext der industriell relevanten Fermenta-
tion und Produktaufreinigung erfolgen [8]. Speziell bei Backerhefe unterscheidet sich die Physio-
logie auf Glukose unter Satz- und Zulaufbedingungen erheblich. Deshalb werden Versuche zur
guantitativen Beschreibung der Physiologie entwickelter Produktionsstimme durchgefihrt und
darauf aufbauend etablierte Fermentationsprotokolle fiir die Produktion von zyklischen Triterpe-
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nen adaptiert. Dabei steht zunachst die Verfligbarkeit der C-Quelle und Sauerstoff, sowie die Me-
dienkomposition (auch hinsichtlich Preis, Umweltaspekte) im Vordergrund. Unter Anwendung
dieser optimierten Parameter werden dann verschiedene Fermentationsfahrweisen getestet und
optimiert, wobei moderne Laborfermenter (inkl. modernster Abgasanalytik) eingesetzt werden.

Fiir die 6konomisch und 6kologisch sinnvolle Produktion ist die Produktisolation von groRer Be-
deutung. Deshalb werden unterschiedliche organische Losungsmittel(-kombinationen) auf ihre
Extraktionseffizienz und Umwelteinfluss inklusive ihrer Rezyklierbarkeit bewertet. Diese Arbeiten
werden im Unterauftrag (15.000 € Fordermittel, Partner RWTH) vergeben. Ebenfalls ist die Mog-
lichkeit der Schaumfraktionierung zu testen.

Den etablierten Produktionsprozess gilt es abschlieRend hinsichtlich Wirtschaftlichkeit und Um-
weltfreundlichkeit zu evaluieren und mit einem existierenden Referenzprozess zu vergleichen.

4 Ergebnisse

4.1 Etablierung der Biosynthese zyklischer Triterpene in Hefe

Im Rahmen des Projektes wurden Stamme konstruiert, welche das zyklische Triterpen Betulin-
saure Uber das Zwischenprodukt Lupeol produzieren (Abb. 2). Hierfiir wurden ein géangiger Labor-
sowie ein Squalen-lUberproduzierender Stamm der Spezies Saccharomyces cerevisiae als Wirtsor-
ganismus verwendet. Die zu exprimierenden Gene kodieren fiir eine Oxidosqualenzyklase (OSC),
eine NADPH-Cytochrom P450 Reduktase (CPR) und eine Cytochrom P450 Monooxygenase (CYP).

Im Zuge der Literaturrecherche zu den erforderlichen Genen wurde deutlich, dass insbesondere
die CPR eine zentrale Rolle fiir die Funktionalitdt der Monooxygenase spielt. CPRs bilden einen
Komplex mit CYPs und transferieren zwei Elektronen tiber FAD und FMN an die CYPs. Die Interak-
tionen von CYP und CPR sind sehr von den individuellen Eigenschaften der jeweiligen Proteine
abhangig und daher ihre Effizienz nur schwer vorhersehbar. Ein effizienter Elektronentransport ist
jedoch entscheidend fiir die Reaktion der Cytochrome [9,10]. Abweichend vom urspriinglichen
Plan wurden daher zuséatzliche CPRs getestet, um ein optimales Zusammenspiel von CYP und CPR
zu ermoglichen.

4.1.1 Auswahl eines geeigneten Basisstammes

Als Basisstamm wurde ein Stamm gewahlt, der hohe Mengen der Vorstufe Squalen bildet. Basie-
rend auf dem Ausgangsstamm CEN.PK111-61A wurden zwei Hefestdmme CEN.PK2A und
CEN.PK2U erstellt (Tab.1, eine Ubersicht zu allen konstruierten Hefestimmen findet sich im An-
hang A1), die eine deregulierte HMG-CoA-Reduktase besitzen [11]. Beim Stamm CEN.PK2A liegt
das Gen fiir die deregulierte HMG-CoA-Reduktase im ARE2-Lokus und bei CEN.PK2U im URA3-
Lokus chromosomal integriert vor. Dabei wurde die chromosomale gegenliber der episomalen
Modifikation bevorzugt, um das wichtige Kriterium der Stammstabilitdt eines Produktionsstam-
mes zu erfiillen. Beide Stimme wurden auf die Parameter Wachstum und Squalenproduktion un-
tersucht und miteinander verglichen. Die Hefestimme CEN.PK2A und CEN.PK2U wurden hierfir
einer 72 h Kultivierung in Schuttelkolben in WM8-Medium mit 50 g/L Glukose unterzogen. An-
schlieRend wurde ein definiertes Volumen der Kulturbriihe mit Glasperlen aufgeschlossen und mit
Chloroform/Methanol (4+1) extrahiert. Mittels der entwickelten GC-MS Analyse konnte Squalen
identifiziert und quantifiziert werden, dabei wurde die Menge an Squalen (iber eine Kalibrierge-
rade bestimmt und auf die eingesetzte Biotrockensubstanz bezogen. Tabelle 1 zeigt die Ergebnisse
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dieser Analyse.

Tabelle 1: Spezifischer Squalengehalt der Hefestamme, welche eine deregulierte HMG-CoA-Reduktase besitzen. Die
Stammbkonstruktion basiert auf dem Ausgangsstamm CEN.PK111-61A (Genotyp: MATa; ura3-52; leu2-3_112; TRP1;
his3-A1; MAL2-8C; SUC2). Die angegebenen Stamme wurden einer 72 h Kultivierung in WM8-Medium mit 50 g/L Glu-
kose unterzogen und der Squalengehalt auf die Biotrockensubstanz bezogen. Die Daten stellen den Mittelwert aus sechs
unabhdngigen Messungen mit der Standardabweichung dar.

Name Integrationslokus  Squalen [% (g/gcow)]
Ausgangsstamm CEN.PK111-61A - 0,04 +0,01
squalenanreichernde CEN.PK2A are2::tHMG1 3811
Hefen CEN.PK2U ura3::tHMG1 8,1+1,2

Der Stamm CEN.PK2U erreichte nach 72 h Kultivierung eine Ausbeute von etwa 8% Squalen/CDW,
wohingegen der Stamm CEN.PK2A nur etwa 4% Squalen/CDW enthielt. Aus der Bestimmung der
Biotrockensubstanz und der optischen Dichte ergaben sich keine signifikanten Unterschiede im
Wachstum (nicht dargestellt). Der Stamm CEN.PK2U wurde aufgrund dieser héheren Vorstufen-
ausbeute als Basisstamm fiir die Evaluierung verschiedener heterologer Gene der Betulinsaure-
Synthese ausgewahlt (Abschnitt 4.2).

Parallel hierzu wurde ein zweiter Stamm auf Basis der Hefe S. cerevisiae CEN.PK 102-5B (URA"; HIS
; LEU, Genotyp: MATa, ura3-52, his3A1, leu2-3/112 MAL2-8c SUC2) vorgenommen. Auch in die-
sem Stamm wurde das trunkierte tHMG1 Gen Uberexprimiert. Zusatzlich wurde das Gen ARE2
(Acyl-CoA:sterol Acyltransferase) deletiert, um eine Esterifizierung der Sterole zu verhindern. Die-
ser Stamm CFB1010, diente als Ausgangsstamm fiir die Evaluation neuer Metabolic Engineering
Strategien (4.1.3).

4.1.2 Konstruktion eines Betulinsdureproduzenten

Lupeol ist eine wichtige Vorstufe von Betulinsdure, die nicht in Hefen gebildet wird. Zur Konstruk-
tion Lupeol-produzierender Hefestamme auf Basis von CEN.PK111-61A sowie CEN.PK2U wurde
dementsprechend zundchst das Gen der heterologe, monofunktionale Oxidosqualenzyklase
(OEW) aus Olea europaea eingebracht, die 2,3-Oxidosqualen zu Lupeol umsetzt. Dieses Gen wurde
ausgewahlt, um Lupeol moglichst ohne Nebenprodukte zu erhalten [12]. Des Weiteren wurden
die Hefestimme mit den Genen fiir die NADPH-Cytochrom P450 Reduktase LjCPR1 (Ursprung: Lo-
tus japonicus) und die Cytochrom P450 Monooxygenase CYP716A9 aus Vitis vinifera transformiert
(Tab. 2).

Nach der Transformation wurden die Hefestamme im Schiittelkolbenmalistab einer Wachstums-
und Produktanalyse unterzogen, wobei die Hauptkultur sechs Tage gefiihrt wurde. Erganzend zur
Squalen-Analyse wurde bei der Analyse der pentazyklischen Triterpene die Kulturbriihe mit 1 M
HCL und einem internen Standard (Stigmasterol) aufgeschlossen. Nach Derivatisierung mit N-Me-
thyl-N-(trimethylsilyl)trifluoroacetamid (MSTFA) sind die pentazyklischen Triterpene als TMS-De-
rivate Uber GC-MS analysierbar. Die Mengen an Squalen und pentazyklischen Triterpenen wurden
Uber entsprechende Kalibriergeraden bestimmt und auf das eingesetzte Kulturvolumen bezogen.
In Tabelle 2 sind fiir den Vergleich der Stamme die Ergebnisse der GC-MS Analytik zusammenge-
fasst.
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Die neu konstruierten Hefestamme, sowohl auf Basis von CEN.PK2U mit einer deregulierten HMG-
CoA-Reduktase als auch auf Basis von CEN.PK111-61A waren in der Lage, pentazyklische Triter-
pene zu produzieren. Durch die Aktivitdt des CPR- und CYP-Komplexes wurde Lupeol weiter zu
dem Triterpenoid-Alkohol Betulin als Vorstufe von Betulinsdure umgesetzt. Betulin wurde in bei-
den Stammen detektiert, Betulinsdure aber nur im transformierten Basisstamm CEN.PK2U.

Alle Produkte wurden anhand der Retentionszeit und Giber das Massenspektrum der Referenzsub-
stanzen identifiziert. Die Entstehung von Lupeol, Betulin und Betulinsdure spiegeln die Funktiona-
litat der ausgewahlten heterologen Gene wider.

Der Stamm CEN.PK2U pTT1-OEW pTT2-LjCPR1-A9, der eine groflere Menge der Vorstufe Squalen
bildete, produzierte im Vergleich zum CEN.PK111-61A pTT1-OEW pTT2-LjCPR1-A9 sowohl Betulin-
saure als auch groBere Mengen an Lupeol (+30%) und Betulin (+ 51%). Dies zeigt, dass die Dere-
gulation der HMG-CoA Reduktase einen positiven Einfluss auf die Produktion von Triterpenoiden
hat. Das Ziel, einen Betulinsdureproduzenten zu konstruieren, wurde somit erreicht. Jedoch waren
die erreichten Gehalte gering. Zudem weist die Akkumulation der Vorstufen Lupeol und Betulin
und vor allen Dingen Squalen weisen auf Limitierungen im heterologen Betulinsduresyntheseweg
hin.

Tabelle 2: Ubersicht der konstruierten Betulinsdureproduzenten sowie das Wachstum und die Triterpenoidproduktion.
Die Ausgangsstimme CEN.PK111-61A und CEN.PK2U wurden mit den Plasmiden pTT1-OEW sowie pTT2-LjCPR1-A9
transformiert. Die angegebenen Stimme wurden sechs Tage in WM8-Medium mit 50 g/L Glukose kultiviert und mittels
GC-MS analysiert. Die Daten sind mit Standardabweichung angegeben, CDW und Triterpenoidgehalte wurden im Dup-
likat bestimmt.

Stamm Hinter- Plasmide CDW [g/L] Squalen Lupeol Betulin  Betulin-
grund [mg/L] [mg/L] [mg/L] saure
[mg/L]
CEN.PK111- - pTT1-OEW, 10,7 0,7 91,4+11 63,1+95 4,6+0,7 -
61A pTT2-LjCPR1-
(Ausgangs- A9
stamm)
CEN.PK2U  tHMG1 pTT1-OEW, 12,9+0,02 7043+98 826+3,5 69+0,3 3,8+0,01
(Basis- pTT2-LjCPR1-
stamm) A9

4.1.3 Entwicklung eines Stammes mit erhohter 2,3-Oxidosqualen Verfiigbarkeit

Um Stamme mit erhohten intrazellularen 2,3-Oxidosqualenwerten zu konstruieren, wurden eine
block-, und eine push-Strategie entwickelt. Die block-Strategie zielte auf die Unterbrechung des
nativen Ergosterolsyntheseweges nach dem Intermediat 2,3-Oxidosqualen, um dessen Akkumu-
lation zu erwirken und somit einen erhéhten Fluss in den heterologen Betulinsauresyntheseweg
zu ermoglichen. Hierzu wurden zwei Strategien getestet, die die Lanosterolsynthaseaktivitat
durch gezielte Proteindegradation oder durch Kontrolle der Expression steuern. Fir diese Strate-
gien ist die Wahl geeigneter Promotoren sehr wichtig, weshalb zuerst mogliche induzierbare oder
wachstumsphasenabhangige Promotoren evaluiert wurden. AbschlieRend wurde ein aus der Lite-
ratur bekannter Betulinsduresyntheseweg zur Evaluation der Strategien in die Zellen eingebracht.
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4.1.3.1 Charakterisierung von geeigneten Promotoren

Zur Charakterisierung geeigneter Promotoren wurden diese zur Expression einer speziellen Form
des GFPs (Green Fluorescent Protein), das 3vGFP, genutzt, welches ein Fusionsprotein aus drei
unterschiedlichen GFPs, GFP(+); yeGFP und superfolder GFP (sfGFP), ist [13] und sich durch eine
verstarkte Fluoreszenz auszeichnet (Abb. 3).

In einem ersten Schritt zur kontrollierten Expression der Tobacco Etch Virus (TEV) Protease (siehe
4.1.3.2.1) wurde der durch Kupfer induzierbare CUP1 Promoter (Pcup:) genutzt. Die Stimme mit
dem getaggten Erg7p Protein und der TEV Protease unter Pcyp; Kontrolle waren in der Lage 2,3-
Oxidosqualen zu akkumulieren. Dies geschah jedoch auch ohne die Zugabe von Kupfer zum Me-
dium, was darauf schlieRen lasst, dass die Kontrolle durch Pcyp: nicht streng genug ist. Wie in Ab-
bildung 4 zu sehen ist, zeigt das Pcup1-3VGFP Konstrukt ohne die Zugabe von Kupfer eine signifikant
erhohte Fluoreszenz im Vergleich zur Wildtypkontrolle. In einer friheren Veroffentlichung tber
TIPI (TEV protease induced protein instability) wurde zur Expressionskontrolle der sehr streng re-
gulierte Promotor der Serin/Threonin Proteinkinase (IME2) verwendet, welche in der Aktivierung
der Meiose involviert ist [14]. Zur Verwendung der TEV Protease in diesem Projekt musste also
ein Promotor gewahlt werden, der die Genexpression sehr strikt kontrolliert und gut auf einen
externen Faktor zur Induktion anspricht, um einen effektiven Proteinabbau zu gewahrleisten.
Mogliche Promotoren sind Glukose regulierte Promotoren, wie Puxr7 (HXT7 kodiert fir einen hoch
affinen Glukosetransporter) oder Papxz (ADH2 kodiert die Glukose reprimierte Alkoholdehydro-
genase ll), welche beide wahrend des Wachstums in glukosereichem Medium, wie es in der ersten
exponentiellen Wachstumsphase der Fall ist, reprimiert sind. AuBerdem wurde ein Fusionspromo-
tor, der aus dem CUP1 Promotor und einem Teil des SPO13 (Meiotischer Regulator) Promotors
besteht, in Erwdgung gezogen. SPO13 ist durch zwei UME6 (Unscheduled Meiotic gene Expres-
sion) Bindestellen sehr stark reguliert [13]. Durch die Kombination des induzierbaren Kupferpro-
moters und des stark kontrollierten SPO13 wird erreicht, dass die basale Expression stark vermin-
dert wird, eine Induktion durch die Zugabe von Kupfer jedoch immer noch gewahrleistet ist (Abb.
4).
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Abbildung 4: Fluoreszenz des Wildtypstammes, des PCUP1-
Abbildung 3: Vergleich der Fluoreszenz von 3vGFP 3vGFP (CK24) und des PCUP1-SPO13-3vGFP Stammes (CK28),
und sfGFP mit der Autofluoreszenz eines Wild- gemessen nach Kultivierung in Medium mit (rot) und ohne
typstammes (S. cerevisiae CEN.PK) (blau) Kupfer.

Die oben genannten Promotoren und der native ERG7 Promotor wurden durch USER-Klonierung
[15] vor das 3vGFP in den integrativen EASY-Clone Vektor pCFB258 [15] geklont und danach stabil
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in das Genom des Ausgangsstammes CFB1010 an die Easyclone Integrationsstelle 3 auf Chromo-
som 10 (X-3) integriert. Die entstandenen Stamme (CK24, Pcyp1; CK25, Paprz; CK26, Puxr7; CK28,
pcup1-spoz3) wWurden im MikrotitermaRstab im Biolector (m2p labs, Baesweiler, Deutschland) kulti-
viert und Daten zur Biomassekonzentration und des GFP-Signals in Abstanden von 15 min aufge-
nommen (Abb. 5).

Die Stamme zeigten keine signifikanten Unterschiede bezliglich des Wachstums, der Verlauf des
GFP Signals war jedoch, wie erwartet, unterschiedlich. Fiir den Stamm CK25 (Paprz) war das Signal
zuerst sehr schwach, stieg dann leicht nach Ende der Glukosephase an und zeigte einen steilen
Anstieg zu Beginn der Ethanolphase. Das GFP Signal des Stammes CK26 (Puxr7) startete zu Anfang
auf einem leicht erhéhten Wert und blieb relativ konstant bis kurz vor Ende der Glukosephase, in
der es steil anstieg. Wahrend der zweiten Wachstumsphase schwachte sich der Anstieg wiederum
ab. Die Stamme CK24 und CK28 wurden unter vergleichbaren Bedingungen wie oben beschrieben
getestet, jedoch wurden hier Kultivierungen mit und ohne Kupfer verglichen. Dieser Vergleich
zeigte eine deutliche Erhéhung des GFP Signals in den Kultivierungen von CK24 in Kupfer enthal-
tendem Medium (Abb. 4). Fiir den Stamm CK28 konnte kein signifikanter Unterschied zwischen
den Kupferkonzentrationen festgestellt werden. Dies kénnte damit erklart werden, dass das Signal
zu schwach ist, um Uber das Hintergrundsignal des Mediums zu kommen. Um feinere Unter-
schiede zu detektieren, wurden Proben einer dhnlichen Kultivierung gewaschen und das GFP Sig-
nal in einem Miktrotiterplattenlesegerat quantifiziert (Abb. 4). Hier zeigte sich, dass das nicht in-
duzierte Signal (kein Kupfer im Medium) sehr nah an der Autofluoreszenz des Wildtypstammes
liegt, das durch Kupfer induzierte Signal jedoch deutlich erhoht ist.

Die Ergebnisse der Promotorcharakterisierung zeigen, dass beide glukoseabhingigen Systeme
(PapHz, Puxt7) ein sehr gutes Ansprechverhalten haben, der HXT7 Promotor jedoch eine erhéhte
basale Aktivitat hat, welche bereits zu vermehrter TEV Proteaseexpression flihren konnte. Die Er-
gebnisse zur Charakterisierung des CUP1 Promotors zeigen, dass dieser eine zu starke Basalaktivi-
tat zeigt und deshalb fiir die Degronstrategie nicht zu empfehlen ist (siehe 4.1.3.2.1). Der Fusions-
promotor CUP1-SP0O13 zeigte ein vielversprechendes Aktivitatsverhalten, mit sehr schwacher Ba-
salaktivitat und guter Induzierbarkeit.
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Abbildung 5: Verlauf des GFP Signals (520nm, leere Symbole) und der Biomasse (backscatter, gefillte Symbole) der
Stamme CK25 (PADH2-3vGFP, Quadrate), CK26 (PHXT7-3vGFP, Dreiecke) und CK27 (PERG7-3vGFP, Kreise) wahrend Kul-
tivierung in Delft Medium mit 2% Glukose im Biolektor bei 30°C und 1000 U/min
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4.1.3.2 Blockstrategie
Zur Reduktion der Lanosterolaktivitdt und somit dem AbflieBen der Betulinsdure-Vorstufe 2,3-
Oxidosqualen in den Ergosterolsyntheseweg wurden zwei Strategien getestet die die La-
nosterolaktivitat durch gezielte Proteindegradation (4.1.3.2.1) oder durch Kontrolle der Expres-
sion (4.1.3.2.2) steuern.

4.1.3.2.1 Degronstrategie

Die Degronstrategie wirkt direkt auf der Proteinebene. Dies wird dadurch erzielt, dass das Zielpro-
tein mit einer Degronkassette (Abb. 4) getagged wird. Zusatzlich wird die Tabacco Etch Virus (TEV)
Protease unter Kontrolle eines induzierbaren Promotors exprimiert.

Die Degronkassette enthélt eine interne TEV Proteaseschnittstelle und dormante unstrukturierte
Degronelemente. Im nicht induzierten Zustand ist das Zielenzym funktionell und in den natdrli-
chen Konzentrationen innerhalb der Zelle vorhanden. Eine Induktion der TEV Proteaseexpression
fiihrt zur gezielten Proteolyse und damit zur Enthiillung der Degronelemente, was einen raschen
Abbau des Proteins bewirkt. Mit dieser Strategie soll ein schneller Wechsel von der Phase zur Bi-
omasseproduktion zur Produktionsphase der Triterpene (wahrend der Ethanolphase oder in ei-
nem Ethanol Zulaufverfahren) gewéhrleistet werden.

Die Degronkassette wurde hinter dem ERG7 Gen in den Stamm CFB1010 kloniert, was zum Stamm
CFB2105 fiihrte. Des Weiteren wurden die oben getesteten Promotoren vor das Gen der TEV Pro-
tease in den integrativen USER Vektor pCFB258 kloniert. Diese Konstrukte wurden in CFB2105
kloniert. Die entstanden Stamme CK11 (Pcup1), CK41 (Paprz), CK42(Prxr7) und CK43 (Pcupi-sro13) WUr-
den anschlieRend in Minimalmedium kultiviert. Zuerst wurde die Induktion der TEV Proease Ex-
pression durch den nativen CUP1 Promoters getestet, indem der Stamm CK11 in Minimalmedium
mit Kupferkonzentrationen von 0; 0,3; 0,6 und 1,2 mM kultiviert wurde. Wie schon von den Er-
gebnissen der 3vGFP Versuche zu vermuten war, scheint die TEV Protease auch in nicht induzier-
tem Zustand (0 mM) sehr aktiv zu sein, so dass 2,3-Oxidosqualen in allen getesteten Konzentrati-
onen akkumuliert (Abb. 7).
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Abbildung 6: Schematische Darstellung der Degronkassette (A) und der Funktion der Degronstrategie (B) (nach [16])

Zudem gab es unter den getesteten Transformanten eine breite Streuung. CK11 und Simo1578
(gleiche Modifikationen wie CK11) sind durchschnittlich gut bezlglich 2,3-Oxidosqualenakkumu-
lation (Abb. 8) wahrend in Kultivierungen des Stammes Simo1575 eine mehr als die doppelte 2,3-
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Oxidosqualen Akkumulation zu verzeichnen war. Die 2,3-Oxidosqualenkonzentration in den bei-
den Stamme CK41 und CK42 wurde jeweils gegen Ende der Glukosephase und am Ende der Etha-
nolphase bestimmt. Hier zeigte sich, dass 2,3-Oxidosqualen in beiden Stdmmen auch schon am
Ende der Glukosephase akkumuliert. Das lasst darauf schlieBen, dass auch diese Promotoren die
Expression der TEV Protease nicht strikt genug kontrollieren. Der Stamm CK43 wurde auch in Mi-
nimalmedium evaluiert; jedoch wurden hier Kupferkonzentrationen von 0; 15 und 150 uM getes-
tet. Die Messung des 2,3-Oxidosqualens ergab jedoch, dass der Stamm in keiner der untersuchten
Konzentrationen 2,3-Oxidosqualen akkumulierte. Zusammengefasst ist zu sagen, dass der Ge-
brauch der Degronstrategie fiir Metabolic Engineering Ansatze sehr von der Wahl der Promotoren
abhangig ist. Es ist dulRerst schwierig hier den richtigen Promotor zu finden, der den Anforderun-
gen bezliglich Stringenz und Induzierbarkeit gentigt.
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Abbildung 7: 2,3-Oxidosqualen Konzentration in Kultu- Abbildung 8: 2,3-Oxidosqualen Konzentrationen von
ren von CK11 (Pcyp1) mit unterschiedlichen Kupferkon-  CK11, Simo1575 und Simo1578 im Vergleich zum Wild-
zentrationen. typstamm S. cerevisiae CEN.PK113-7D

4.1.3.2.2 Direkte Transkriptionskontrolle

Neben dem gezielten Proteinabbau wurde auch die Moglichkeit der Transkriptionskontrolle von
ERG7 getestet. Hierzu wurde mit Hilfe des CrispR/Cas9 Systems der native ERG7 Promotor gegen
den HXT1 Promotor ausgetauscht, der eine geringe Affinitdt zu Glukose hat. Dieser Promoter
wurde schon in vorherigen Studien zur Umlenkung des Metabolismus in einen heterologen Stoff-
wechselweg genutzt [17]. In einer ersten Evaluierung des entstandenen Stammes CK51 zeigte die-
ser jedoch nur Wachstum wahrend der Glukosephase, in welcher der HXT1 Promotor eine ausrei-
chende Expression der Lanosterolsynthase gewahrleistet. Wenn dann aber die Glukosekonzent-
ration gegen Ende der Glukosephase zu gering wird, scheint Puxr: die Expression so stark zu regu-
lieren, dass die Zellen nicht mehr wachsen kénnen.

4.1.3.3 Push Strategie

Die genetischen Modifikationen im Ausgangsstamm CFB1010 resultierten in Akkumulation von
Squalen. Um dieses Intermediat verstarkt zu 2,3-Oxidosqualen umzusetzen, wurde das Gen der
Squalenepoxidase (ERG1) Uberexprimiert (push Strategie). Hierzu wurde der konstitutive TDH3
Promotor vor das native ERG1 Gen in den EasyClone Vector pCFB258 kloniert und in den Stamm
CFB1010 transformiert. Zusatzlich wurde der Betulinsduresyntheseweg durch Expression der he-
terologen Gene AtLUP1 (Oxidosqualenzyklase) und CYP716AL1 (P450 Monooxygenase, s. auch Ab-
schnitt 4.2) mit Hilfe eines einfach integrativen Vektors (pCFB255, Chromosom 10, USER site 2)
und mit Hilfe des multicopy integrativen Vektors pCFB322 (TY Integration) in den Stamm einge-
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bracht. Nach erstem Screening der Transformanten zeigte sich, dass das Spektrum an Betulinsau-
rekonzentrationen sehr stark streut, was auf eine unterschiedliche Anzahl an Integrationsevents
und damit variierender Gendosis zurtickzufiihren ist. Der beste Transformant erreichte eine Betu-
linsdurekonzentration von 30 mg/L.

4.2 Variation der heterologen Gene

Die Ergebnisse der vorangegangen Abschnitt zeigen, dass S. cerevisiae nach Transformation mit
den notwendigen Genen in der Lage ist, Betulinsdure zu produzieren. Mit einer umfangreichen
Untersuchung verschiedener Kombinationen von Genen fiir Oxidosqualenzyklase, NADPH-Cy-
tochrom P450 Reduktase und Cytochrom P450 Monooxygenase wurde eine verbesserte Enzym-
kombination zur Steigerung der Ausbeuten der Triterpenoide Lupeol, Betulin und Betulinsaure
identifiziert. Daflr wurden die in Tabelle 3 aufgefiihrten Gene in die Plasmide pTT1 und pTT2 klo-
niert und damit die Stamme CEN.PK111-61A und CEN.PK2U transformiert.

Tabelle 3: Ubersicht der getesteten Gene fiir die Synthese von Betulinsdure. Die Gene kodieren fiir Oxidosqualenzyklase
(0SC), NADPH-Cytochrom P450 Reduktase (CPR) und Cytochrom P450 Monooxygenase (CYP).

Genname Ursprungsorganismus Referenz

0SC Otw Olea europaea (Olivenbaum) [12]

GuLUP1 Glycyrrhiza uralensis (StiRholz) [7]
CPR LjCPR1 Lotus japonicus (Hornklee) [18]

ATR1 Arabidopsis thaliana (Acker-Schmalwand) [19]

CrCPR Catharanthus roseus (Hundsgiftgewdachse) [20]

MTR_39g100160 Medicago truncatula (Schneckenklee) [21]

NCP1 (CPR1) Saccharomyces cerevisiae (Hefe) [22]
CYP CYP716A15 Vitis vinifera (Weinrebe) [7]

CYP716A17 Vitis vinifera (Weinrebe) [7]

CYP716A12 Medicago truncatula (Schneckenklee) [7]

CYP716AL1 Catharanthus roseus (Hundsgiftgewéachse) [23]

CYP716A9 Populus trichocarpa (Pappel) [24]

CYP716B2 Glycine max (Sojabohne) BioProject: PRINA48389

CYP716A41 Bupleurum chinense (Chin. Hasenohr) [25]

CYP716B1 Cucumis sativus (Gurke) BioProject: PRINA182750

4.2.1 Optimierung der Betulinsduresynthese durch Kombination geeigneter Oxidosqualen-
zyklase und P450 Monooxygenase Gene
In einem ersten Schritt wurden die Oxidosqualenzyklase-Gene OEW und GuLUP1 in dem Aus-

gangsstamm CEN.PK111-61A sowie im squalenanreichernden Stamm CEN.PK2U hinsichtlich
Wachstum und Lupeol-Produktivitat untersucht und miteinander verglichen. Nach Kultivierung im
SchittelkolbenmaRstab fiir 48 h, 72 h und 93 h in WM8-Medium mit 5% Glukose, wurde die Aus-
beute an Lupeol mittels der etablierten GC-MS Analytik quantifiziert.

Zusammengefasst ldsst sich aus den Ergebnissen (Tab 4) erkennen, dass CEN.PK2U transformiert
mit OEW ein deutlich besseres Wachstum und eine héhere Lupeol-Produktivitat als CEN.PK2U
transformiert mit GuLUP1 aufweist. Ersterer produziert im Vergleich zum Ausgangsstamm
CEN.PK111-61A transformiert mit OEW deutlich mehr Lupeol und zwar sind die Lupeolausbeuten
nach 72 h um 42% und nach 93 h um 56% hdher. Daher wurde die Oxidosqualenzyklase OEW auf
dem Plasmid pTT1-OEW und der Stamm CEN.PK2U fiir die Untersuchung weiterer Kombinationen
von CRP/CYP Genen ausgewdhlt.
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Tabelle 4: Wachstum und Lupeolgehalte der Stamme CEN.PK111-61A und CEN.PK2U transformiert mit pTT1-GuLUP1
bzw. pTT1-OEW nach 48 h, 72 h und 93 h-stiindigen Kultivierung in WM8-Medium mit 50 g/L Glucose. Die Daten beru-
hen bei der Biotrockensubstanz (CDW) auf einer Dreifachbestimmung und die Lupeolgehalte auf einer Doppelbestim-
mung mit einer Standardabweichung von unter 10%.

CDW [g/L] Lupeol [mg/L]

Stamm Plasmid 48 h 72 h 93 h 48 h 72 h 93 h
CEN.PK111-61A ZE:EP ] 5,9 9,6 10,9 44,3 79,5 90,3
CEN.PK111-61A ?)?vlv- 5,5 9,5 10,6 38,6 83,2 88,4
CEN.PK2U ZETLZ'P ; 3,7 5,3 7,5 54,4 67,5 81,9
CEN.PK2U g?vi/- 106 118 11,9 92,0 129,9 1258

Der Stamm CEN.PK2U pTT1-OEW wurde im Weiteren mit den Genen fiir die CPR und CYP—Enzyme
auf einem pTT2-Plasmid transformiert und einer Wachstums- und Produktanalyse fiir pentazykli-
sche Triterpenoide im SchittelkolbenmaRstab unterzogen. Es wurden dabei die verschiedenen
CYP-Gene (Tab. 3) mit dem CPR-Gen LjCPR1 kombiniert und die Triterpenoidbildung der He-
festdmme miteinander verglichen (Abb. 9).

Die Ergebnisse machen deutlich, dass die Produktion der Betulinsdure deutlich von der Wahl des
Gens fiir das CYP-Enzym abhangig ist. Dies gilt sowohl hinsichtlich der volumetrischen Ausbeute
als auch im Verhaltnis der pentazyklischen Triterpene untereinander. Fir die weiteren Optimie-
rungen wurden die Gene OEW und CYP-A15, A17 und A9 verwendet und mit unterschiedlichen
CPR-Genen (Tab. 3) kombiniert.

120
o B Betulinsaure
100 OBetulin
@ Lupeol
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Ko* Al12 ALl A15 A17 A9 B1 A4l B2
B Betulinsaure 0 0 0 3.8 4.5 3.8 0 0 0
OBetulin 0 10.8 0 43.2 15.4 6.9 0 0.9 0
@ Lupeol 89.1 76.4 76.9 65.1 72.2 82.2 47.9 65.1 81.0

Abbildung 9: Ergebnisse der GC-MS Analytik. Gehalte der Triterpenoide/Kulturvolumen [mg/L] der Hefestimme
CEN.PK2U pTT1-OEW mit dem CPR-Gen LjCPR1 und den verschiedenen CYP-Genen nach Kultivierung in WM8-Medium
fur sechs Tage. Die CYP-Gene sind als Abklrzung angegeben (z.B. A12 entspricht CYP716A12). Die Daten beruhen auf
Doppelbestimmungen. Ko* - ohne LjCPR1 und CYP-Gen.
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4.2.2 Optimierung der Betulinsduresynthese durch Wahl der NADPH-Cytochrom P450 Re-
duktase (CPR) in Kombination mit ausgewdhlten CYP-Genen

Nachdem das Oxidosqualenzyklase-Gen OEW und die CYP-Gene A15, A17 und A9 als vielverspre-
chende Gene fiir die Produktion von Betulinsaure identifiziert wurden, galt es nun, eine passende
NADPH-Cytochrom P450 Reduktase (CPR) auszuwahlen, um eine bestmdgliche Interaktion zwi-
schen CYP und CPR gewabhrleisten zu konnen. Die CYP-Aktivitat ist u.a. an die Interaktion mit der
dazugehorigen CPR gekoppelt und spielt daher fir die funktionelle heterologe Expression in Hefe
eine essentielle Rolle.

Fiir die Stammkonstruktion wurde die Lupeol-produzierende Hefe CEN.PK2U pTT1-OEW mit ei-
nem der CYP-Gene A15, A17 bzw. A9 und mit einem der CPR-Gene ATR1, NCP1, CrCPR bzw. MTR
transformiert. Nach Kultivierung im Schittelkolbenmalstab fir 72 h in WM8-Medium, wurden
die Stamme auf die Parameter Wachstum und Triterpenoidproduktion untersucht (Abb. 10). Die
Triterpenoide wurden mittels der etablierten GC-MS Analytik (s. Abschnitt 4.1.2) identifiziert und
guantifiziert.

Die erzeugten Stamme unterschieden sich im Gesamttiter der pentazyklischen Triterpene von 90
mg/L und 230 mg/L deutlich. Durch unterschiedliches Wachstum ist dieser Unterschied nicht zu
erklaren (CDW von 13-15 g/L). Alle Stamme wiesen Lupeol Anreichung auf. In zwei Stammen, wel-
che das CYP-Gen A15 in Kombination mit einer der CPR-Gene CrCPR bzw. MTR exprimierten, war
zusatzlich eine deutliche Betulinanreicherung von bis zu 100 mg/L zu beobachten. Zudem wurden
die direkte Betulinsaure-Vorstufe Betulinaldehyd als auch Betulinsaure selbst in hheren Mengen
von bis zu 30 mg/L gemessen. Des Weiteren zeigten die Kombinationen aus dem CYP-Gen A17
und einem der CPR-Gene CrCPR bzw. MTR ebenfalls erhohte Mengen von je bis zu 25 mg/L fir die
Triterpenoide Betulinaldehyd und Betulinsaure.

Nur in einem der sechs untersuchten Stamme, welche das CPR-Gen ATR bzw. NCP1 exprimierten,
wurde sowohl die direkte Vorstufe Betulinaldehyd als auch Betulinsdure detektiert (Expression
von OEW, ATR und A17). In vier dieser Stammen, welche die CYP-Gene A15 bzw. A17 in Kombina-
tion mit einer der CPR-Gene exprimierten, konnte die Vorstufe Betulin nachgewiesen werden.
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Abbildung 10: Triterpenoidproduktion der Hefestdmme CEN.PK2U pTT1-OEW kombiniert mit einem der CPR-Gene ATR,

NCP1, CrCPR oder MTR und mit einem der CYP-Gene A15, A17 oder A9. Die Stamme wurden 72 h in WM8-Medium mit
5% Glukose kultiviert und mittels GC-MS analysiert. Die Daten beruhen auf dem Mittelwert von 2 untersuchten Klonen.
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Zusammengefasst kann festgestellt werden, dass bei finf von zwo6lf CPR-CYP-Kombinationen Be-
tulinsdure detektiert werden konnte. Die drei untersuchten CYP-Enzyme (A15, A17 und A9) jedoch
in der Lage sind, das Substrat Lupeol am C-28 zu oxidieren. In deutlichen Mengen von sogar bis zu
30 mg/L wird sie in zwei Stammen produziert (Expression von MTR-A15 und MTR-A17). Die Ergeb-
nisse zeigen, wie Komplex das CPR/CYP-System ist, da nur die optimale Interaktion zwischen bei-
den Enzymen zur gewtiinschten Produktbildung in relevanten Mengen fihrt.

Verglichen mit den Ergebnissen aus dem vorangegangenen Abschnitt (Abb. 9), fiihren die neu un-
tersuchten CPR-CYP-Genkombinationen zu einer deutlich effizienteren Oxidation von Lupeol zur
Betulinsdure, wobei dies insbesondere auf das verwendete CPR-Gen MTR in Kombination mit den
zuvor untersuchten CYP-Genen A15 und Al7 zuriickzufuhren ist.

In Abbildung 11 ist der relevante Ausschnitt eines Total lon Chromatogramms (TIC) einer Ter-
penoid-Analyse am Beispiel des Stammes CEN.PK2U pTT1-OEW pTT2-MTR-A15 dargestellt. Die
extrahierten Triterpenoide wurden mit MSTFA derivatisiert und konnten als Trimethylsilan (TMS)-
Derivate Uber GC-MS analysiert werden (blau). Die derivatisierten Standardsubstanzen (Er-
gosterol-TMS, Stigmasterol-TMS, Lupeol-TMS, Betulin-TMS, Betulinaldehyd und Betulinsdure-
TMS) sind im Chromatogramm schwarz dargestellt. Als interner Standard diente das Pflan-
zensterol Stigmasterol-TMS.
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Abbildung 11: Ausschnitt eines Total lon Chromatogamms (TIC) einer Terpenoid-Analytik. Extrakt aus Kulturbrihe
CEN.PK2U pTT1-OEW pTT2-MTR-A15 (blau). Standardsubstanzen in Chloroform geldst (schwarz). TMS: Trimethylsilyl-
Derivate.

Der Stamm CEN.PK2U pTT1-OEW pTT2-MTR-A15 scheint Potential fir einen biotechnologischen
Prozess zur Produktion von Betulinsdure zu haben. Die in diesem Stamm vorgenommen Modifi-
kationen flhren zu besseren Wachstum gegentiber dem Ausgangsstamm CEN.PK111-61A sowie
dem Basisstamm CEN.PK2U. Aufgrund der ausgewahlten Gene OEW, MTR und CYP-A15 zeigte er
eine volumetrische Ausbeute an pentazyklischen Triterpenen im Schittelkolben von 230 mg/L
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(Betulinsdure bis zu 30 mg/L) bei einer spezifischen Ausbeute von etwa 16 mg/g (Betulinsdure 2
mg/g).

4.3 Evolutionsgefiihrte Zellfabrikentwicklung

Um eine mogliche negative Auswirkung der Intermediate und finalen Produkte des Betulinsdu-
restoffwechselweges auf das Zellwachstum zu untersuchen, wurde der Wildtypstamm CEN.PK
113-7D in Minimalmedium, welches mit unterschiedlichen Konzentrationen (von 0,0313 g/L bis
0,5 g/L) an Betulinsdure, Ursolsdure, Oleanolsdure, B-Amyrin oder Lupeol angereichert wurde,
kultiviert. Da die Loslichkeit der oben genannten Stoffe in wassriger Losung sehr niedrig ist, wur-
den Stammldsungen in 96% Ethanol angesetzt. In einer Negativkontrolle wurden die Zellen in Ge-
genwart einer entsprechenden Menge Ethanol kultiviert. Es konnte in keiner der Kultivierungen
ein signifikant negativer Effekt gefunden werden, was zur Schlussfolgerung fiihrte, dass die Inter-
mediate des Betulinsaurestoffwechselweges entgegen unserer ersten Annahme das Wachstum
nicht beeinflussen und somit eine Evolution der Stdmme nicht n6tig war.

4.4 Identifikation von Lupeol- und beta-Amyrintransportern

Anfanglich wurden drei unterschiedliche Strategien fiir den Export oder das Trapping der finalen
Produkte entwickelt. Diese Strategien wurden unter dem Begriff Pulling Strategien zusammenge-
fasst, da sie alle direkt auf das Entfernen der Produkte abzielen und dadurch mégliche Produktin-
hibierung verhindern. Zudem kénnten durch einen direkten Export der Produkte aus der Zelle die
Kosten fiir die Produktaufreinigung gesenkt werden.

Die drei Pulling Strategien umfassten:

1. Identifizierung und Expression von Triterpentransportern
2. Expression von Glykosyltransferasen
3. Binden der Triterpene in Lipidtropfchen

Der Fokus wurde auf die Identifizierung von moglichen Triterpentransportern gelegt. Hierzu
wurde eine Kollaboration mit Dr. Hussam Nour Eldin (Kopenhagener Universitat, Danemark) ge-
startet. Seine Gruppe hat eine Methode etabliert, in welcher Froscheizellen die mRNA potentieller
Transporter injiziert wird. Die Eizellen translatieren die injizierte Information in funktionale Trans-
porter und lokalisieren diese in die Plasmamembran. Die Oozyten werden dann auf die Transport-
fahigkeit hin untersucht, indem sie in Nahrlosung kultiviert werden, die unter anderem auch das
zu untersuchende Molekil enthdlt. Im Anschluss an diese Inkubation wird die intrazelluldare Kon-
zentration des zu untersuchenden Molekils bestimmt. Diese Methode wurde erfolgreich zur Iden-
tifizierung von Transportern fir den Import von hydrophilen Molekilen (4-Methylthiobutyrylglu-
kosinulat (4 MTB)) eingesetzt. Um in der Lage zu sein Triterpenexporter zu identifizieren, musste
der Assay zunachst fiir hydrophobe Molekiile adaptiert werden. Da Triterpene recht gut in Ethanol
I6slich sind, wurden die Oozyten zunachst auf die Auswirkung der direkten Injektion verschiedener
Ethanolverdiinnungen auf Vitalitdt und Fahigkeit zur Expression von Transporter getestet. Hier
diente die Injektion von mRNA eines bekannten Glukosinulattransporters als Kontrolle. Die Injek-
tion von 96%iger und 50%iger Ethanollésungen fiihrte zum Absterben der Zellen, was durch die
Detektion von Glukosinulat in Zellen ohne injizierter Transporter mRNA zu erkennen war. Nach
der Injektion von 25%iger Ethanollosung zeigte sich kein negativer Effekt auf die Vitalitdt. Des
Weiteren waren die intrazellularen 4 MTB-Konzentrationen der Ethanoltests mit der Wasserkon-
trolle vergleichbar. Diese Ergebnisse wurden in einem zweiten Test verifiziert, in dem gezeigt
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wurde, dass die Injektion von 25%iger Ethanollésung ohne mRNA die Membranstabilitat nicht
kompromittiert (kein 4 MTB intrazellular detektierbar) (Abb. 12). Die intrazelluldren 4 MTB Kon-
zentrationen der Proben mit 25%iger Ethanol und 1,33-fach verdiinnter mRNA, Wasser mit 1,33-
fach verdiinnter mRNA und unverdiinnter mRNA waren vergleichbar, was nochmals bestatigt,
dass die Injektion einer 25%igen Ethanollésung den Assay nicht negativ beeinflusst. Zuletzt wurde
zudem getestet, ob Oleanolsaure der Expression des Glukosinulattransporters schadet. Hier war
zu erkennen, dass die Intrazellulare 4 MTB Konzentration ungefahr der Halfte des Wertes der Pro-
ben ohne Oleanolsdure entsprach. Dies zeigt, dass Oleanolsdure einen negativen Effekt auf die
Expression hat, die Transporteraktivitat fir eine qualitative Evaluation jedoch ausreichend ist.
Ausstehend zur finalen Nutzung des angepassten Assays ist die Entwicklung eines geeigneten Ana-
lyseprotokolls zur Detektion der duBerst geringen Mengen der intrazellularen Triterpene.

Der Kopenhagener Universitat steht eine Genbank mit ca. 800 potentiellen Arabidopsis thaliana
Transportern mit 2 oder mehr Transmembrandomanen zur Verfiigung. Von diesen 800 Sequenzen
besitzen ca. 300 10-14 Transmembrandomanen. Da die Hefe mit den nativen ABC Transportern
schon einen Reihe an entgiftenden Transportern besitzt, sollte die Aktivitat dieser auch mit Hilfe
des Eizellenassays evaluiert werden. Hierzu wurden die Sequenzen von Ausl (vermutete
Steroltransport Funktion), Pdr5 (Multidrug Efflux pump) und Pdr15 (cell detoxification during ge-
neral stress) erfolgreich in das Plasmid pNB1u [26] mittels USER Cloning kloniert. Diese Plasmide
werden als Template genutzt, um mRNA des zu untersuchenden Transporters herzustellen.

Die Ergebnisse zeigen, dass es prinzipiell moglich ist den Xenopus Assay auch fir die Charakteri-
sierung von Transportern fiir die Sekretion hydrophober Molekiile einzusetzen. Innerhalb des Pro-
jektzeitraumes war jedoch eine Charakterisierung von Triterpen-Transportern nicht mehr mog-

lich.
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Abbildung 12: Intrazellulare Glukosinulat Peak Flachen der Giber LC-MS analysierten unterschiedlich behandelten Eizel-
len (blau) und Proben der Nahrlésung (rot).
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4.5 Fermentationsoptimierung der Triterpenproduktion

Fiir die Fermentation von S. cerevisiae existieren etablierte Protokolle, die allerdings zum grof3en
Teil darauf abzielen, Ethanol herzustellen. Fir die Produktion von zyklischen Triterpenen sind an-
dere Kultivierungsbedingungen und —strategien entscheidend. In diesem Projekt wurden existie-
rende Protokolle adaptiert und fiir die Terpenproduktivitat optimiert. Neben den Fermentations-
parametern wie Temperatur, pH-Wert und Sauerstoffeintrag wurden hauptsachlich Medienbe-
standteile, C-Quellen und Feed-Strategien fiir eine Zulauffermentation (Fed-Batch) betrachtet.
Einfache Batch-Kultivierungen, wurden gréBtenteils in Schiittelkolben oder im Multititer-Platten-
format mit dem Growth Profiler (Enzyscreen, Harlem Niederlande) durchgefiihrt. Fir kontrollierte
Batch-Fermentationen mit Volumina bis 150 mL wurden Bioreaktoren vom Typ DASbox (DasGIP
Eppendorf, Jilich Deutschland) verwendet. GroRRere Volumina (0,5-2 L), die wurden in Bioreakto-
ren vom Typ Bioflow 115 (New Brunswick, Eppendorf, Deutschland) durchgefihrt. Alle Batch und
Fed-Batch Kulturen wurden mit einer vorangegangen Vorkultur angeimpft. Uber die Fermentati-
onszeit wurden regelmaRig Proben gezogen, die bezilglich des Terpengehalts, der Biotrocken-
masse (CDW) und der verbrauchten Substrate untersucht wurden. Die Quantifizierung der Triter-
pene erfolgte mittels Reversed-Phase-HPLC und einem Acetonitril-Wasser-Gradienten in Verbin-
dung mit einem Charged Aerosol Detektor (CAD). Die Optimierung der Fermentationsparameter
wurde kontinuierlich fiir die Stamme, die im Laufe des Projektes konstruiert wurden durchgefiihrt.

Tabelle 5: Einfluss der verwendeten Medien WM8 und Verduyn auf den spezifischen Triterpengehalt des Squaleniiber-
produzierers S. cerevisiae CEN.PK tHMG1 und des Betulinsdureproduzenten S. cerevisiae CEN.PK BA4. Daten aus Batch-
kultivierungen bei 30°C und 50 g/L Glukose. Mit + gekennzeichnete Medien enthielten erhéhte Vitamin-und Spurenele-
mentkonzentrationen.

Stamm Medium SQ-Gehalt% 22::;;/; Betulinsdure-
[gsa/gcow] Gehalt% (g/gcow]
(8/8cow]
tHMG1 Verduyn 0,10 - R
tHMG1 WMS8 5,95 - .
tHMG1 Verduyn+ 2,10 - )
BA4 WM8 0,56 0,24 0,04
BA4 Verduyn+ 0,25 0,29 0,05
BA4 WM8+ 0,50 0,33 0,08

Durch Variation der Medienbestandteile konnte gezeigt werden, dass sich die Medienkomposition
wesentlich auf die finalen Produktkonzentrationen auswirkt. Als Minimalmedien kamen das Stan-
dard-Backerhefe-Medium von Verduyn et al. [27] und das WM8-Medium zum Einsatz [28]. Der
Unterschied findet sich in den Vitaminkonzentrationen, die im Verduyn-Medium etwa 10-fach ge-
ringer konzentriert vorliegen als im WM8-Medium, sowie die erhéhte Konzentration der Spuren-
elemente im Verduyn-Medium (ca. 3-5-fach hoher). Fiir den Squaleniiberproduzierer S. cerevisiae
CEN.PK 113-1A tHMG1 are2A (CEN.PK tHMG1) konnte so ein 20-fach héherer spezifischer Squal-
engehalt mit dem modifiziertem Verduyn-Medium (Verduyn+) erzielt werden (Tab. 5). Selbiges
war bei allen Betulinsdure-Produzenten zu beobachten. Hier konnte durch den kombinierten Ein-
satz der erhéhten Vitamin und Spurenelementkonzentration im WM8-Medium (WM8+) der spe-
zifische Produktgehalt weiter gesteigert werden. In einer detaillierteren Untersuchung zeigt sich,
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dass vor allem das in der Vitaminlésung enthaltene Pantothenat (Vitamin Bs) einen positiven Ef-
fekt auf die Produktakkumulation hat. Pantothenat dient als Vorstufe fir das Coezym A [29], Teil
des Acetyl-CoA, und hat somit Einfluss auf die Bereitstellung der Metabolite des Mevalonatwegs.

Neben dem Einfluss des eingesetzten Mediums konnte gezeigt werden, dass die C-Quelle von ent-
scheidender Bedeutung ist. Der verwendete CEN.PK Stamm zeigt das Wachstumsverhalten einer
typischen Crabtree-positiven Hefe. Auffallend war, dass der spezifische Terpengehalt wahrend des
Wachstums auf Glukose leicht abnahm und erst nach vollstandigem Verbrauch der Glukose und
anschlieBendem Wachstum auf Ethanol anstieg. Der Verlauf des spezifischen Terpengehalts deu-
tet daraufhin, dass die gebildeten Triterpene in der Zelle erst akkumulieren, wenn Ethanol ver-
stoffwechselt wird (Abb. 13A). Dies zeigt sich besonders deutlich am spezifischen Squalengehalt
des Squalenproduzenten CEN.PK tHMG1 (Abb. 13A) Gber die Zeit. Beim Betulinsdure-Produzenten
S. cerevisiae CEN.PK 102-5B tHMG1 are2A AtATR2 ERG1 AtLUP1 - CYP716Al1 (BA4) (Abb. 13B) ist
der spezifische Betulinsdure Gehalt Uber die gesamte Kultivierzeit konstant bei 0,12 % g/gcow,
wahrend der spezifische Betulingehalt wihrend der Ethanolphase auf 0,67 % g/gcow ansteigt. Fur
die Produktion von Triterpenen lber den Mevalonatweg ist die Anwesenheit von Ethanol aus-
schlaggebend. Diese Annahme konnte in glukose-limitierten Fed-Batch (Daten nicht gezeigt) und
kontinuierlichen (Chemostat) Fermentationen (siehe Abschnitt 4.6) bestatigt werden. Sobald die
Glukose limitiert vorlag, sank der spezifische Squalengehalt. Erst bei Verwendung eines Cofeeds
von Glukose und Ethanol akkumulierten die Zellen Squalen (siehe Abb. 16). Aufgrund des positiven
Einflusses des Ethanols, wurde es als C-Quelle fiir den Feed in den Fed-Batch Fermentationen ver-

wendet.
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Abbildung 13: Verlauf von Glukose, Ethanol, Biotrockenmasse (CDW) und spezifische Triterpenkonzentration wahrend
einer Schittelkolbenkultivierung des Squaleniiberproduzenten S. cerevisiae CEN.PK thmg1 (A) und des Betulinsdurepro-
duzenten S. cerevisiae BA4 (B). SQ=Squalen, B=Betulin, BS=Betulinsaure

Durch eine kontrollierte Fermentation im Bioreaktor wurden die Prozessparameter pH, Tempera-
tur, gelost Sauerstoff (DO) und Sauerstoff-Eintrag auf eine maximale Triterpenproduktivitat aus-
gelegt. Hauptséachlich wurde das modifizierte WM8-Medium (WM8+) verwendet, durch welches
sich eine im Vergleich zum Verduyn-Medium hohe Produktivitdt erzielen lasst. Als optimaler pH
Wert wurde pH 6 bestimmt, bei welchem nicht nur die maximalen spezifischen und volumetri-
schen Triterpenkonzentrationen erreicht wurden, sondern auch die Batch-Fermentationszeit im
Vergleich zum ungeregelten Batch deutlich verkirzt wurden konnte. Die optimale Temperatur flr
alle untersuchten CEN.PK-Stamme liegt bei 30°C. Unterschiedliche Gel6stsauerstoffwerte (DO,
dissolved oxygen) wahrend der Fermentation mit dem Betulinsdureproduzenten CEN.PK BA4 (ein-
gestellt Uber eine DO-Kaskade) haben gezeigt, dass bei Werten 2 80% die spezifischen Triterpen-
gehalte sinken, vermutlich durch Scherkrafte durch das starke Riihren.
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Abbildung 14: (A) Ablagerungen im Bioreaktor wahrend einer Fermentation mit S. cerevisiae BA4. (B) Mikroskopische
Aufnahme von Agglomeraten nach einer Fermentation mit S. cerevisiae BA4

Es wurde beobachtet, dass sich vor allem wahrend der Fermentation mit CEN.PK BA4 durch eine
im Laufe der Fermentation einsetzende Schaumbildung an den inneren Fermentereinbauten und
des Fermenterrandes zunehmend eine Schicht aus gelblich-griinen, viskosen Agglomeraten und
Partikeln ausbildete (Abb. 14). Die genaue Zusammensetzung konnte nicht geklart werden, aber
es wurden Betulin, Betulinsdure und Lupeol darin nachgewiesen. Durch Zugabe von Antischaum
konnte das Ausschdumen weitestgehend vermieden werden.

Im Zusammenhang mit der Fed-Batch Bioreaktorkultivierung des CEN.PK BA4 konnte weiterhin
eine Verblockung des Begasungsrohres (Sparger) festgestellt werden. Diese wurde durch einen
Kristallwuchs in den Bohrungen des Begasungsrohres verursacht. Es war im Rahmen dieses Pro-
jektes nicht mehr moglich eine Identifizierung des unbekannten Kristalls durchzufiihren. Um die
Verblockung zu vermeiden, wurde ein Begasungsrohr mit groRem Innendurchmesser (@ 2 mm)
eingesetzt.

Durch die Optimierung der Fermentationsparameter und der Medienkomposition konnte eine
stetige Erhohung des Produkttiters sowie der Produktivitdt im Batch-Modus erreicht werden. Um
eine weitere Steigerung der spezifischen und volumetrischen Konzentrationen zu erzielen, wur-
den verschiedene Fed-Batch Strategien untersucht und auf maximale Triterpenproduktividt opti-
miert. Die Optimierung wurde mit dem Betulinproduzenten CEN.PK BA4 durchgefiihrt. Da die Ziel-
produkte intrazelluldr vorliegen war das Hauptziel die Maximierung der Beladung der Zellen mit
Triterpenen bei méglichst hoher Zellkonzentration. Ublicherweise wird fiir die Hochzelldichte-Fer-
mentation der Zulauf (Feed) so eingestellt, dass die C-Quelle limitiert zugefiittert wird, um mog-
lichst hohe Produktausbeuten zu erzielen. Fiir die Produktion der Triterpenoide wurde gezeigt,
dass eine C-Limitierung nur zu sehr geringen spezifischen Konzentration fiihrt (vgl. Abschnitt 4.6),
weshalb eine Feed-Methode gewihlt wurde, in der die C-Quelle im Uberschuss vorliegt. Als C-
Quelle wurde Ethanol verwendet, welches gepulst zugefiittert wurde, wodurch eine deutliche
Steigerung der spezifischen und volumetrischen Triterpenkonzentrationen erreicht werden
konnte. Der Einsatz von Ethanol als C-Quelle fiihrt vor allem zu einer erhéhten Bildungsrate des
cytosolischen Acetyl-CoAs und generiert durch die Oxidation des Acetaldehyds zum Acetat durch
ALD6 den Redoxcofaktor NADPH. Beide Metabolite werden fir die Produktsynthese iber den Me-
valonatweg benotigt. Weiterhin wird die Synthese von Ergosterol durch die Erhéhung der Etha-
nolkonzentration verstarkt. Der Einbau des Ergosterols in die Zellmembran dient der Erhéhung
der Ethanoltoleranz, wodurch gleichzeitig der Fluss in den Mevalonatweg erhoht wird. [30,31].

Fiir die Fed-Batch Fermentationen mit gepulstem Ethanolfeed wurden die zuvor optimierten Pro-
zessparameter verwendet. Die Feedphase, die sich nach einer normalen Batchkultivierung im
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WMS8+-Medium mit 50 g/L Glukose anschlieRt, wurde durch die Zugabe von 25 g/L Ethanol tiber
eine externe Peristaltikpumpe gestartet. Als Indikator diente das DO-Signal, welches nach Ver-
brauch aller C-Quellen im Batchmedium abrupt ansteigt. Um eine automatisierte DO-getriggerte
Zufiitterung zu gewaéhrleisten, wurde das DO-Signal (iber die Fermentersoftware (BioCommand
C.1, New Brunswick, Eppendorf) mit der Ethanolpumpe gekoppelt. Sobald der DO-Wert (iber ei-
nen Wert von 60% stieg, wurden 25 g/L Ethanol in den Fermenter gepumpt. Durch die Soft-
wareimplementierung konnten so mehrere Feedzyklen hintereinander gefahren werden. Um den
Einfluss des zugegebenen Ethanols auf die spezifischen und volumetrischen Triterpenkonzentra-
tionen zu untersuchen, wurden verschiedene Puls-Konzentrationen getestet. Hier zeigte sich, dass
bei Pulsen mit Ethanolkonzentration kleiner als 20 g/L der spezifische Triterpengehalt sinkt. Wahr-
scheinlich wird durch den schnelleren Wechsel zwischen Ethanoliberschuss und C-Mangel der
Metabolismus starker beeintrachtigt als bei Konzentrationen >20 g/L Ethanol. Bei Ethanolpulskon-
zentrationen groRer als 25 g/L konnte keine Steigerung der Produktivitat erzielt werden (Daten
nicht gezeigt).
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Abbildung 15: Verlauf der volumetrischen (A) und der spezifischen (B) Triterpenkonzentration wahrend eines gepulsten
Ethanol-Fed-Batches im Bioreaktor mit dem Betulinsdureproduzenten S. cerevisiae BA4. SQ=Squalen, B=Betulin, BS=Be-
tulinsdure. (C) Verlauf der Glukose-, Ethanol- und Acetatkonzentration. Vertikale, gestrichelte Linien stellen die gepulste
Zugabe von 25 g/L Ethanol dar.

Die Batchfermentationszeit des Betulinsdureproduzenten S. cerevisiae BA4 betrug bei vorgegebe-
nen Bedingungen (WM8+-Medium, 50 g/L Glukose) 36 h. Nach Zugabe des ersten 25 g/L Ethanol-
pulses wurde eine erhéhte Zunahme des spezifischen Betulingehaltes beobachtet, welche nach
dem zweiten Puls nur noch leicht zunahm (Abb. 15B). Nach etwa 90 h, nach dem dritten Ethanol-
puls, erreichte die Produktivitdt ein Maximum von 1,88 mgg/L/h bei 160 mgg/L (Abb. 15A). Eine
weitere Steigerung des spezifischen Gehaltes konnte nach dem dritten Puls nicht erreicht werden.
Es wurde eine maximale Produktivitat fir Betulinsdure von 0,64 mgss/L/h bestimmt bei 60 mggs/L.
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Ein moglicher Grund flr den Riickgang der Produktivitat und das Abflachen der Konzentrations-
verlaufe kénnte an der zunehmenden Bildung von Acetat liegen. Nach dem dritten und vierten
Puls hatte sich zwischenzeitlich bis zu 6 g/L Acetat gebildet was einen erheblichen Einfluss auf das
Zellvitalitat hat [32].

Bei der entwickelten Feed-Strategie liegt als Haupttriterpen Betulin vor und die Konzentration an
Betulinsaure ist vergleichsweise gering. Das weitere Ziel, war es daher die Beladung er Hefezellen
mit Betulinsdure zu maximieren. Hierzu wurde der Einsatz einer Stickstofflimitation untersucht.
Dazu wurden zwei Strategien verfolgt. Zum einen wurde die Stickkonzentration im Medium so
eingestellt, das die Zellen in eine N-Limitierung wuchsen (,, Limitierung druch Verbrauch”) und zum
anderen wurden die Zellen bei einer hohen Zellkonzentration in ein stickstofffreies Medium tber-
fahrt (,,Resting cell Fermentation®). AnschlieBend wurde fiir beide Strategien der automatisierte
gepulste Ethanolfeed angelegt. Fiir die Fermentation unter vollstandigem Stickstoffverbrauch
wurde eine Konzentration ausreichend fir die Bildung von 6 goow/L zugegeben. Interessanter-
weise konnte durch die Verringerung und anschlieBende N-Limitation das Verhaltnis der Triter-
pene zugunsten der Betulinsdure verschoben werden (Tab. 6). Allerdings ist die volumetrische
Konzentration aufgrund der geringen Biomasse vergleichsweise niedrig.

Tabelle 6: Spezifische Konzentration (% g/gcow), volumetrische Konzentration (mg/L) und volumetrische Produktivitat
(mg/L/h) fur Betulin und Betulinsdure des Betulinsdureproduzenten S. cerevisiae BA4 nach Batch und Fed-Batch Fer-
mentationen. Die angegebene Zeit bezieht sich auf die totale Fermentationsdauer und wurde zur Berechnung der Pro-
duktivitat benutzt.

. End . I
Zeit Betulin Betulinsdure

Stamm Modus Ccow
h g/L %g/gcow mg/L mge/L/h % g/gcow mg/L mges/L/h

BA4 Kolben 62 14,3 0,67 91 1,24 0,21 28 0,38
BA4 Batch 36 14,1 0,19 26 0,71 0,08 12 0,33
BA4 EtOH 89 32,3 0,52 167 1,88 0,18 57 0,64
Fed Batch
N-Limit
BA4 123 5,7 0,35 20 0,15 0,50 28 0,20
Fed Batch
Resting Cell
BA4 100 70,4 0,66 464 5,22 0,26 182 2,05
Fed Batch

|ll

Bei der ,,Resting Cell” Fermentation wurde ein glukoselimitierter Fed-Batch vorgeschaltet um eine
moglichst hohe Biomasse zu generieren. Die Zellen wurden anschlieRend geerntet und in ein stick-
stofffreies Medium Uberfihrt. Nach Zugabe des ersten Ethanol Pulses kam es zu einem steilen
Anstieg der volumetrischen als auch spezifischen Triterpenkonzentrationen. Die weitere Zunahme
der Biomasse deutet daraufhin, dass die Zellen durch den plétzlichen Stickstoffmangel intrazellu-
lare Stickstoffquellen, z.B. freie Aminosauren oder durch Autophagie bereit gestellte Aminosau-
ren, genutzt haben. Mit dieser Fermentationsstrategie wurde maximale Produktivitat und volu-

metrische Konzentration fiir den S. cerevisiae BA4 erreicht (Tab. 6).
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4.6 Metabolische Charakterisierung der Squalen und zyklischen Triterpen produzie-

renden S. cerevisiae Stamme

Fiir die Charakterisierung der terpentiberproduzierenden Stamme in kontinuierlichen Kultivierun-
gen wurden parallelisierte Mini-Chemostaten erfolgreich etabliert (Abb. 16B). Kontinuierliche Fer-
mentationen im KleinstmaRstab wurden fiir die vergleichenden *C-basierte Flussanalyse und
Transkriptomstudien des Squaleniiberproduzierers S. cerevisiae CEN.PK tHMG1 eingesetzt. Fir die
Kultivierung im Chemostat wurde das Verduyn-Medium ausgewahlt. Zum Einstellen der optima-
len Feedparameter wurden anfangs glukoselimitierte Chemostaten gefahren. Die Glukosekon-
zentration im Feed wurde auf 1 g/L gesetzt und es wurden Verdiinnungsraten zwischen 0,05 1/h
und 0,3 1/h getestet. Unter diesen glukoselimitierten Wachstumsbedingungen konnte mit dem
Squaleniiberproduzierer S. cerevisiae CEN.PK tHMG1 eine spezifische Squalenausbeute von max.
0,5% (gsa/gcow) erzielt werden. Als weitere C-Quelle fir einen kohlenstofflimitierten Chemostat
wurde Ethanol eingesetzt, wodurch sich der Squalengehalt verdreifachte (1,6% gsa/gcow), aber die
maximale Verdiinnungsrate auf 0,05 1/h sank.
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Abbildung 16: (A) Abhangigkeit des spezifischen Squalengehaltes von der Verdiinnungsrate und Squalenakkumulations-
rate in einer kontinuierlichen Kultivierung von S. cerevisiae CEN.PK tHMG1 im Verduyn-Medium und einem Ethanol/Glu-
kose Cofeed. Ratio gibt das Ethanol zu Glukose Verhiltnis in Cmolgon/Cmolgic an. (B) Mini-Chemostat im Wasserbad

Eine weitere Moglichkeit die Squalenausbeute zu steigern lieferte die Anwendung eines Cofeeds
von Glukose und Ethanol. Es wurde davon ausgegangen, dass die eingesetzte Glukose vorrangig
zur Biomassesynthese verwendet wird und Ethanol den Acetyl-CoA-Pool erhoht, wodurch mehr
Substrat in den Mevalonat-Weg flieBen kann. Mit Erhéhung des Ethanol-Glukose-Verhéltnisses
stieg der spezifische Squalengehalt an und konnte durch die in Abschnitt 3.5 beschriebene Opti-
mierung des Verduyn-Mediums bei einem Cofeed-Verhiltnis von 2 Cmoleon/Cmoleie auf 4,2%
(gsa/gcow) gesteigert werden (Abb. 16A). Da die spezifische Akkumulationsrate anndhernd kon-
stant ist, hangt der spezifische Squalengehalt fir die jeweils eingestellte Wachstumsbedingung
von der Reaktorverweilzeit ab. Bei kleinen Verdiinnungsrate ist die Verweilzeit grol§, weshalb hier
die hochsten Squalengehalte gemessen wurden.

Fir die metabolische 3C-basierte Flussanalyse wurden die Bedingungen mit der hdchsten Squa-
lenausbeute bei Verdiinnungsraten von D = 0,05 1/h und D = 0,15 1/h gewihlt. Bei der 3C-basier-
ten Flussanalyse wird der Zellkultur als C-Quelle ein 3C-markierten Substrat zugefiihrt. Aufgrund
eines Stoffwechsel-spezifischen Einbaus der 3C-Isotope in die Biomassebestandteile, ist es még-
lich durch Analyse des Markierungsmuster der Biomassebestandteile, beispielsweise der protein-
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ogenen Aminosauren, Rickschlisse auf die intrazelluldre Flussverteilung zu ziehen [33]. Im meta-
bolischen und isotopomeren Gleichgewichtszustand (5 Verweilzeiten nach Wechsel auf das *3C-
markierte Medium) wurden die proteinogenen Aminosauren der Biomasse wie in [34,35] be-
schrieben mittels GC-MS analysiert und mit der Software iMS2FLUX [36] prozessiert. Die Bestim-
mung der intrazellularen Flussraten aus den Isotopomerenmustern der Aminosduren und den ext-
razellularen Raten erfolgte mit der Software OpenFLUX [37]. Das verwendete metabolische Mo-
dell umfasste den Zentralkohlenstoffstoffwechsel von S. cerevisiae und die Reaktionen der Squa-
lenbiosynthese und bestand aus 64 Reaktionen und 44 intrazellularen Metaboliten. Die 95% Kon-
fidenzintervalle der berechneten Fliisse wurden durch eine nichtlineare basierte Sensitivitatsana-
lyse bestimmt [38]. Die Flussanalyse zeigte, dass die Wachstumsrate die intrazellulare Flussvertei-
lung beeinflusst, wahrend die erhdhte Squalenproduktion im Stamm CEN.PK tHMG1 keinen signi-
fikanten Einfluss auf die Flisse des Zentralkohlenstoffstoffwechsels hat. Die maximal beobachtete
Squalenproduktion betrug 0,01 mmol/gcow/h, &dquivalent zu einem Verbrauch von 0,18
mmol/gcow/h Acetyl-CoA und ATP, sowie 0,13 mmol/gcow/h NADPH. Dass die Reaktionsraten in
den beiden Stammen CEN.PK und CEN.PK tHMG1 daher sehr dhnlich sind, war zu erwarten. Zu
klaren bleibt, ob regulatorische Mechanismen einen erhéhten Fluss in die Squalenbiosynthese
verhindern oder ob die enzymatische Kapazitdt des Biosyntheseweges die Squalenproduktion li-
mitiert. Die GC-MS Messung des akkumulierten Squalens zeigten, dass keine 3C-Isotope einge-
baut wurden. Das deutet daraufhin, dass hauptsachlich das cytosolisches Acetyl-CoA, welches
vom Ethanol im Feed stammt, in den Mevalonat-Weg geflossen ist.

4.7 Vergleichende Genomik verschiedener Triterpenproduzenten und Entwicklung
von Stammen mit erhohter Lupeol-, B-Amyrin und Betulinsaureproduktion

Ziel war es mit Hilfe von Transkriptionsanalysen und vergleichender Genomik die Antwort der Zel-

len auf die genetischen Eingriffe zu untersuchen bzw. Variationen in den Gensequenzen unter-

schiedlicher 2,3-Oxidosqualen Produzenten zu identifizieren.

4.7.1 Transkriptomanalyse

Mittels Transkriptomanalyse sollte der Effekt der Uberexpression einer verkiirzten Version der
HMG-CoA Reduktase auf den Stoffwechsel der Hefe offengelegt werden. Hierzu wurden der Wild-
typstamm CEN.PK und ein Stamm mit einer zuséatzlichen Kopie des tHMG1p Genes unter der tran-
skriptionellen Kontrolle des TEF1 Promoters in kontinuierlichen Kultivierungen bei Verdiinnungs-
raten von 0,05 1/h und 0,15 1/h in Triplikaten angezogen. Die Hauptkomponentenanalyse (PCA,
Principal Component Analysis) dieser Proben zeigt einen eindeutigen Unterschied zwischen den
beiden Verdiinnungsraten. Das Gene Ontology Enrichment zeigte einige signifikant veranderte bi-
ologische Prozesse (Tab. 7), sowie Unterschiede zwischen dem Wildtyp und der Mutante unter
der erhohten Verdiinnungsrate. Unter der niedrigen Verdlinnungsrate war die Auftrennung der
beiden Stamme nicht sehr stark und nur 7 Gene zeigten signifikante Veranderungen, was darauf
schlieBen lasst, dass der Metabolismus durch die Uberexpression der verkiirzten HMIG-CoA Re-
duktase nicht stark beeintrachtigt wurde.
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Tabelle 7: Gene Onotology Enrichment der biologischen Prozesse, welche mit den sich signifikant hoch-/herunter-regu-
lierten Gene des tHMG1 Stammes zwischen der niedrigen hin zur hohen Verdiinnungsrate in Verbindung gebracht wer-
den.

Biological process p-value

Up-regulated

mitochondrion organization 4,14e-16
mitochondrial translation 1,16e-15
single-organism biosynthetic process 9,64e-07
single-organism organelle organization 2,17e-05
translation 2,58e-05

Down-regulated

single-organism catabolic process 2,49e-07
oxidation-reduction process 6,93e-06
fatty acid oxidation 8,83e-06
lipid oxidation 8,83e-06
fatty acid catabolic process 1,04e-05

4.7.2 Genomanalyse des stark 2,3-Oxidosqualene akkumulierenden Stammes

Wie unter 4.1.3.2.1 beschrieben ist der Stamm Simo1575 in der Lage doppelt so viel 2,3-Oxidos-
qualen zu akkumulieren wie der Stamm Simo1578, obwohl es sich hier um verschiedene Klone
derselben Transformation handelt. Um herauszufinden, welche Veranderungen den Stamm 1575
hierzu befdhigen, wurde die genomische DNA beider Stdmme extrahiert und mittels Sequenzie-
rung der nachsten Generation sequenziert. Die einzelnen kurzen DNA Abschnitte wurden mit Be-
zug auf die Genomsequenz von CEN.PK (NCBI Sequenz) in der CLC Genomics Workbench zusam-
mengesetzt. Danach wurden die Mutationen beider Stamme einzeln gegenliber CEN.PK bestimmt.
Die Mutationen, die sowohl in Simo 1575 als auch in 1578 auftraten wurden ausgeblendet und
Ubrig blieben die Mutationen, die Simo 1575 und 1578 unterscheiden. Dies waren 9 Insertionen,
ein Basenaustausch und eine Deletion (Abb. 17). Die einzige Mutation in einer kodierenden Se-
quenz wurde im ERG7 Gen gefunden. Hier fiihrte eine Deletion zu einem Rasterschub, der das
Stopcodon auller Kraft setzt. Dies fuhrt dazu, dass das translatierte Protein viel groRRer wird, als
die urspriingliche Lanosterolsynthase. Diese Mutation war die einzige, die mit einer 100%igen Fre-
quenz in allen kurzen DNA Abschnitten liber diese Sequenz ermittelt wurde, alle anderen Mutati-
onen hatten eine maximale Frequenz von 55%.
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_ncbi (CDS)
CDS annotations (254)

sc_cenpk_ERG7degTag
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Gene annotations (254)

Simo-
1575_S4_L001_R1_001
(Variants, CTRL)

Variants (1)
sc_cenpk_ERG7degTag }
et oS (e iu_-ZIZ_A-E:-IEm.L_)_Q_M_).e_)A_.)e YA Yo JA )

Acids) o »
Amino acids
< m »

| CHF B & - ——+ @0
[EH simo-1575_54_... X

Rows: 11 Table view: Saccharomyces cerevisiae CEN.PK113-7D Filter =
Chromosome Region Type Reference Allele Reference ... Length 2Zygosity Count
chr02_CM001523 310729310730 Insertion - A No 1 Homozygous
chr03_CM001524 1013717101372 Insertion - T No 1 Homozygous
chr0S_CM001526 63147763148 Insertion - G No 1 Homozygous
chr05_CM001526 542970542971 Insertion - A No 1 Homozygous
chr06_CM001527 100923100924 Insertion - A No 1 Homozygous
chr07_CM001528 959214 SNV G A No 1 Homozygous
chr09_CM001530 48980748981 Insertion - A No 1 Homozygous
chr10_CM001531 2483601248361 Insertion - 1 No 1 Homozygous
chr15_CM001536 2043377204338 Insertion - T No 1 Homozygous
chr16_CM001537 840664840665 Insertion - T No 1 Homozygous

Abbildung 17: Uberlagerung der Sequenzen von Simo1575 und der NCBI CEN.PK Sequenz. In rot ist die Deletion im ERG7
Gen von Simo1575 dargestellt.

4.8 Zellfabrikentwicklung mit Hilfe genomskaliger Modelle

Um die Auswirkung unterschiedlicher metabolischer Modifikationen vorab in silico testen zu kén-
nen wurden Simulationen mit dem genomskalige S. cerevisiae Modell iIMM904 [39] durchgefiihrt,
dass bezliglich der Biosynthesewege flir Aminosauren, Austauschreaktionen zwischen Zytosol und
Mitochondrium und des Fumarat/FAD Metabolismus aktualisiert wurde. Das resultierende Modell
iBB918 umfasste 918 Gene, 1243 Metabolite und 1602 Reaktionen, konnte experimentell be-
stimmte externe Flisse sehr gut abbilden und wurde zur Identifikation metabolischer Modifikati-
onen zur Kopplung der Squalen/Betulinsdure-Produktion an das Wachstum genutzt. Das bedeu-
tet, dass nach Modifikationen gesucht wurde, die einen erhdhten Fluss durch den Ergosterolstoff-
wechselweg essentiell macht, was hochst erstrebenswert ist, da dies eine weitere Evolution der
Stamme, in der auf schnelleres Wachstum selektiert wird, ermoglicht. Durch in silico Simulationen
wurde die in Abbildung 18 dargestellte Strategie entwickelt.

Diese Strategie ist unterteilt in vier Schritte:

1. Erhohter a-Ketoglutaratfluss in das Mitochondrium
2. Relokalisierung von zwei Reaktionen des Mevalonatstoffwechselweges vom Zytosol in das
Mitochondium
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3. Koppeln der Produktion von (R)-5-Phosphomevalonat an den Zitratzyklus durch eine GFP
produzierende Succinat-CoA Ligase
4. Expression der Gene des Betulinsaurestoffwechselweges
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Abbildung 18: Stoffwechseldesign zur Kopplung von Betulinsdureproduktion and das Wachstum. Deletionstargets sind
in Rot dargestellt, orangene Pfeile symbolisieren heterologe Reaktionen.

Die Strategie beruht darauf, dass die a-Ketoglutaratbildung stark an die Biomassesynthese gekop-
pelt wird. Die weitere Umsetzung dieses Intermediats im TCA Zyklus generiert GTP, das im Mito-
chondrium dieses modifizierten in silico Stamm nur durch die Mevalonatkinase verbraucht wird.
Da GTP in héheren Konzentrationen fir die Zelle toxisch ist, wird so ein erhdhter Fluss durch den
Mevalonatstoffwechselweg forciert. Berechnungen zeigten, dass die theoretische maximale Aus-
beute des Wildtyps (d.h. kein Wachstum) bei 0,21 g/g Glukose liegt. Durch die hier entwickelte
Wachstumskopplungsstrategie kann eine Betulinsdureausbeute von 0,065 g/g Glukose bei gleich-
zeitiger Biomasseausbeute von 0,23 g/g Glukose erreicht werden. Pro g Biomasse werden somit
0.26 g Betulinsdure produziert. Die in vivo Implementierung erfordert neben dem Einbringen der
Gene fir die Betulinsduresynthese acht Gendeletionen und die Expression von 4 (heterologen)
Genen. Obwohl diese Kopplung sehr vielversprechend ist, konnte sie aus Zeitgriinden innerhalb
der Projektlaufzeit nicht umgesetzt werden.

4.9 Erhohung der Triterpenproduktion durch VergroRerung der Oberfldche des Endo-
plasmatischen Reticulums

Die Enzyme des Pra-Squalenstoffwechselweges befinden sich Gberwiegend im Zytosol, wahrend

die des Post-Squalenstoffwechsleweges in der ER-Membran bzw. an den Lipidpartikeln lokalisiert

sind. Es wird angenommen, dass die Verfligbarkeit an Membranflache die Abundanz dieser En-

zyme und damit die Aktivitit des Stoffwechselweges limitieren kann (Marshall et al. 2012). Aqui-
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valent zu den unter 4.1.3 beschriebenen Strategien zur Stammentwicklung kann die ER Membran-
flache durch push oder block Strategien manipuliert werden. Einer der Hauptbestandteile der ER
Membran sind Phosphoglyceride mit einem hohen Anteil von Phosphatidylinositol (PI) [40], des-
sen Uberproduktion durch konstitutive Expression des Inositolbiosyntheseweges und damit er-
hohter Inositolverfligbarkeit erzielt werden kann (push Strategie). Dies ist moglich durch Deletion
des Genes OPI1, dass einen Transkriptionsfaktor kodiert, der die Expression der Inositolsynthese-
gene reprimiert. Schuck et al [41] berichteten, dass das Ausschalten dieses Regulators in S. cere-
visiae zur konstitutiven Expression der Gene dieses Stoffwechselweges, einer erhdéhten Inositolp-
roduktion und einem stark vergroRertem ER fihrt.

Lipidpartikel sind eukaryotische Kompartimente, die als Reservoir neutraler Lipide und Sterolester
dienen und durch Abschniirungen der ER Membran entstehen. Die Lipidpartikelbildung stellt da-
mit eine Verlust an ER Membranflache dar und die Unterbindung ihrer Bildung eine mogliche Stra-
tegie zur VergroBerung der ER-Membranfldche (block Strategie). In der Tat konnte gezeigt wer-
den, dass Deletion des Phosphaditatphosphatase kodierenden Gens PAH1 zu einem vergroRertem
ER und einer Verringerung der Lipidpartikelzahl in S. cerevisiae [42] und nahezu vélligem Lipidpar-
tikelverlust in Yarrowia lipolytica [43] fuhrt. Die Phosphatidatphosphatase katalysiert die Umset-
zung von Phosphatidat zu Diacylglycerol, das weiter zu Triacyclglycerol umgesetzt wird (Abb. 19).
Neben Sterolestern macht dieses neutrale Lipid den Hauptbestandteil der Lipidpartikel aus [41].
Der in pahl1A Stammen reduzierte Gehalt an Triacylycerol wird durch erh6éhte Akkumulation von
Sterolestern ausgeglichen, die sich verstarkt in der ER Membran anreichern, wodurch es vermut-
lich zu der beobachteten VergréBerung dieses Kompartiments kommt [42]. Es wurde auRerdem
berichtet, dass eine pahlA bedingte VergroRerung zu einer Steigerung des Expressionslevel
membranassoziierter Enzyme fihren kann [43]. Eine biotechnologische Anwendung dieser block
Strategie zur Erhéhung ER-membranstdandiger Enzymaktivitditen wurde bisher noch nicht be-
schrieben.
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Abbildung 19: Enzymatische Katalyse von Phosphatidat (PA) zum Diacylglycerol (DAG) durch Pah1p. Diaycylglycerol
(DAG) ist ein Vorprodukt des Triacylgylcerol (TAG), was neben Sterylester (SE) Hauptbestandteil der Lipidpatikel ist;
Quelle: [42].

Die im Projektantrag postulierte Deletion des Genes RER2 ist eine alternative block Strategie. RER2
kodiert fur die Dehydrodolichyldiphosphatesynthase und ist involviert in die Polyprenyl Synthese.
Deletion dieses Gens fiihrt zur Mislokalisierung des Sec12p Proteins, das verantwortlich fiir die
Bildung von COPII Vesikeln aus der ER-Membran ist [44].

Zur Visualisierung der ERs wurden die Hefen mit dem Plasmid pSM1959-sec63-mRFP1 (pSM1959)
transformiert, welches das Gen fiir das integrale Membranprotein Sec63p tragt, das mit einem
mRFP1 fusioniert ist [45]. Das mRFP1 getaggte Sec63p wird die ER-Membran integriert und dient
somit als ER-Marker. In diesen Zellen konnte das ER Uber Fluoreszenzmikroskopie sichtbar ge-
macht werden. Hierflir wurde das Mikroskop DM6000B der Firma Leica (Wetzlar, Deutschland)
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verwendet, dass mit einer Leica DFC 365 FX Kamera und einem HC PL APO 63x Objektiv ausgestat-
tet war und Extinktionen (Em) im Bereich von 550-569 nm und Emissionsmessungen (Em) im Be-
reich von 512-542 nm erlaubte.

Durch flusszytometrische Messungen (BD Biosciences, San Jose, USA, 10.000 Counts s, Ex: 561
nm, Em: 670 £ 30 nm) war eine relative Quantifizierung und ein Vergleich der ER-Membranflachen
in den konstruierten Stammen moglich. Da wie oben beschrieben die Lipidpartikelbildung durch
die genetischen Eingriffe reduziert wird, wurden diese mit Nilrot, einem Farbstoff der sich in neut-
rale Lipide einlagert [46] angefdrbt. Die Visualisierung und Quantifizierung erfolgte ebenfalls
durch fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen und Flusszytometrsiche Messungen (Ex: 561 nm,
Em: 670 nm). Die Quantifizierung der Triterpene erfolgte mittels GC-MS wie unter 4.1 beschrie-
ben.

4.9.1 Erhohung der Squalenproduktion durch VergréBerung der Oberfliache des Endoplas-
matischen Retikulums durch OPI1 oder PAH1 Deletion

Die Strategie zur ER VergroRerung durch Deletion der oben genannten Targets, RER2, OPI/1 und
PAH1, wurde zunachst dem Referenzstamm S. cerevisiae CEN.PK 111-61A getestet. Die Deletion
des RER2 Gens in diesem Stamm, flihrte zwar zu einem klar vergréBertem ER (Daten nicht gezeigt),
die Mutanten waren aber nicht mehr in der Lage Ethanol zu verstoffwechseln. Da, wie unter 4.5
beschrieben, Ethanol die bevorzugte Kohlenstoffquelle fir die Triterpenoidsynthese ist, wurde
eine Konstruktion von Betulinsdureproduzenten auf Basis dieses Knockout-Stamms nicht weiter

verfolgt.

Mutanten mit Deletion des OPI1 oder PAH1 Gens zeigten kein oder nur geringfligig vergroRertes
ER, interessanterweise akkumulierten diese nicht fur die Produktion von Triterpenen optimierten
Stamme aber eine deutlich erhohte Menge Squalen (Abb. 20). Dieser Effekt war in der PAH1 De-
letionsmutante starker ausgepragt, so dass in den weiteren Arbeiten die PAH1-Deletion ausge-
wahlt, um Auswirkungen auf die Lupeol- und Betulinsaureproduktion zu untersuchen.

Squalenkonzentration [mg/gcpwl

Abbildung 20: Spezifische Squalenkonzentration in S. cerevisiae CEN.PK 111-61A, CEN.PK 111-61A opilA, CEN.PK 111-
61A pahlA
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4.9.2 Charakterisierung von Triterpenoid-produzierenden S. cerevisiae Stammen mit veran-
derter ER Proliferation durch PAH1 Deletion

Die Deletion von PAH1 wurde in einem Referenzstamm S. cerevisiae CEN.PK 111-61A, dem Lupeo-
Iproduzenten S. cerevisiae CEN.PK OEW und den zu diesem Zeitpunkt besten Betulinsaureprodu-
zenten S. cerevisiae CEN.PK2U OEW.LjA15 (BAS5) (s. Abschnitt 4.1.2) durchgefiihrt.

Abbildung 21: Fluoreszenz- und DIC-Bild von A) S. cervisiae CEN.PK2U OEW.LjA15 (BA5) und B) S. cerevisiae BAS5 pah1A
nach Farbung mit Nilrot.

Obwohl keine VergrofRerung der ER-Membran beobachtet werden konnte, wies die PAH1 Deleti-
onsmutante eine deutliche Reduzierung der Lipidpartikel auf. In einigen Zellen waren sogar keine
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Abbildung 22: Gemessene Konzentrationen von (1) Squalen, (2) Lupeol, (3) Betulin und (4) Betulinsdure jeweils fiir den
S. cerevisiae CEN.PK2U OEW.LjA15 (BA5) und einer BA5 pahl1A Deletionsmutante
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Lipidpartikel mehr vorhanden (Abb. 21). Interessanterweise wurden in den Mutanten neben den
Lipidpartikeln auch die ER-Membran und andere biologische membranahnliche Strukturen ge-
farbt.

Die PAH1 Deletion flihrte im Stamm BAS5 zu einer Abnahme der Squalenkonzentration und zur
Steigerung der Lupeolkonzentration. Die gleiche Beobachtung wurde fiir den Lupeolproduzenten
S. cerevisiae CEN.PK OEW gemacht (Daten nicht gezeigt). Wahrend die Akkumulation von Betulin
unverandert blieb, konnte der Betulinsduregehalt verdoppelt werden. Die Manipulation der ER
Proliferation stellt somit in der Tat eine Metabolic Engineering MaRnahme dar, mit der die Aktivi-
tat ER membrangebundener Stoffwechselwege verbessert werden kann. Die genauen Ursachen
der hier beobachteten Akkumulation der Stoffwechselwegsintermediate und Produkte bedarf je-
doch weitere Untersuchung.

4.10 Konstruktion und Charakterisierung der finalen Betulinsdureproduzenten

In den Abschnitten 4.1, 4.2 und 4.9 wurden Strategien zur Verbesserung der pentazyklischen Tri-
terpenakkumulation beschrieben. Diese Arbeiten wurden parallel in verschiedenen Ausgangs-
stammen durchgefiihrt. Zur Konstruktion finaler Produktionsstamme sollten die erfolgreichen
Strategien in wenigen ausgewahlten Ausgangsstimmen vereint werden. Ausgewahlt wurden der
Stamm BAS5, der hohe Mengen der Vorstufe Squalen akkumuliert und in welchem die optimalen
Gene des Betulinsduresyntheseweges integriert waren, sowie die Stamme Simo1575, CK12,
CK18.2 und CK18.3. In den vier letztgenannten Stdmmen ist die Erg7p Aktivitat verringert, was zu
Akkumulation von 2,3-Oxidosqualen fiihrt (s. auch Anhang Al).
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Abbildung 23: Plasmidkarte von pTY-OB-BA (10652 bp) fur die multiple Integration der Lupeolsynthase (OEW) aus
Olea europaea und der Cytochrom P450 Monooxygenase (CYP716A15) aus Vitis vinifera. Genomintegration erfolgt
Uber TY-sites der Zelle.

Diese Stamme wurden wie folgt genetisch verdndert. Fiir einen erhéhten Fluss zum 2,3-Oxidos-
qualen und einer hoheren Aktivitat des Betulinsduresyntheseweges in BAS5 wurde das Gen ERG1
Uberexprimiert (genomische Integration des hefeeigenen Genes unter Kontrolle des starken kon-
stitutiven Promoters TDH3) und multiple Kopien des OEW und CYP716A15 Gens in die TY Sites
eingebaut (analog zu dem Vorgehen, das unter 4.1.3.3 beschrieben ist, Plasmidkarte s. Abb 23).
Parallel hierzu wurde auch die episomale Expression der Gene OEW und CYP716A15 von einem
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Multicopy Plasmid (move4) getestet. Die multiple Integration der Gene OEW und CYP716A15
wurde ebenfalls in dem Stamm Simo1575 durchgefihrt.

Die CK Stamme enthielten die gleichen genetischen Modifikationen wie der hier konstruierte
Simo1575 mit dem Unterschied, dass in diesen Stdmmen anstatt der OEW aus Olea europaea und
der Cytochrome P450 Monooxygenase CYP716A15 aus Vitis vinifera die multifunktionelle AtLUP1
und die Cytochrome P450 Monooxygenase CYP716AL1 aus Catharanthus roseus mehrfach in das
Genom integriert wurden sowie unterschiedliche Promotoren zur Steuerung der Expression der
TEV Protease verwendet wurden (s. Abschnitt 4.1.3.2).
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Abbildung 24: Volumetrische (links) und spezifische Konzentrationen (rechts) von Squalen (blau) , Lupeol (rot), Betulin
(gruin), Betulinaldehyd (violett) und Betulinsdure (hellblau) in S. cerevisiae CEN.PK 2U OEW.Lj.A15 (BAS), S. cerevisiae
CEN.PK 2U OEW.Lj.A15 ERG1 (BAS Ergl) und unterschiedliche Kolonien nach der Transformation mit dem Plasmid pTY-
OB-BA (BA5 Ergl pTY #10 — #12)

Die Zellen wurden in WM8 Minimalmedium mit 50 g/L Glukose bis zur stationdren Phase (mind.
72 h) kultiviert und anschlieRend aufgeschlossen. Die Quantifizierung erfolgte wie in den voran-
gegangenen Abschnitten beschrieben lGber GC-MS nach Derivatisierung mit MSTFA oder direkt
Uber RP-HPLC und einem Charged Aerosol Detektor.

Die zusatzliche ERG1 Uberexpression im BAS5 Hintergrund erniedrigte die Squalenkonzentration
um ein Drittel wahrend sich die Lupeolkonzentration vervierfachte. Der Betulintiter erhdhte sich
nur leicht, wahrend die Konzentrationen der Folgeprodukte Betulinaldehyd und die Betulinsdure
unverandert blieben. Multiple Integration des TY-Plasmids in diesem Stamm fiihrte zu einer wei-
teren Verringerung der Squalenkonzentration, beeinflusste aber die Produktion der zyklischen Tri-
terpene Betulin, Betulinaldehyd und Betulinsdure nur geringfligig. Aufgrund der geringeren Bio-
masseausbeute der Stdmme, ergibt sich fur die spezifischen Konzentrationen der Triterpene das
in Abbildung 24 (rechts) dargestellte Bild. Die Transformante S. cerevisiae CEN.PK BA5 Ergl pTY
#12 zeigt hier im Vergleich zum Stamm BA5 Ergl erhdhte Lupeol- und Betulinausbeute pro Gramm
Biomasse. Der Flaschenhals in diesem Stoffwechselweg scheint die weitere Oxidation von Betulin
zu sein.
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Der BA5 Referenzstamm und der Stamm BA5.2 mit deregulierter ERG1 Expression und episomaler
Expression der Gene OEW und CYP716A15 (iber das Multicopy Plasmid move wurden im Schiittel-
kolbenmalistab fir 72 h in WM8-Medium kultiviert und auf Wachstum und Triterpenoidproduk-
tion mittels GC-MS Analytik untersucht und die Werte miteinander verglichen (Tab. 8).

Tabelle 8: GC-MS Analytik. Produktion von Squalen (mg/L) und pentazyklischen Triterpenen (mg/L) der Hefestamme
BAS (CEN.PK2U OEW.LjCPR1.A15) und BA5.2 (CEN.PK2U OEW.LjCPR1.A15.ERG1 move4-OEW-A15) nach Kultivierung in
WM8-Medium fiir 72 h. Die Daten beruhen bei BA5 auf einer Doppelbestimmung und bei BA5.2 auf einer Sechsfachbe-
stimmung mit einer Standardabweichung von unter 20%.

Stamm Squalen Lupeol Betulin Betulinaldehyd Betulinsdure

(mg/L) (mg/L)  (mg/L) (mg/L) (mg/L)
BAS 540,2 38,6 49,1 4,0 1,5
BAS5.2 224,5 106,8 43,9 1,9 0,5

Die ERG1 Uberexpression und zusatzliche Dosis der Gene OEW und CYP716A15 fiihrte wie in den
oben beschriebenen Stammen zu einer Verschiebung des Squalens zum Lupeol, eine Steigerung
des Betulinsduregehalts blieb jedoch aus. Die Titer an Betulin, Betulinaldehyd und Betulinsdure
waren sogar geringer als die in Kulturen des BAS. Dies ist nicht durch geringere Biomassekonzent-
rationen begriindet, da die die Biotrockenmassekonzentration in den Kulturen beider Stamme
etwa 13-14 g/L betrug. Weitere Untersuchungen ergaben hingegen, dass das Sterol Lanosterol,
welches wie Lupeol von 2,3-Oxidosqualen abgeleitet ist, im BA5.2 erhoht ist (nicht dargestellt).

Zusammengefasst kann festgestellt werden, dass die Uberexpression von ERG1 zur Anreicherung
der Vorstufe Lupeol fiihrt, die weiteren Oxidationsschritte, bedingt durch das CPR/CYP-System,
jedoch nicht optimal ablaufen. Eine Verschiebung des Gleichgewichtes in Richtung des Endoxida-
tionsproduktes Betulinsdure durch Einbau der in Abschnitt 4.2.2 identifizierten optimalen Kombi-
nation von CPR und CYP Genen wadre erstrebenswert, konnte im Projektzeitraum jedoch nicht
mehr realisiert werden.
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Abbildung 25: Volumetrische (links) und spezifische Konzentrationen (rechts) von Squalen (blau) , Lupeol (rot), Betulin
(grtin), Betulinaldehyd (violett) und Betulinsdure (hellblau) in S. cerevisiae CEN.PK Simo1575 pTY-OB-BA #3 - #6
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Parallel zu diesen Arbeiten wurde der Betulinsduresyntheseweg durch multiple Integration der
Gene OEW und CYP716A15 in den 2,3-Oxidosqualen produzierenden Stamm Simo1575 einge-
bracht. Vier Transformanten wurden beziiglich ihrer Triterpenproduktivitat charakterisiert. Die
die Syntheseleistung variierte zwischen den Klonen, was auf eine unterschiedliche Anzahl an In-
tegrationsevents und damit variierende Gendosis hinweist (Abb. 25). Insgesamt zeigten alle vier
Transformanten im Vergleich zu den Stdmmen auf BA5 Basis eine deutlich hohere Bildung des
Enproduktes Betulinsdure, mit einem maximalen Titer von ca. 144,1 mg/L und einem Gehalt von
ca. 35,1 mg/gcow. Das im Simo1575 akkumulierende 2,3-Oxidosqualen konnte durch Einbringen
der heterologen Gene effizient in den Betulinsduresyntheseweg geschleust werden. Wie in den
BA5 Stammen akkumulierten auch in diesen Stimmen die Vorstufen der Betulinsdure, die Durch-
oxidation zur Betulinsdure durch die P450 Monooxygenase war also auch in diesen Stammen wei-
terhin limitierend. Der bestproduzierende Stamm akkumulierte in Schiittelkolbenexperimente in
WMS8 Medium mit 50 g/L Glukose 6,8 mg/gcow Squalen, 10,1 mg/gcow Lupeol, 45,0 mg/gcow Betu-
lin, 27,9 mg/gcow Betulinaldehyd und 35,1 mg/gcow Betulinsdure. Insgesamt entspricht das einem
Triterpengehalt von 12,5%.
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Abbildung 26: Lichtmikroskopiebild von S. cerevisiae Simo1575 pTY#4, kultiviert in Glukose Minimalmedium WMS.
Links: Zellen mit stark vergroRerten Lipidpartikeln, rechts: Lysierte Zelle mit freigesetzten Lipidpartikeln.

Aufgrund der hydrophoben Eigenschaften der Triterpenoide wird angenommen, dass diese in die
Lipidpartikel eingelagert werden, wie es fiir Squalen bereits gezeigt wurde [47]. Die signifikant,
erhohte Triterpenproduktion war daher ebenfalls unter dem Lichtmikroskop in Form von vergro-
Rerten bzw. verschmolzenen Lipidpartikel, die in einigen Fallen die Zelle und auch den Bud kom-
plett ausfillten, sichtbar (Abb. 26). AuRerdem wurde eine Haufung zerplatzter Zellen und freige-
setzter Lipidpartikel beobachtet. Des Weiteren wurde fiir diesen Stamm eine Agglomeration der
Zellen beobachtet, eventuell hervorgerufen durch hydrophobe Wechselwirkungen zwischen Zel-
len und ausgeschiedenen oder freigesetzten Lipidpartikel.

Hier ist zu erwdhnen, dass das gebildete Ethanol nach 240 h noch nicht vollstandig aufgebraucht
war und zu diesem Zeitpunkt kein Wachstum der Zellen mehr festzustellen war, was auf eine Li-
mitierung anderer Medienkomponenten hindeutet oder auf hohen Zellstress zuriickzufiihren ist.

Um ersteres zu prifen, wurden die Transformanten Simo1575 pTY#4 und Simo1575 pTY#5 in dem
in Abschnitt 4.5. beschriebenen in Schittelkolben in optimiertem WM8+ Medium kultiviert. Unter
diesen Bedingungen verbrauchten diese Stamme das gebildete Ethanol vollstandig und setzten
Squalen nahezu vollstandig zu den Folgeprodukten um (keine oder geringfligige Akkumulation von
Squalen). Insgesamt konnte die Triterpenausbeute beachtlich gesteigert werden. Die maximalen
Titer (Simo1575 pTY#5) betrugen 125,4 mg/L Lupeol, 708,6 mg/L Betulin, 218,3 mg/L Betulinalde-
hyd und 239,1 mg/L Betulinsdure, was einer prozentualen Gesamttriterpengehalt von 22,8%
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(g/8cow) entspricht (Abb. 27). Offensichtlich unterstiitzt die erhdhte Vitamin- und/oder der Spu-
renelementkonzentration die Synthese und Funktionalitdt der Ethanol Degradation und / oder der
heterologen Enzyme.
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Abbildung 27: Volumetrische (links) und spezifische Konzentrationen (rechts) von Squalen (blau) , Lupeol (rot), Betulin
(grin), Betulinaldehyd (violett) und Betulinsaure (hellblau) in S. cerevisiae CEN.PK Simo1575 pTY-OB-BA #4 - #5 nach
Kultivierung in optimiertem WM8+ Medium.

Als dritte zu untersuchende Stammgruppe dienten die CK-Stamme, in denen die Gene AtLUP1 und
CYP716AL1 integriert wurden. Da AtLUP1p, im Gegensatz zu OEW, eine multifunktionale, unspe-
zifische Oxidosqualenzyklase kodiert, kénnen neben Lupeol noch B-Amyrin und 4 weitere Pro-
dukte entstehen kénnen [23]. In der Tat zeigten sich in den HPLC und GC Chromatogrammen von
Zellextrakten dieser Staimme neben den Metaboliten des Betulinsyntheseweges unbekannte
Peaks, die leider nicht eindeutig zuzuordnen waren.

Die hohe Basalexpression der TEV Protease in Stamm CK12_10_1 (s. Abschnitt 4.1.3.1) wirkte sich
auf Grund der reduzierten Ergosterolsynthese negativ auf das Wachstum aus. Die Produkttiter
dieser Kulturen waren daher relativ gering, die Akkumulation pro g Biomasse jedoch mit einem
Gesamtgehalt der zyklischen Triterpene von 75,1 mg/gcow hoch, dieser blieb aber dennoch hinter
den Gehalten der Simo1575 pTY Stamme zuriick. Auch die volumetrischen und spezifischen Kon-
zentrationen der pentazyklischen Triterpene der CK18 Stamme bleiben weit hinter denen der
Simo Stamme zurick (Abb. 28).

In allen Stammen fihrten die eingefiihrten Modifikationen zu einer Erh6hung der Synthese der
pentazyklischen Triterpene. Der Stamm Simo1575 pTY#5 (im Weiteren BA6 genannt) erzielte die
hochste Syntheseleistung und wurde in Bioreaktorexperimenten unter optimalen Produktionsbe-
dingungen (s. Abschnitt 4.12) weiter charakterisiert.
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Abbildung 28: Volumetrische (links) und spezifische Konzentrationen (rechts) von Squalen (blau),Lupeol (rot), Betulin
(grtin), Betulinaldehyd (violett) und Betulinsdure (hellblau) in S. cerevisiae CEN.PK CK12_10 (Pcup1_TEVp), S. cerevisiae
CEN.PK CK18.2_7 (Prxr7_TEVp), S. cerevisiae CEN.PK CK18.3_5 (Puxr7_TEVp)

4.11 Entwicklung eines Produktaufreinigungsverfahrens

Im Rahmen des Unterauftrages im Projekt TRITERP ,Nachhaltige Herstellung von Triterpenen mit
spezialisierten Backerhefen” beschéftigte sich der Lehrstuhl Anlagen- und Prozesstechnik der TU
Dortmund (TUDo) mit der Isolierung der gewiinschten Triterpene aus den Fermentationsbriihen
des Hefestammes S. cerevisiae CEN.PK BA4. Besonderes Augenmerk lag auf der Wahl umwelt-
freundlicher Additive, z. B. Losungsmittel (LSM), zur Isolierung des Wertstoffes Betulinsdure. Um
ein geeignetes Aufreinigungsverfahren, das sogenannte Downstream processing (DSP), flr das ge-
nannte Wertprodukt zu entwickeln, missen Stoffdaten gesammelt, verschiedene Verfahrensal-
ternativen generiert und experimentell evaluiert werden, welches im Folgenden geschildert wird.

Das Wertprodukt Betulinsdure mit einem Molekulargewicht von 457 g/mol und einem Log Kow-
Wert von 6,85 [48] verteilt sich bevorzugt in unpolaren Lésungsmitteln. Aullerdem ist die Loslich-
keit in Wasser mit 0,021 mg/L sehr gering [49], was ebenfalls den hydrophoben, unpolaren Cha-
rakter des Molekdils bestatigt.

Die erste Aufgabe, die sich nach Erhalt einer Fermentationsbriihe zur Produktisolierung stellte, ist
die Charakterisierung der einzelnen Phasen hinsichtlich der Produktverteilung und Konzentration.
Im Falle der von der RWTH Aachen bereitgestellten Fermentationsbriihen wurde, wie in Abbildung
29 dargestellt, Betulinsdure sowie Betulin (B), welches ebenfalls als Wertprodukt prozessiert wer-
den kann, in den zwei Feststoffphasen lokalisiert. Dabei war die untere Feststoffphase direkt nach
Fermentation kaum sichtbar, erst nach Einfrieren und Auftauen der Briihe konnte diese nachweis-
lich bei der Phasentrennung detektiert werden.

Betulinsdure war je nach Fermentationsbatch bis zu 30-fach konzentrierter in der unteren festen
Phase vorhanden, wobei das Nebenproduktspektrum im Vergleich zur oberen festen Phase deut-
lich geringer war. Da aber der Aufwand die zwei festen Phasen voneinander zu trennen zu grof
war und das Produkt in beiden festen Phasen verteilt vorlag, wurde fiir weitere Untersuchungen
die gesamte Feststoffphase betrachtet.
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Abbildung 29: a) Die einzelnen Phasen der Fermentationsbriihe nach Trennung mittels Zentrifugation, b) Verteilung der
Betulinsaure in den Phasen, ¢) Mikroskopaufnahmen der einzelnen festen Phasen (# reine Biomasse, * Biomasse und
Kristalle), d) Chromatogramme der einzelnen Phasen

Aufgrund der Tatsache, dass die untere Feststoffphase erst nach Einfrieren und Auftauen sichtbar
war, stellte sich die Frage, ob die Produkte intrazellular vorliegen und ein Zellaufschluss zur Pro-
duktisolierung notwendig ist. Dazu wurden verschiedene Aufschlussmethoden (z. B. mechanisch
mit Glaskugeln oder chemisch mit Toluol) getestet. Es zeigte sich, dass durch den Zellaufschluss
nicht mehr Produkt gewonnen, sondern lediglich mehr Verunreinigungen detektiert werden konn-
ten. Daher ist von einem Zellaufschluss abzusehen.

Fiir eine erste Produktisolierung von den Zellen bietet sich zum einem die Zerschdumung der ge-
samten Fermentationsbrihe oder nach einer Fest-Flissig Trennung die Extraktion der erhaltenen
Feststoffphase an.

Das Trennprinzip der Zerschaumung beruht darauf, dass oberflachenaktive bzw. amphiphile Sub-
stanzen an Gasblasen adsorbieren und mit dem generierten Schaum ausgetragen und isoliert wer-
den. Da Betulinsdure einen amphiphilen Charakter aufweist schien dieses Verfahren als erster
Prozessschritt denkbar. Zur Auslegung der Zerschdaumung ist das Screening der Zerschaumbarkeit
bei unterschiedlichen pH-Werten essentiell. Dazu wurde die gesamte Fermentationsbriihe bei pH-
Werten von pH=3 - pH=9 in einer Zerschdumungskolonne untersucht. Da wahrend der Versuche
auf unterschiedliche Fermentationsbatches zuriickgegriffen werden musste, die unterschiedlich
viel Antischaum wahrend der Fermentation zudosiert bekommen hatten, konnte keine eindeutige
Aussage Uber die Zerschdaumbarkeit von Betulinsdure getroffen werden. Das pH-Optimum konnte
bei pH = 4 der Fermentationsbriihe identifiziert werden, an dem eine 2 fache Konzentrierung der
Betulinsdure im Schaum erzielt werden konnte. Grundsétzlich kann die Zerschdumung als Verfah-
rensschritt nicht ausgeschlossen werden, doch sollte der Antischaumgehalt in der Fermentations-
brihe einheitlicher geregelt werden.

Eine andere Alternative als erster Prozessschritt ist die Extraktion der abgetrennten Fest-
stoffphase. Da immer ein gewisser Rest Fermentationsmedium bzw. Wasser in der festen Phase
(Zellpellet) verbleibt, wurden Losungsmittel, die mit Wasser eine Mischungsliicke und welche, die
vollstandig mit Wasser mischbar sind, verglichen. Verschiedene griine Losungsmittel wurden an-
hand von Literatur und einem am Lehrstuhl entwickelten Tool zur Lésungsmittelauswahl [50] in
Standardversuchen (Phasenverhaltnis 8 = 10 [gism/gcow], T = 25 °C, 15 h) gescreent. Die hochsten
Ausbeuten wurden fiir Ethylacetat als Wasser unmischbares und fiir Aceton als Wasser mischba-
res Losungsmittel gefunden (Tab. 9).

Fir diese Losungsmittel wurde dann im nachsten Schritt das optimale Phasenverhaltnis von gism
zu 1 gcpw bestimmt und die Kinetik der Extraktion aufgenommen. Fiir Ethylacetat konnen Phasen-
verhaltnisse bis zu Bminimal = 3 [81s/8cow], flir Aceton bis zu Ominimal = 6 [gLsm/gcow] gewadhlt werden.
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Die Kinetik der Extraktion mit Ethylacetat war mit 8 h bis zum Erreichen des Gleichgewichtes deut-
lich langsamer als fir Aceton mit 1 h. Zusatzlich war das Verunreinigungsprofil mit Ethylacetat
groRer im Vergleich zu Extrakten mit Aceton. Beide Losungsmittel sind dhnlich teuer und gut zu
recyceln. Die Entscheidung des geeignetsten Extraktionsmittels sollte erst mit den nachfolgenden
Schritten festgelegt werden.

Tabelle 9: Extraktionsversuche mit Ethylacetat und Aceton unter Verwendung eines Phasenverhaltnis 6 = 10 [gism/gcow],
T=25°Cund 15 h.

Losungsmittel Ausbeute Betulinsdure Ausbeute Betulin
(%) (%)
Ethylacetat 1. Extraktionsstufe 95,2+0,7 86,5+1,1
Aceton 2. Extraktionsstufe 91,5+1,0 81,6+2,9
3. Extraktionsstufe 8,5+1,0 18,4+2,9

Die mit Aceton oder Ethylacetat gewonnenen Extrakte hatten im Durchschnitt eine Reinheit, be-
zogen auf die Flachen aller Peaks im Chromatogramm, von ungefahr 0,7%, wobei Betulin ebenfalls
als Verunreinigung angesehen wurde. Daher waren weitere Reinigungsschritte nach der Extrak-
tion notwendig. Zur Auswahl standen Adsorption und Prazipitation. Eine direkte weitere Extrak-
tion ist nicht durchfihrbar, da kein unpolares Losungsmittel eine Mischungsliicke mit Ethylacetat
oder Aceton bildet.

Fiir die Untersuchungen der Adsorption wurden Adsorbentien verschiedener Polaritat und unter-
schiedlichen Oberfldchen zu Extrakt-Verhaltnissen (Q [m?/mL]) nach dem Leitfaden von Winkelnk-
emper [51] hinsichtlich Ausbeute und Selektivitat evaluiert. Grundséatzlich konnte gezeigt werden,
dass es Adsorbermaterialien gibt die Betulinsdure und/oder Betulin adsorbieren, jedoch konnte
eine Ausbeute >50% aus dem Acetonextrakt und >37% aus dem Ethylacetatextrakt nicht tGberstie-
gen werden. Die Adsorption filihrte bei beiden Extrakten zu keiner Reinheitssteigerung. Zudem
gelang es nicht die gesamte adsorbierte Masse an Betulinsdaure und Betulin von den Partikeln zu
desorbieren, was die Ausbeute weiter verringern wiirde. Daher wurde die Adsorption nicht weiter
betrachtet.

Um die Prazipitation als moglichen Aufreinigungsschritt zu bewerten, musste erst die Art der Pra-
zipitation ausgewahlt werden. Auf Basis der Stoffeigenschaften, namlich der schlechten Wasser-
I6slichkeit, die mit sinkendem pH-Wert zunimmt [49] wurde sich fiir eine Antisolvent-Préazipitation
entschieden. Dazu muss das sogenannte Antisolvent eine sehr geringe Loslichkeit zum Produkt
aufweisen und mit der Feedphase, hier den Extrakten, vollstandig mischbar sein. Dies kann bei
der Konstellation von Wasser als Antisolvent und dem Acetonextrakt gewahrleistet werden. In
einem ersten Screening wurde das Phasenverhaltnis von Antisolvent zu Extrakt untersucht. Dabei
wurde Wasser und Wasser mit verschiedenen 1-, 2- und 3-protonigen Saduren, vor allem Carbon-
sauren wegen der biologischen Abbaubarkeit, untersucht. Bei einem Verhaltnis von 1,27 gwas-
ser/Bacetonextrakt kONNte eine Ausbeute von 82% Betulinsdure mit einer 11-fachen Steigerung der
Reinheit (Betulin als Verunreinigung) und eine Ausbeute von Betulin zu 88% mit einer Reinheit
von 65% (Betulinsdure als Verunreinigung in Rechnung einbezogen) erzielt werden. Die Prazipita-
tion mit angesauertem Wasser erhéhte nur die Ausbeute an Betulin aber nicht von Betulinsaure.
Aufgrund der geringeren Umweltbelastung wurde die Prazipitation mit reinem Wasser bevorzugt.
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Um die Reinheit weiter zu steigern wurde ein anschlieRender Waschschritt mit reinem Wasser
und mit Hexan [52] durchgefiihrt. Dabei konnte keine weitere Reinheitssteigerung erzielt werden.
Das riickgeloste Prazipitat besteht zu ca. 73% aus den Produkten Betulinsaure und Betulin. Eine
Massenbilanz des derzeitigen Verfahrens ist in Abbildung 30 zu sehen. Fiir eine weitere Isolierung
der Betulinsdure sollten chromatographische Verfahren oder eine Kristallisation durch Kiihlung
untersucht werden.

Fermentationsbriihe:

=11 Gew.% Zellen (nass) Extraktionsmittel Antisolvent
Zellen: 6 Baceton/ Bzellen trocken 1,27 Bwasser/ Bexwakt Prazipitat:
0,11 gzelien/Barihe Extrakt: 0,18 gprasipitat / Bextrake
0,037 Bzellen trocken/ Barishe 8,15 gextraki/ Bzellen trocken 0,50 Mggetuiinsaure/ Bprazipitat
0,98 MBgetuinsiure/ Bzellen trocken 0,114 Mggeryiinssure/ Bextrakt 2,02 Mggetuiin/ Brazipitat
4,27 Mggetuiin/ Bzellen trocken 0,420 Mggetuiin/ Bextrakt

—_
YAN

4
Raffinat: (]
Felffnentations— Zellen EXtr:kl:eurrsLac\;tsser
Uberstand 0,11 8 gxerake/ Bzellen trocken

= 0,003 Mggetuiinsaure/Buberstand

0,21 m, 5
g Bsetulinsaure/ Bzellen trocken = 0,007 Mggetuiin/ Eberstand

1,19 Mggetuiin/Bzellen trocken

27 mg Betulinsdure
1 kg Fermentationsbriihe 111 mg Betulin

Abbildung 30: Prozess zur Isolierung von Betulinsdure und Betulin aus Fermentationsbriihen der untersuchten Hefe
S. cerevisiae CEN.PK BA4.

4.12 Upscaling und Optimierung der Fermentationsbedingungen
In einer abschlieBenden Fermentation, wurden die optimierten Prozessparameter zusammen mit
der entwickelten Fed-Batch Strategie fir die Triterpenproduktion im Gramm-MaRstab mit dem
finalen Betulinsdureproduzenten S. cerevisiae BA6 angewendet. Bereits in einfachen Schiittelkol-
benexperimenten zeigte der Stamm eine Steigerung der Triterpenkonzentration um ein Vielfaches
(Abschnitt 4.10) In einer kontrollierter Fed-Batch-Fermentation mit gepulstem Ethanolfeed
konnte die Produktivitat und die volumetrische Konzentration von Betulin und Betulinsdure noch

weiter gesteigert werden (Abb. 31).
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Abbildung 31: Verlauf der volumetrischen (A) und der spezifischen (B) Triterpenkonzentration wahrend eines gepulsten
Ethanol-Fed-Batches im Bioreaktor mit dem finalen Betulinsdureproduzenten S. cerevisiae BA6. SQ=Squalen, L=Lupeol,
B=Betulin, BA=Betulinaldehyd, BS=Betulinsdure. Vertikale, gestrichelte Linien stellen die gepulste Zugabe von 25 g/L
Ethanol dar. Die totalen Terpenkonzentrationen sind die Summe der Konzentrationen von L, B, BA, und BS.
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Die Produktivitat fir Betulinsdure hat sich mit 8,30 mg/L/h im Vergleich zum S. cerevisiae BA4
mehr als verzehnfacht. Mit dem Betulinsdureliberproduzenten S. cerevisiae BA6 und dem entwi-
ckelten und optimierten Fermentationsprozess war es nun moglich, im LabormaRstab ausrei-
chend Fermenterbrihe herzustellen, die in einer hohen Konzentration die Zielprodukte enthielt.

In einem abschlieBenden Versuch wurden aus der generierten Fermenterbriihe die zyklischen Tri-
terpene mittels des von der AG Schembecker (APT, TU Dortmund) im Unterauftrag entwickelten
Extraktionsverfahrens extrahiert (s. Abschnitt 4.11).

Dazu wurden ca. 7 L Fermenterbriihe aus Experimenten, in denen verschiedene Fed-Batchstrate-
gien getestet wurden, aufgearbeitet. Nach Eindampfen und Trocknen des Rohextraktes wurde ein
Pulver erhalten, welches als Hauptkomponenten Betulin, Betulinsaure und Betulinaldehyd ent-
halt. Weiterhin sind geringe Mengen Lupeol, Squalen sowie weitere Verunreinigungen enthalten
(siehe HPLC-Chromatogramm in Abbildung 32 B). Die gewonnene Gesamtmenge betrug 32 g. Eine
Chromatographie zum Aufreinigen der Betulinsdure wurde nicht durchgefiihrt.
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Abbildung 32: (A) Extrahiertes, eingedampftes und getrocknetes Produktgemisch aus verschiedenen Fed-Batch Fer-
mentationen mit S. cerevisiae BA6. (B) HPLC-CAD Chromatogramm des Acetonrohextraktes einer Fed-Batch Fermen-
tation von S. cerevisiae BA6.

4.13 Etablierung eines Zellaufschlussverfahrens zur Freisetzung der Triterpene (Auto-
lyse)

Wie unter Abschnitt 4.11 beschrieben, flihrt ein Zellaufschluss zu einer starkeren Verunreinigung

des Zellextrakts. Aus diesem Grund wurde von der Entwicklung und Anwendung eines Autolyse-

verfahrens abgesehen und das im Abschnitt 4.11 vorgestellte Aceton-Extraktionverfahren weiter-

verfolgt. Dieses erlaubte es ohne einen mechanischen Zellaufschluss die Zielprodukte effizient und

selektiv aus den pelletierten Zellen zu extrahieren.

4.14 Okoeffizienzanalyse

In der Okoeffizienzanalyse (OEA) werden 6konomische und 6kologische Kriterien kombiniert, um
eine Aussage Uber die Wettbewerbsfahigkeit eines Produktionsverfahrens im Vergleich zu Alter-
nativen treffen zu kénnen. Eine OEA besteht im aus zwei zusammengefiihrten Bewertungsverfah-
ren: Okologische und 6konomische Bewertung. Beide Bewertungen werden im Rahmen dieser
Analyse mit Hilfe von Stoffstrommodellen durchgefiihrt.

Die Bewertung der Umweltauswirkungen orientiert sich an den Standards fiir die Erstellung von
Okobilanzen [53,54]. Als Systemgrenze wird der Bilanzraum cradle-to-gate gewéhlt. Fiir die Vor-
ketten, das sogenannte Hintergrundsystem, werden Datensatze aus der Datenbank ecoinvent v3
[55] mit dem System Model 'Allocation, default' verwendet. Mit Hilfe des Stoffstrommodells wird
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eine Sachbilanz errechnet, die anschlieRend mit Bewertungssystemen der ecoinvent v3 Daten-
bank bewertet wird. Das Ergebnis ist eine dkologische Wirkungsabschatzung. Fiir OEAs wird ein
Single-Score-Indikator (etwa Ecoindicator99 [56]) bendétigt. Da diese eine gewisse Subjektivitat fur
das Ergebnis bedeuten, werden die Sachbilanzen zusatzlich mit dem Midpoint-Indikatoren-Bewer-
tungssystem CML 2001 (Hintergriinde zur Methode in [57]) bewertet. Die 6konomische Bewer-
tung wird ebenfalls auf Basis des Stoffstrommodells erstellt. Hierzu werden Kosteninformation
wie Material-, Energie-, Hilfsstoff- und Gehaltskosten in das Modell integriert.

Zusammen mit der 6kologischen Bewertung (Single-Score-Indikator) kann das Gesamtergebnis in
einer sogenannten Okoeffizienz-Matrix (beschrieben beispielsweise durch Saling [58]) abgebildet
werden. Diese Matrix besitzt eine 6kologische und eine 6konomische Dimension. Sie erlaubt eine
eindeutige Darstellung und Abgrenzung der verschiedenen Alternativen, womit eine Aussage zur
okonomisch-0kologischen Wettbewerbsfahigkeit getroffen werden kann.

Im Rahmen dieses Projektes wurde friih im Projekt mit der Erstellung der OEA begonnen. Bereits
zu Projektbeginn wurden erste Daten erfasst. Zum Statusseminar lagen erste vergleichende Mo-
delle vor. Alle Modelle beziehen sich auf die Produktion von Betulinsdure (BA). Die Daten zur Mo-
dellierung der Materialeinsatze des Vordergrundsystems wurden projektintern zur Verfligung ge-
stellt. Daten zum Energiebedarf, sowohl fiir das Modell ‘Fermentation’, als auch fiir das Modell
‘Extraktion aus Rinde’, wurden mittels physikochemischer Konstanten, Datenblattern von Labor-
geraten und Literaturwerten (etwa [59]) abgeschatzt. Als Vergleichsprozess wurde die Extraktion
von BA aus Rinde modelliert. Hierzu wurden Daten aus Patentschriften [60,61] genutzt.

Tabelle 10: Betrachtete Szenarien. Aus der Spalte Daten ist ersichtlich, dass die Daten fir das Vordergrundsystem fiir
alle Szenarien, die die Gewinnung von Betulinsdure mittels Fermentation abbilden von der RWTH zur Verfigung gestellt
wurden.

Szenario Kurzbeschreibung Daten (Vordergrund)
A Scenario A WM8 RWTH

B Scenario B WM8+ RWTH

C Scenario C Ethanol gepulster Fedbatch RWTH

D Scenario D Ehanol gepulster Fedbatch-N limitierung RWTH

E Scenario E Ethanol gepulster Fedbatch-N limitierung Verduyn RWTH

F1 Scenario F Ethanol gepulster Fedbatch BA6 RWTH

F2 Scenario F Glukose gepulster Fedbatch BA6 RWTH

Rinde Extraktion von Betulinsdure aus Rinde, mit Losemittel-Recycling [8,9]

Zu verschiedenen Zeitpunkten wurden Daten und Zwischenstidnde der OEA ausgetauscht und dis-
kutiert. So wurde beispielsweise zum Projektende Primardaten fir die Aufreinigung sowie Daten
zu den Szenarien F1 und F2 zur Verfligung gestellt. Auch das Vergleichsszenario wurde in der zwei-
ten Projekthalfte ergdnzt um Prozesse zum Losemittel-Recycling. Im Projektverlauf wurden die in
Tabelle 10 dargestellten Szenarien berechnet.

Die hier gezeigten Ergebnisse der Fermentations-Szenarien beruhen alle auf einem Produktauf-
reinigungsprozess bestehend aus Pelletierung, Ausschitteln mit Aceton und Ausfallung durch An-
sduern mit Salzsdure. Die Fermentationsszenarien unterscheiden sich in der eingesetzten Hefe,
der Zusammensetzung des Mediums und der darauf angepassten Fermentationsbedingungen.
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Abbildung 33: Netzdiagramm zum Vergleich der normalisierten Bewertungsergebnisse der verschiedenen Fermentati-
osszenarien und dem Vergleichsprozess ,Extraktion aus Rinde’. Der jeweils groRere Wert einer Bewertungskategorie ist
auf 1 gesetzt, die verbleibenden Szenarien werden entsprechend niedriger skaliert.

Abbildung 33 zeigt die Bewertungsergebnisse der Fermentationsszenarien im Vergleich. Verschie-
dene Wirkungskategorien des Bewertungssystems CML sind dargestellt. Die Werte wurden nor-
malisiert, sodass der Prozess mit der groReren Auswirkung jeweils den Wert 1 erhalt. Deutlich ist
ein grolRer Abstand der Szenarien F1 und F2 (beide mit BA6) zu den anderen Szenarien zu erken-
nen.

Fiir die Darstellung in einer Okoeffizienzmatrix wurde fiir diese Studie der Single-Score-Indicator
Ecoindicator99 genutzt. Dieser unterscheidet die Kategorien Okosystem-Qualitit, Humantoxizitit
und Ressourcenverbrauch. Die Bewertung der Fermentationsszenarien mit dem Ecoindicator99
findet sich in Abbildung 34.
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Abbildung 34: Bewertung der Fermentationsszenarien und der Extraktion aus Rinde mit dem Ecoindicator99
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Fiir die Fermentationsszenarien liegen die Hotspots der Umweltauswirkungen beim Energieein-
satz (Kiihlung fir Fermentation) und Ammoniumchlorid (falls verwendet) auf der Input-Seite so-
wie dem Aceton fir die Aufreinigung. Bei den Kosten wird der groRte Anteil durch einzelne Be-
standteile der Fermentationsbrihe beigetragen, beispielsweise Thiamin-HCl und Glukose fiir das
Szenario F2. Auch der Energieeinsatz ist deutlich sichtbar. Bei der Aufreinigung wird der GroRteil
der Kosten durch Aceton verursacht. Prozesse, die flir das Szenario ,Extraktion aus Rinde‘ beson-
ders groRRen Anteil an den verursachten Umweltwirkungen haben, sind der Losemittel-Verbrauch
(vor allem Toluol und Isopropanol) sowie der Energieverbrauch.
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Abbildung 35: Ergebnisse in Form einer Okoeffizienzmatrix

Abbildung 35 zeigt die Ergebnisse der verschiedenen Fermentationsszenarien und des Szenarios
der Extraktion aus Rinde in einer so genannten Okoeffizienzmatrix. Die Ergebnisse werden sowohl
beziiglich der Umweltauswirkungen (berechnet mit Ecoindicator99) als auch beziiglich der Kosten
normalisiert. Je weiter oben rechts ein Szenario zu finden ist, desto 6koeffizienter ist es. Je kleiner
ein Wert, desto besser. Das Szenario Rinde ist also beziiglich der Kosten sehr giinstig. Insgesamt
schneiden die Szenarien F1 und F2 am besten ab.

Die Ergebnisse der Fermentationsszenarien lassen sich weiter deuten:

e Die zu Anfang des Projekts eingesetzte Stickstoffquelle NH4Cl wurde in einer OEA als Faktor
mit hoher Umweltauswirkung identifiziert. Durch Ersetzen dieses Salzes durch (NH4)2SO4
konnten die Umweltauswirkungen stark gedampft werden.

e Einhoher Titer, wie er beispielsweise bei den Szenarien F1 und F2 angesetzt wurde, ist glinstig,
auch wenn dieser erst nach langeren Fermentationszeiten erreicht wird.

e Der Kihlbedarf wahrend der Fermentation hat einen deutlichen Einfluss auf das Endergebnis,
dies ist jedoch wahrscheinlich schwierig zu vermeiden.

Insgesamt ldsst sich die Okoeffizienzmatrix so interpretieren, dass das Fermentationsverfahren
mit der Extraktion aus Rinde konkurrieren kann und Potential hat, zu einem wirtschaftlichen und
umweltfreundlichen Produktionsprozess weiterentwickelt zu werden.
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4.15 Dissemination der Projektergebnisse

Das Projekt und die erzielten Ergebnisse wurden bisher in zwei Publikationen veroffentlicht (Ebert,
B.E., Blank, L.M., Nachhaltige Herstellung von Triterpenen mit spezialisierten Backerhefen — TRI-
TERP, ChemBioTec Review, 2012; Rugbjerg, P.; Knuf, C.; Forster, J.; Sommer, M.O., Recombination-
stable multimeric green fluorescent protein for characterization of weak promoter outputs in Sac-
charomyces cerevisiae. FEMS yeast research 2015, 15) sowie in 5 Konferenzbeitragen (TERPNET
2013, 1.-5. Juni 2013, Kolymvari, Kreta, Griechenland; ProcessNet-Jahrestagung 2014 und 31. DE-
CHEMA-Jahrestagung der Biotechnologen, 2010, Aachen, Deutschland; Metabolic Engineering X,
2014, Vancouver, Kanada, 12th Yeast Lipid Conference, 2015, Ghent, Belgien; Biochemical and
Molecular Engineering XIX, 2015, Puerto Vallarta, Mexiko) vorgestellt. Mindestens 5 weitere Pub-
likationen sind in Vorbereitung. Die generierten Stamme und gemachten Erfindungen sind durch
ein Patent (WO 2015/121168 A1) geschiitzt, ein weiteres ist eingereicht (ORG/EP/1502, angemel-
det am 4.11.2015 (Kanzlei Jungblut und Seuss)).

5 Diskussion

In dem dreijahrigen TRITERP Projekt wurde erfolgreich ein Hefestamm konstruiert, der in der Lage
ist beachtliche Mengen pentazyklischer Triterpene zu produzieren. Unter optimierten Fermenta-
tionsbedingungen wurde ein Gesamttiter der pentazyklischen Triterpene von 5,4 g/L erzielt (ent-
sprechend einem spezifischen Gehalt von 30% g/gcow) bei einer Produktivitat von 8.3 mg/L/h. Der
Betulinsauretiter betrug 1,3 g/L (~7% g/gcow). Dies entspricht einer 50-fachen Steigerung im Ver-
gleich zum Produktionsstamm der ersten Generation (BA5), in welchem das als Hauptprodukt
Squalen akkumulierte und in nur geringem Male in Betulinsdure umgesetzt wurde. Ausschlagge-
bend fiir die hohe Produktivitat des finalen Stammes ist die Verringerung der Lanosterolsynthase
Erg7p, mit welcher die Oxidosqualenzyklase um die gemeinsame Vorstufe 2,3-Oxidosqualen kon-
kurriert aber auch weitere zufallige Mutationen in diesem Stamm, die durch vergleichende Geno-
mik identifiziert wurden. Eine umfassendere Charakterisierung des Stammes durch systembiolo-
gische Ansatze ist sinnvoll, um weitere Ansatzpunkte zur Stamm- und Prozessverbesserung zu
identifizieren. Das in Bioreaktor-Fermentationen des Hefestammes gebildete Triterpen Gemisch
setzte sich zusammen aus 2% Squalen, 22% Lupeol, 44% Betulin, 8% Betulinaldehyd und 24% Be-
tulinsaure. Die verwendete Monooxygenase ist somit nicht in der Lage Lupeol vollstandig in das
Endoxidationsprodukt Betulinsdure umzusetzen. Eine weitere Stammoptimierung sollte daher die
Integration spezifischer Alkohol und Aldehyddehydrogenasen, die den Schritt von Betulin zum Be-
tulinaldehyd und Betulinsdure katalysieren, verfolgen. Im natiirlichen Produzenten, der Platane,
gibt es offensichtlich effiziente Enyzme, da hier Betulinsdure das Haupttriterpen ist (siehe Abb.
36). Vielversprechend ist auch die Verwendung der Cytochrome Reduktase MTR aus Medicago
truncatula, sowie die Uberexpression von ERG1 und Deletion von PAH1, die in andern Stimmen
zu einer Steigerung der Triterpensynthese beigetragen haben. Im Projektverlauf wurde ein Assay
zur Charakterisierung von Triterpenexportern entwickelt, welches nun eingesetzt werden kann,
um spezifische Transportproteine zu finden. Der Export der Triterpene ist sehr erstrebenswert, da
es so scheint, dass die Hefen nur begrenzt mit Produkt beladen werden kénnen und es bei hoher
Beladung zu Zelllyse kommt.
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Abbildung 36: HPLC Chromatogramm des Extraktes von Platanenrinde. Die gemessene Menge Betulinsdure entspricht
etwa 1.34 % g/gRinde

Insgesamt ist das Projektergebnis als sehr positiv zu werten, das Ziel der Entwicklung eines mikro-
biologischen Verfahrens zur Produktion von Betulinsdure und anderen werthaltigen Derivaten
wurde erreicht. Die Entwicklung eines grofRtechnischen Prozesses zur umweltfreundlichen und
O0konomischen Produktion pentazyklischer Triterpene bewerten wir als realistisch.

6 Fazit

Das Projekt TRITERP konnte mit Erfolg abgeschlossen werden. In dem dreijahrigen Projekt wurden
Hefestamme konstruiert mit denen unter optimierten Fermentationsbedingungen 5,4 g/L Triter-
pene (ca. 30% g/gcow, ZUsammensetzung: 8% Lupeol, 44% Betulin, 22% Betulinaldehyd, 24% Be-
tulinsdure, 3% Squalen) synthetisiert wurden, der Betulinsduretiter betrug 1,3 g/L. Die selektive
Extraktion der Wertprodukte durch Aceton erlaubt eine erste Anreicherung der Hauptprodukte,
ohne vorheriges AufschlieBen der Zellen. Eine anschlieRende komplette Aufreinigung der Pro-
dukte ist durch Chromatographie und Destillation moglich. Die Okoeffizienzanalyse ergab, dass
der hohe Titer gemeinsam mit dem ressourcenschonenden und umweltfreundlichen Aufarbei-
tungsverfahren das Verfahren nicht nur in wirtschaftlicher sondern auch aus 6kologischer Sicht zu
einer attraktiven Alternative zu der bisherigen Extraktion aus Pflanzenmaterial macht. Zwei Pa-
tente zum Schutz der im Projekt generierten Stdmme und Verfahren wurden bereits angemeldet.
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Anhang

Tabelle A1: Ubersicht der entwickelten Stamme

Stamm Genotyp Beschreibung

CEN.PK 102-5B  MATa, ura3-52, his3Deltal, leu2-3/112 MAL2-8c SUC2 Referenzstamm

(URA-; HIS; LEU)

CFB1010 CEN.PK 102-5B + tHMG are2 Basisstamm fiir die Metabolic
Engineering Arbeiten der DTU

CK24, Pcup: CFB1010 + Pcyps-3vGFP Test von induzierbaren oder

CK25, Papkz; CEB1010 + Panps-3VGEP wachstumsabhangigen Pro-
motoren zur Steuerung der

CK26, Prxry CFB1010 + Punx-3VvGFP TEV Protease Expression

CK28, Pcupi-spo13 CFB1010 + Pcyp1-SPO13-3vGFP

CFB2105 CFB1010 mit ERG7+Degronkasette Gerichtete Degradation des

CK11 CFB2105 + peups regulierte TEV Protease Erg7p Proteins

CK41 CFB2105 + papwz regulierte TEV Protease

CK42 CFB2105 + ppxr7 regulierte TEV Protease

CK43 CFB2105 + pcupi-spo13 regulierte TEV Protease

CK51 CFB1010 + pgers7 Austausch durch puxrs Transkriptionelle  Kontrolle
der ERG7 Expression

BA4 CFB1010 + TDH3 kontrollierte Uberexpression von Betulinsidureproduzent

ERG1 + AtLUP1 + CYP716Al1 (multiple Integration), ein-
fache Integration von ATR2 und tHMG1

Simo1578 entspricht CK11 ERG7-degron tHMG11 ATR2
ARE2A pcyps-TEV clone A5

Simo1575 entspricht CK11, Mutation im ERG7 Gen fihrt zu AuRer- ERG7-degron tHMGI ATR2

CEN.PK111-61A

CEN.PK2A

CEN.PK2U

CEN.PK2U

pTT1-0OEW
LjCPRI-A9

CEN.PK111-61A

pTT1-OEW  pTT2-
LjCPR1-A9

CEN.PK111-61A
pTT1-OEW
CEN.PK111-61A
pTT1-GuLUP1
CEN.PK2U
pTT1-OEW
CEN.PK2U
pTT1-GuLUP1

CEN.PK2U
OEW

pTT2-LjCPRI-A12

pTT2-

pTT1-

kraftsetzen des Stopcodons

MATa; ura3-52; leu2-3_112; TRP1; his3deltal; MAL2-
8C; suUC2

CEN.PK111-61A
are2::tHMG1, kanMX
CEN.PK111-61A
ura3::tHMG1, kanMX

CEN.PK2U + OEW, LjCPR1, CYP716A9 (episomale Ex-
pression Uber CEN/ARS Plasmide)

CEN.PK111-61A OEW, LjCPR1, CYP716A9 (episomale Ex-
pression iber CEN/ARS Plasmide)

CEN.PK111-61A OEW (episomale Expression uber
CEN/ARS Plasmid)

CEN.PK111-61A GuLUP1 (episomale Expression uber
CEN/ARS Plasmid)

CEN.PK2U OEW (episomale Expression iber CEN/ARS
Plasmid)

CEN.PK2U

GuLUP1 (episomale Expression tiber CEN/ARS Plasmid)

CEN.PK2U OEW, LjCPR1, CYP716A12 (episomale Expres-
sion Uiber CEN/ARS Plasmide)

ARE2A pcyps-TEV clone Al

Laborstamm/Ausgangsstamm

Squalen-tberproduzierende
Stamme

CEN.PK2U ist Basisstamm der
Metabolic Engineering von
Organobalance

Betulinsdureproduzent

Vergleichsstamm zum Betu-

linsdureproduzenten

Vergleich der OSC Gene

Vergleich der CYP-Gene
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Tabelle A1: Ubersicht der entwickelten Stimme (fortgesetzt)

Stamm Genotyp Beschreibung
CEN.PK2U pTT1- CEN.PK2U OEW, LjCPR1, CYP716AL1 (episomale Expres-
OEW sion Uiber CEN/ARS Plasmide)

pTT2-LjCPR1-AL1

CEN.PK2U pTT1- CEN.PK2U OEW, LjCPR1, CYP716A15 (episomale Expres-
OEW sion Uber CEN/ARS Plasmide)

pTT2-LjCPR1-A15

CEN.PK2U pTT1- CEN.PK2U OEW, LjCPR1, CYP716A17 (episomale Expres-
OEW sion Uiber CEN/ARS Plasmide)

pTT2-LjCPR1-A17

CEN.PK2U pTT1- CEN.PK2U OEW, LjCPR1, CYP716A9 (episomale Expres-
OEW sion Uiber CEN/ARS Plasmide)

pTT2-LjCPR1-A9

CEN.PK2U pTT1- CEN.PK2U OEW, LjCPR1, CYP716AB1 (episomale Expres-
OEW sion Uber CEN/ARS Plasmide)

pTT2-LjCPR1-B1

CEN.PK2U pTT1- CEN.PK2U OEW, LjCPR1, CYP716A41 (episomale Expres-
OEW sion Uber CEN/ARS Plasmide)

pTT2-LjCPR1-A41

CEN.PK2U pTT1- CEN.PK2U OEW, LjCPR1, CYP716AB2 (episomale Expres-
OEW sion Uber CEN/ARS Plasmide)

pTT2-LjCPR1-B2

CEN.PK2U pTT1- CEN.PK2U OEW, ATR, CYP716A15 (episomale Expres- Vergleich der CPR-Gene
OEW sion Uber CEN/ARS Plasmide)

pTT2-ATR-A15

CEN.PK2U pTT1- CEN.PK2U OEW, ATR, CYP716A17 (episomale Expres-
OEW sion Uber CEN/ARS Plasmide)

pTT2-ATR-A17

CEN.PK2U pTT1- CEN.PK2U OEW, ATR, CYP716A9 (episomale Expression
OEW Uber CEN/ARS Plasmide)

pTT2-ATR-A9

CEN.PK2U pTT1- CEN.PK2U OEW, NCP1, CYP716A15 (episomale Expres-
OEW sion Uber CEN/ARS Plasmide)

pTT2-NCP1-A15

CEN.PK2U pTT1- CEN.PK2U OEW, NCP1, CYP716A17 (episomale Expres-
OEW sion Uber CEN/ARS Plasmide)

pTT2-NCP1-A17
CEN.PK2U pTT1- CEN.PK2U OEW, NCP1, CYP716A9 (episomale Expres-

OEW sion Uber CEN/ARS Plasmide)

pTT2-NCP1-A9

CEN.PK2U pTT1- CEN.PK2U OEW, CrCPR, CYP716A15 (episomale Expres-
OEW sion Gber CEN/ARS Plasmide)

pTT2-CrCPR-A15

CEN.PK2U pTT1- CEN.PK2U OEW, CrCPR, CYP716A17 (episomale Expres-
OEW sion Uber CEN/ARS Plasmide)

pTT2-CrCPR-A17
CEN.PK2U  pTT1- CEN.PK2U OEW, MTR, CYP716A15 (episomale Expres-

OEW sion Uber CEN/ARS Plasmide)

pTT2-MTR-A15

CEN.PK2U pTT1- CEN.PK2U OEW, CrCPR, CYP716A9 (episomale Expres-
OEW sion Uber CEN/ARS Plasmide)

pTT2-CrCPR-A9




Tabelle A1: Ubersicht der entwickelten Stimme (fortgesetzt)

Stamm

Genotyp

Beschreibung

CEN.PK2U pTT1-

OEW
pTT2-MTR-A17

CEN.PK2U pTT1-

OEW
pTT2-MTR-A9

CEN.PK111-61A
opill

CEN.PK111-61A
pahlA

BAS

BAS Ergl pTY

BA5.2

BAS5 pahlA
Simo1575 pTY

CK12_10

CK18 2.7

CK18_3_5

CEN.PK2U OEW, MTR, CYP716A17 (episomale Expres-
sion Uiber CEN/ARS Plasmide)

CEN.PK2U OEW, MTR, CYP716A9 (episomale Expression
Uber CEN/ARS Plasmide)

CEN.PK111-61A, YHLO20C::kanMX
CEN.PK111-61A YMR165C:: hphMX

CEN.PK2U OEW, LjCPR1, CYP716A15 (einfache genomi-
sche Integration)

BAS + Uberexpression von ERG1, multiple Integration
von OEW, CYP716A15 liber pTY-System

BAS Ergl + OEW, CYP716A15 (Expression Uber multi-
copy Plasmid move)

BAS5, YMR165C:: hphMX

Simo1575 + multiple Integration von OEW, CYP716A15
Uiber pTY-System

CFB2105 + pcyp; regulierte TEV Protease + multiple In-
tegration von AtLUP1, CYP716AL1 liber TY System

CFB2105 + ppxy7 regulierte TEV Protease + multiple In-
tegration von AtLUP1, CYP716AL1 lber TY System

CFB2105 + puxr7 regulierte TEV Protease + multiple In-
tegration von AtLUP1, CYP716AL1 liber TY System

Betulinsdureproduzent

Betulinsdureproduzent

Betulinsdureproduzent

Betulinsdureproduzent

Betulinsdureproduzent

Betulinsdureproduzent

Betulinsdureproduzent

Betulinsdureproduzent
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