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Photobiotechnologie

Terpenoidsynthese in dem phototrophen
Bakterium Rhodobacter capsulatus
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Terpenoids offer various properties relevant for biotech and pharma
industries. Production in microbes is a sustainable way to provide
these compounds for industrial use. The phototrophic bacterium
Rhodobacter capsulatus has some unique characteristics making it a
promising alternative host for terpenoid production. Recombinant
biosynthetic pathways can be individually adapted through modular
engineering to meet the specific requirements of each microbial

terpenoid production process.
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B Die Klasse der Terpenoide, die haufig
auch als Isoprenoide bezeichnet werden, bil-
det mit iiber 80.000 identifizierten Verbin-
dungen eine der groten Sekundarmetabolit-
Gruppen [1]. Sie werden natiirlicherweise
von zahlreichen Mikroorganismen, Pflanzen
und Tieren synthetisiert und sind zum Bei-
spiel in dtherischen Olen vieler Nutz- und
Heilpflanzen zu finden. In der Natur vorkom-
mende Terpenoide bestehen in der Regel aus
einer variablen Anzahl von C,-Isopreneinhei-
ten. Diese Grundbausteine werden in Pro-
und Eukaryoten tiber zwei unterschiedliche
Biosynthesewege, den 2-C-Methylerythritol-
4-phosphat(MEP)- sowie den Mevalonat
(MVA)-Weg [2,3], erzeugt und anschlieBend
durch enzymatisch katalysierte Kondensati-
onsreaktionen miteinander verkniipft. Die so
entstandenen Zwischenprodukte GPP (Gera-
nylpyrophosphat), FPP (Farnesylpyrophos-
phat) bzw. GGPP (Geranylgeranylpyrophos-
phat) werden typischerweise anschlieBend
in enzymatischen Schliisselreaktionen bei-
spielsweise zyklisiert oder chemisch ,deko-
riert. Anhand der Anzahl der C,-Einheiten
wird u. a. zwischen Mono(C, ;)-, Sesqui(C, ;)-,
Di(C,,), Tri(C,)- und Tetra(C,)- Terpenoi-

den mit jeweils zwei, drei, vier, sechs bezie-
hungsweise acht C,-Einheiten unterschieden
[4]. Aufgrund ihrer strukturellen Diversitit
weisen Terpenoide eine Vielzahl von biotech-
nologisch und medizinisch relevanten Funk-
tionen auf und werden daher in der Lebens-
mittel-, Futtermittel-, Kosmetik- und Pharma-
industrie beispielsweise als Duft-,
Geschmacks-, Farb- oder Wirkstoffe einge-
setzt. Bekannte Vertreter dieser Wert- und
Wirkstoffklassen sind z. B. die Sesquiterpene
Valencen, ein Aromastoff der Orange, und
Artemisinin aus Artemisia annua (einjahriger
BeifuB), welches erfolgreich als Wirkstoff
gegen Malaria eingesetzt wird. Da die Extrak-
tion von Terpenoiden aus Pflanzenmateriali-
en ein sehr zeit- und kostenaufwendiger
Prozess sein kann, gibt es seit einiger Zeit
zahlreiche Bestrebungen, diese Naturstoffe
biotechnologisch in entsprechend modifizier-
ten und optimierten Mikroorganismen zu
produzieren. Neben dem Bakterium Escheri-
chia coli und der Hefe Saccharomyces cerevi-
siae, die bereits heute in unzédhligen indust-
riellen Produktionsprozessen erfolgreich
eingesetzt werden, riicken auch phototrophe
Mikroorganismen als alternative Terpenoid-

Produktionswirte immer mehr in den Fokus
der Wissenschaft [5].

Rhodobacter sind vielversprechende
alternative Terpenoidproduzenten

Phototrophe Bakterien, wie die Nichtschwe-
felpurpurbakterien Rhodobacter capsulatus
und Rhodobacter sphaeroides, konnen mittels
anoxygener Photosynthese Licht als Energie-
quelle fiir die Fixierung von Kohlenstoffdi-
oxid (CO,) und Luftstickstoff (N,) sowie fiir
biotechnologische Produktionsprozesse nut-
zen [6]. Aufgrund des phototrophen Stoff-
wechsels weisen Rhodobacter-Zellen neben
dem intrinsischen Carotinoid-Biosynthese-
weg - diese Photopigmente gehort zu der
Klasse der Tetraterpenoide und werden in
groBen Mengen in der Zelle synthetisiert —
besondere morphologische Eigenschaften
auf, die fiir die Synthese wirtsfremder Terpe-
noide von Vorteil sein konnen. Hierzu zahlt
die Ausbildung von intracytoplasmatischer
Membranvesikel, die sowohl membranstan-
dige Enzyme als auch die hydrophoben Inter-
mediate und Produkte der Terpen-Biosynthe-
sewege aufnehmen und speichern konnen.
Um Rhodobacter-Zellen fiir die Produktion
von Terpenoiden umzuprogrammieren und
zu optimieren, konnen verschiedene zellula-
re Prozesse adressiert und in einem modula-
ren Engineering-Konzept miteinander kom-
biniert werden (Abb. 1). Neben der Verbes-
serung der heterologen Genexpression wer-
den so MaBnahmen ergriffen, die zu einem
gerichteten Fluss der Stoffwechselintermedi-
ate innerhalb des rekombinanten Biosynthe-
sewegs vom zentralen Kohlenstoffmetabolis-
mus hin zur Zielverbindung fiihren.

Heterologe Synthese verschiedener
Terpenoide in Rhodobacter capsulatus

In allen bislang evaluierten Terpenoid-
Biosynthesewegen fiihrte die alleinige
Expression des jeweiligen heterologen Ter-
pensynthasegens in R. capsulatus zu einer
sehr geringen Produktausbeute. Erst durch
die Kombination einiger der in Abbildung 1
genannten Engineering-Module konnten in
den letzten Jahren verschiedene wirtsfremde
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Tab. 1: Erfolgreich produzierte Terpenoide in Rhodobacter capsulatus, die angewandten Engineering-Strategien sowie die anwendungsrelevanten
Eigenschaften der Produkte. Farben der Module siehe Abb. 1.

Terpen Heterologe Synthase engineering Module Eigenschaften Referenz

Valencen CnVS rotes, griines & blaues Modul Geschmacks- und Duftstoff
S . [8]
(Callitropsis nootkatensis)

Patchoulol PcPS rotes & griines Modul Duftstoff
: [8]
(Pogostemon cablin)

B-Caryophyllen QHS1 rotes & griines Modul entziindungshemmende Wirkung; antiphytopathogen [11]
(Artemisia annua)

Casben RcCS grines Modul antimykotisch [10]
(Ricinius communis)

Squalen McSQsS selbes, grines & blaues Modul Antioxidationsmittel und Impfstoffzusatz [7,10]
(Methylococcus capsulatus)

Cycloartenol CAS1 rotes, blaues & oranges Modul Phytosterol-Vorstufe [7,9]
(Arabidopsis thaliana)

B-Carotin CrtYl grines Modul Lebensmittelfarbstoff, Vitamin A-Vorstufe [10]
(Pantoea ananatis)

Phototrophe
Kultivierung

Licht

Zentraler Kohlenstoff-Metabolismus

metabolic engineering Module

Expression
der Terpenoid-
Biosynthesegene

=D

Promotoren/ RBS /

Anpassung (
des Prenylphosphz

GPP — FPP —
(Ci0) (Cis)

- Terpenoide .
Limonen (Cy,) Valencen (C,5) Casben (Cy) Squalen (C3p) B-Carotin (C4o)

A Abb. 1: Modulares Konzept zur Implementierung und Verbesserung der Terpenoidproduktion in Rhodobacter. Die jeweiligen Module sind farblich
markiert und umfassen die folgenden Strategien: Gelbes Modul: Optimierung der Expression von Terpenoid-Biosynthesegenen. RBS: Ribosomenbinde-
stelle. Rotes Modul: Metabolic Engineering der Isoprenbiosynthese. Dieser Optimierungsschritt kann die heterologe Expression der MVA-Biosynthese-
gene einschlieBen. MEP: 2-C-Methylerythritol 4-phosphat; MVA: Mevalonat. Griines Modul: Optimierung der Prenylphosphat-Synthese. Die Prenylphos-
phat-Verbindungen GPP, FPP sowie GGPP sind die direkten Terpenoidvorstufen, die durch geeignete Terpensynthasen (blaues Modul) zu den
gewiinschten Zielverbindungen umgesetzt werden. Oranges Modul: Optimierung des Zusammenspiels der einzelnen Engineering-Module. Im unteren
Teil der Abbildung sind einige der Terpenoide dargestellt, die mithilfe des modularen Engineering-Konzepts erfolgreich in R. capsulatus erzeugt werden
konnten. CC BY 4.0, aus [5].
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Sesqui-, Di-, Tri und Tetraterpene in R. cap-
sulatus erfolgreich synthetisiert werden
(Tab. 1, [7-11]). Dabei wurde gezeigt, dass
die effektive Synthese fast jeder Zielverbin-
dung eine individuelle Anpassung des
rekombinanten Stoffwechselwegs erforder-
lich machte.

Neben dem modularen Engineering kann
auch die Anderung der Belichtungsbedin-
gungen zu einer deutlichen Verbesserung
der Produktausbeute fiihren. Am Beispiel der
Synthese des Sesquiterpens B-Caryophyllen
in R. capsulatus konnten wir zeigen, dass
insbesondere ein hoher Infrarotlichtanteil
(~850 nm) im Spektrum der verwendeten
Lichtquelle zu hohen Produkttitern beitragen
kann [11]. Dabei gewéhrleistet die Anpas-
sung der Belichtungsbedingungen vermut-
lich eine verbesserte Anregung des Photopig-
ments Bakteriochlorophyll a, welches im
Gegensatz zu den Chlorophyllen aus Pflan-
zen und Cyanobakterien hauptsachlich Licht
dieses Wellenldngenbereichs absorbiert.

Die in der letzten Dekade entwickelten
Strategien zur Erzeugung und Optimierung
komplexer rekombinanter Stoffwechselwege
ermoglichten es, biotechnologisch relevante
Terpenoide in mikrobiellen Produktionswir-
ten herzustellen. Diese Strategien wurden
nun auf phototrophe Bakterien zur Evaluie-
rung ihres biotechnologischen Potenzials
erfolgreich iibertragen und angewendet.
Hierbei scheint inshesondere die Kombina-
tion der phototrophen Lebensweise mit der
Synthese von wirtsfremden Terpenoiden
eine vielversprechende Strategie zu sein, die

in naher Zukunft eine nachhaltige Gewin-
nung dieser Wert- und Wirkstoffe ermdogli-
chen kann.
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