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Zusammenfassung

Aufgrund der begrenzten fossilen Ressourcen, ist ein Wandel von der aktuellen
petrochemischen Industrie zu einer nachhaltigen bio-basierten chemischen Industrie eine der
wesentlichen Herausforderungen des 21. Jahrhunderts. Petrochemisch produzierte
Grundchemikalien kénnen prinzipiell durch so genannte (bio-basierte) Plattformchemikalien
ersetzt werden. Die Herausforderung besteht darin, die biotechnologischen Prozesse so zu
optimieren, dass die Chemikalien kostengiinstig produziert werden konnen.

In dieser Arbeit sollte die Produktion der potentiellen Plattformchemikalie Itaconat optimiert
werden. Hierfir wurde zunichst der Weg fur die Itaconatbiosynthese in Escherichia coli
eingebracht. Da der mikrobielle Stoffwechsel jedoch fiir die Produktion von Biomasse
ausgerichtet ist, wurden nur geringe Mengen an Itaconat synthetisiert. Um die intrazelluldren
Flisse gezielt zum Produkt umzuleiten, wurde daher ein iterativer modellbasierter Ansatz
verfolgt, mit dem Kombinationen von Gendeletionen berechnet werden, die zur wachstums-
gekoppelten Synthese von Itaconat filhren. Dieser Ansatz erlaubte auch eine Anpassung des
Modells, wenn eine signifikante Verdnderung der Nebenproduktbildung beobachtet wurde. So
wurden sowohl die Abgabe von Pyruvat (Iteration 2) als auch die Abgabe und Aufnahme von
Glutamat (Iteration 3) im Verlauf der Stammkonstruktion ins Modell integriert. Uber drei
Iterationen wurde somit der Stamm ita23 (MG1655 Aaced AsucCD ApykAd ApykF Apta
APicd::cam_P2 /pCadCs) konstruiert, welcher Itaconat mit der gewiinschten hohen Ausbeute
produzierte. Die im Schiittelkolben erzielte Ausbeute von 0,77 mol/(mol Glucose) ist zudem
die hochste Ausbeute, die jemals fiir die heterologe Itaconatproduktion beschrieben wurde. Fiir
eine strikte Wachstumskopplung, wie sie durch den modellbasierten Ansatz erzwungen werden

soll, wiren jedoch noch weitere Interventionen zu implementieren.

Neben einer hohen Produktausbeute wird fiir die industrielle Produktion eine hohe Produktivitit
gefordert. Beide konnen jedoch nicht gleichzeitig maximiert werden. Ein attraktiver Ansatz ist
daher ein sogenannter zweistufiger Prozess, bei dem Biomasse- und Produktbildung entkoppelt
werden. Somit kann in der ersten Stufe die Produktion der Biomasse und in der zweiten Stufe
die Synthese des Produktes optimiert werden. In dieser Arbeit wurde basierend auf dem vorher
konstruierten Itaconatiiberproduzenten (ita23) solch ein zweistufiger Prozess entworfen.
Hierfiir wurde ein Stamm mit einem dynamisch regulierten TCA-Zyklus konstruiert. Die
temperaturabhéngige Expression der Isocitratdehydrogenase ermdéglichte die schnelle
Generierung von Biomasse bei hoher Temperatur (37 °C) und die Produktion von Itaconat bei
niedriger Temperatur (< 30 °C). Unter Berticksichtigung der Umschaltzeit von der Wachstums-
in die Produktionsphase wurde anschlieend ein Bioreaktorprozess entworfen, der durch die
zweiphasige Prozessfithrung eine um 22 % hoéhere volumetrische Produktivitit aufwies als ein
entsprechender einstufiger Prozess. Im Vergleich zum statischen Stamm ita23 konnte zudem
der Titer um 46 % auf 46,9 g/ erhoht werden. Zudem war fiir das Wachstum des dynamischen

Produktionsstammes keine Zugabe von externen Glutamat nétig.
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Summary

Due to limited fossil resources, the change from the current petrochemical industry to a
sustainable bio-based chemical industry is one of the main challenges of the 21% century. In
principle, so-called (bio-based) platform chemicals can replace petrochemically produced bulk
chemicals. The challenge is to optimize the biotechnological processes for the cost-efficient
production of these compounds.

This work aimed to optimize the production of the potential platform chemical itaconate.
Initially, the pathway for the itaconate biosynthesis was introduced into Escherichia coli.
However, since the microbial metabolism is optimized for biomass formation, only small
amounts of itaconate were synthesized. For the targeted redirection of the intracellular fluxes
to the product, an iterative model-based approach allowing the calculation of combinations of
gene deletions for growth-coupled synthesis of itaconate was pursued. This approach also
enabled an adaption of the model, if significant changes in byproduct formation were observed.
By this way, the excretion of pyruvate (iteration 2) as well as the excretion and uptake of
glutamate (iteration 3) were integrated into the model in the course of the strain construction.
Within three iterations, the strain ita23 (MG1655 Aaced AsucCD ApykA ApykF Apta
APicd::cam_P2 /pCadCs) was constructed, which produced itaconate with the desired high
yield. Moreover, the yield of 0,77 mol/(mol glucose) of the shake flask cultivation was the
highest yield ever reported for the heterologous itaconate production. However, to achieve strict
growth-coupling as demanded by the model-based approach, further interventions would have
to be implemented.

Besides a high yield, a high productivity is required for the industrial production. Both cannot
be optimized simultaneously. Therefore, an attractive approach is a so-called two-stage process,
decoupling biomass and product formation. Hence, the production of biomass can be optimized
in the first stage and the synthesis of the product in the second stage. In this work, a two-stage
process was designed based on the high yield itaconate production strain ita23. For this purpose,
a strain with a dynamically regulated TCA-cycle was constructed. The temperature-dependent
expression of the isocitrate dehydrogenase enabled the fast generation of biomass at high
temperature (37 °C) and the production of itaconate at low temperature (< 30 °C). Considering
the time delay between growth and production phase, a bioreactor process was developed,
which showed an increase in productivity by 22 % in the two-stage process compared to the
one-stage process. In comparision to the static strain ita23, the titer was improved by 46 % to
46,9 g/l. Moreover, no addition of glutamate was necessary anymore for the growth of the
dynamic production strain.
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Abkiirzungsverzeichnis

Abkiirzungen von Reaktionen und Metaboliten finden sich im Anhang in den Tabellen A1 und A2.

Abkiirzung Bedeutung

A. terreus Aspergillus terreus

AHL 2-Oxohexanoylhomoserinlacton
asRNA antisense RNA

bp Basenpaar

BSA Rinderserumalbumin

BTM Biotrockenmasse

CBM constraint-based modeling

cDNA komplementidre DANN

cMCS constrained Minimal Cut Set

CRISPR Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats
DAD Diodenarraydetektor

DNA Desoxyribonucleinsdure

DOE Department of Energy (Energieministerium USA)
dsDNA doppelstringige DANN

E. coli Escherichia coli

EFV Elementarer Flussvektor

EM Elementarmodus/ Elementarmoden
EMB Bedingung fiir Elementarmodus

FBA Flussbilanzanalyse

FVA Flussvariabilitdtsanalyse

HPLC Hochdruckfliissigkeitschromatographie
KO Knockout (Gendeletion)

LB Luria-Bertani

MCS Minimal Cut Set

Mio Millionen

MMF Minimale metabolische Funktionalitat
MOPS 3-(N-Morpholino)propansulfonséure
Mrd Milliarden

NB Nebenbedingung

NGS Sequenzierung der ndchsten Generation
OD optische Dichte

PAM Protospacer angrenzendes Motiv

PCR Polymerasekettenreaktion

pO2 Sauerstoffpartialdruck

PPW Pentosephosphatweg

RBS Ribosomenbindestelle

RNA Ribonukleinsdure

SBR Styrol-Butadien-Kautschuk

SFV stationdre Flussverteilung

sgRNA einzelne fithrende RNA

SNP Einzelnukleotidpolymorphismus
sRNAs synthetische regulatorische RNAs
ssDNA einzelstrangige DNA

TCA Tricarbonséure

UV Ultraviolett

\%
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