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2 Zusammenfassung / Summary

Die Nutzung des Klimagases CO, als Rohstoffquelle flir chemische Produktsynthesen ist
Gegenstand intensiver Forschung. Eine Mdglichkeit, CO, einer chemischen Wertschopfung
zuzufuhren, besteht in dessen (elektro)chemischer Reduktion zu den Alkoholen Methanol
oder Ethylenglykol. Beide Verbindungen kénnen mikrobiell zu zahlreichen Chemikalien um-
gewandelt werden. Dabei ist es wichtig zu betonen, dass alle Stoffwechselwege zur Nutzung
von Ethylenglykol prinzipiell kompatibel sind mit der Nutzung von Methanol, da das Zwi-
schenprodukt Glykolaldehyd auch aus Methanol Gber die Zwischenstufe Formaldehyd her-
gestellt werden kann.

Ziel dieses Projekts war der Aufbau eines synthetischen Stoffwechselwegs, der Ethylengly-
kol zu 2,4-Dihydroxybutyrat (DHB) umwandeln kann. DHB ist ein Vorlaufermolekil fir das
Methionin-Analogon 2-Hydroxy-4-methylthiobutyrat, welches vor allem als Futtermittelzu-
satzstoff in der Hihnermast zum Einsatz kommt. Dartber hinaus wird es als Monomer fir die
Entwicklung neuartiger Biokunststoffe getestet.

Der Stoffwechselweg besteht aus sechs enzymatischen Reaktionen und verlauft Gber die
charakteristischen Zwischenprodukte Glykolaldehyd und Threose verlauft. Daher wurde er
als synthetischer Stoffwechselweg zur Threose-abhangigen Assimilation von Glykolaldehyd
(STEGA pathway) in die Literatur eingefuhrt. In der ersten Projektphase wurden Enzyme fir
alle benotigten Aktivitaten identifiziert. Diese wurden anschlieBend im Produktionsstamm
Escherichia coli exprimiert, um in einem ersten proof-of-concept zu zeigen, dass der Stoff-
wechselweg funktioniert. AnschlieRend wurde gezeigt, dass der synthetische Stoffwechsel-
weg auch an die Biosynthese von Threonin gekoppelt werden kann. AbschlieRend lag der
Fokus auf der Verbesserung ausgewahlter Enzyme des Stoffwechselwegs. Durch gezieltes
Proteinengineering wurde eine unerwiinschte Nebenaktivitdt der Threose-Aldolase ausge-
schaltet, um so Kohlenstoffverluste zu reduzieren. Des Weiteren wurde die Aktivitdt der
Threose-Dehydrogenase stark gesteigert, und so der Kohlenstofffluss durch den Stoffwech-
selweg erhoht. Die Expression der verbesserten Enzyme in einem E. coli Stamm fuhrte zu
einer Verbesserung des DHB Ertrags und ermdglichte die Herstellung von 5,2 mM DHB bei
einem Ertrag von 0,16 Cmol/Cmol in einfachen Schittelkolbenkulturen.

Begleitend zu diesen Arbeiten wurden in einer Ubersichtsarbeit die Kohlenstoffeffizienzen
von natdrlichen und synthetischen Stoffwechselwege fur die Assimilation von Methanol und
Ethylenglykol fur die Produktion reprasentativer Chemikalien verglichen. Dabei konnte ge-
zeigt werden, dass die synthetischen Stoffwechselwege deutlich hthere Kohlenstoffertrage
bei der Herstellung von Chemikalien aufweisen als natirliche, was die Notwendigkeit der

Entwicklung synthetischer Reaktionssequenzen belegt.
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The use of the greenhouse gas CO; as a carbon feedstock for the synthesis of chemicals
has become a major focus of research. One promising strategy for incorporating CO; into
chemical value chains is its (electro)chemical reduction to the alcohols methanol or ethylene
glycol. Both compounds can subsequently be converted by microorganisms into a wide
range of chemicals. Importantly, all metabolic pathways for ethylene glycol utilization are, in
principle, compatible with methanol utilization, since the key intermediate glycolaldehyde can
also be produced from methanol via formaldehyde.

The objective of this project was to establish a synthetic metabolic pathway capable of con-
verting ethylene glycol into 2,4-dihydroxybutyrate (DHB). DHB is a precursor of the methio-
nine analogon 2-hydroxy-4-methylthiobutyrate, which is widely used as a feed additive in
poultry diets. In addition, it is being investigated as a monomer for the development of novel
bioplastics.

The pathway comprises six enzymatic reactions and proceeds via the characteristic interme-
diates glycolaldehyde and threose. It has therefore been introduced in the literature as the
synthetic metabolic pathway for threose-dependent assimilation of glycolaldehyde (STEGA
pathway). During the first phase of the project, enzymes catalyzing all required reaction steps
were identified. These enzymes were subsequently expressed in the production host Esche-
richia coli to provide an initial proof of concept demonstrating the functionality of the pathway.
It was then shown that the synthetic pathway can also be coupled to threonine biosynthesis.
The final phase of the project focused on improving selected pathway enzymes. Through
targeted protein engineering, an undesirable side activity of the threose aldolase was elimi-
nated, thereby reducing carbon losses. Furthermore, the activity of the threose dehydrogen-
ase was strongly increased, leading to enhanced carbon flux through the pathway. Expres-
sion of the engineered enzymes in an E. coli production strain improved DHB vyields and en-
abled the production of 5.2 mM DHB with a yield of 0.16 C-mol/C-mol in simple shake-flask
cultures.

In parallel with these experimental studies, a review was conducted which compared the
carbon efficiencies of natural and synthetic metabolic pathways for the assimilation of meth-
anol and ethylene glycol in the production of representative chemicals. The analysis demon-
strated that synthetic pathways achieve substantially higher carbon yields than their natural
counterparts, highlighting the importance of developing synthetic reaction sequences for effi-

cient carbon utilization.

Deutsche Forschungsgemeinschaft
Kennedyallee 40 - 53175 Bonn - Postanschrift: 53170 Bonn

Telefon: + 49 228 885-1 - Telefax: + 49 228 885-2777 - postmaster@dfg.de - www.dfg.de



DFG-Vordruck 3.06 — 03/25

Seite 4 von 11

3 Wissenschaftlicher Arbeits- und Ergebnisbericht

3.1 Projektspezifische Ergebni

sse

Identifizierung von Enzymen zur Bereitstellung aller Aktivitdten des Stoffwechselwegs

Ausgangspunkt der Arbeiten war die Entwicklung eines vollstandig synthetischen, linearen

Stoffwechselwegs (STEGA, Synthetic Threose-dependent Glycolaldehyde Assimilation), der

Ethylenglykol (EG) bzw. dessen Zwischenprodukt Glykolaldehyd ohne Kohlenstoffverlust in

Cs-Verbindungen umwandelt. Der Stoffwechselweg umfasst fiinf aufeinanderfolgende Reak-

tionen: (i) Kondensation zweier Glykolaldehydmolekille zu D-Threose, (ii) Oxidation zu D-

Threono-1,4-lacton, (iii) Hydrolyse zu D-Threonat, (iv) Dehydratisierung zu 2-Ox0-4-
hydroxybutyrat (OHB) und (v) Reduktion zu 2,4-Dihydroxybuttersaure (DHB) (Abb. 1).1
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Wahrend fur die Aldolase (Ec.FsaA
L107Y/A129G) und die OHB-
Reduktase (Ec.Mdh®Q) bereits geeig-
nete Enzyme bekannt waren, muss-
ten Enzyme fur die D-Threose-
Dehydrogenase-, D-Threono-1,4-
lactonase- und D-Threonat-
Dehydratase-Aktivitdten identifiziert
werden. Hierzu wurden zahlreiche
Kandidaten aus unterschiedlichen
Organismen auf Basis ihrer Substrat-
promiskuitat untersucht. Als beste
Enzyme wurden schlief8lich die D-
Threose-Dehydrogenase Pc.TadH
aus Paraburkholderia caryophylli, die
Lactonase Tt.Lacll sowie die D-
Threonat-Dehydratase Hh.AraD aus-
gewahlt. Damit standen erstmals alle
notwendigen Enzymaktivitaten flr
den vollstdndigen  synthetischen

Stoffwechselweg zur Verfligung.!
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Proof-of-concept der DHB-Herstellung

Der synthetische STEGA-Weg konserviert den gesamten Kohlenstoff zwischen Substrat und
Produkt und erreicht eine theoretische Ausbeute von nahezu 1 g Produkt pro g Substrat.
Gegenuber den natirlichen Ethylenglykol-Assimilationswegen ergibt sich eine theoretische
Kohlenstoffausbeute, die um bis zu 51 % hoher liegt. Um die Funktion des STEGA-Wegs zu
demonstrieren, wurde der Stoffwechselweg nach der Identifikation aller notwendigen Enzy-
me schrittweise in Escherichia coli implementiert und mittels *3C-Markierung experimentell
validiert. Zunachst konnte der sequenzielle Umsatz der Zwischenprodukte Threose und
Threonat bis DHB nachgewiesen werden. Anschlielend gelang erstmals die vollstandige
Biosynthese von DHB aus Glykolaldehyd. Die Biosynthese aus Ethylenglycol wurde durch
die Erweiterung des Stoffwechselwegs durch eine geeignete NAD-abhangige Ethylenglycol-
Dehydrogenase erreicht. Es wurden bis zu 1,0 g L™* DHB aus Glykolaldehyd bzw. 0,8 g L™t
DHB aus Ethylenglykol hergestellt.
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Abbildung 2: Fermentationsprofil des DHB-produzierenden Stamms TW1356. Der Stamm
wurde in definiertem Mineralmedium kultiviert, das zur Biomassebildung mit Glucose supp-
lementiert war. Das Arbeitsvolumen des Bioreaktors betrug 1 L (a). Etwa 1,5 Stunden nach
der Induktion des Stoffwechselwegs durch Zugabe von IPTG (0,5 mM) wurde mit der wie-
derholten Zugabe von 10 mM Glykolaldehyd (GA) in Abstédnden von etwa 2 Stunden begon-
nen (b), und die Produktbildung verfolgt (c, d). Bilanz des aus Glykolaldehyd stammenden
Kohlenstoffs am Ende der Fed-Batch-Fermentation nach 24 h (e). Die Ergebnisse sind Mit-
telwerte aus zwei biologischen Replikaten. Die Fehlerbalken entsprechen der Standardab-

weichung des Mittelwerts.
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Erweiterung des STEGA-Wegs zur Herstellung von Threonin

Im nachsten Schritt wurde der STEGA-Weg von OHB zur Biosynthese der Aminosaure L-
Threonin erweitert.? Hierzu wurden drei zusatzliche Enzyme (d.h eine Homoserin-
Transaminase, eine Homoserin-Kinase und eine Threonin-Synthase) in den Stoffwechsel-
weg integriert. Die Funktionalitat des erweiterten Stoffwechselwegs wurde zunéchst in einer
Threonin-auxotrophen E. coli-Mutante Uberprift und anschlieBend in Produktionsstamme
Ubertragen. Durch genetische Optimierungen, Eliminierung konkurrierender Stoffwechselwe-
ge konnte der Kohlenstofffluss gezielt in Richtung Threonin gelenkt werden. Dabei wurde die
Funktion des synthetischen Stoffwechselwegs durch 2C-Tracerexperimente belegt. Schliel3-
lich gelang die direkte Produktion von bis zu 0,8 g L™ Threonin aus Ethylenglykol mit einem
Ertrag von 0,10 mol mol? (entspricht etwa 20 % des theoretischen Ertrags)?. Der STEGA-
Weg stellt damit eine neue Plattform dar, um aus nachhaltigen C,-Substraten auch proteino-

gene Aminosauren mit hoher theoretischer Kohlenstoffeffizienz herzustellen.
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Abbildung 3: Stamm-Engineering zur Verbesserung der Threoninproduktion im LB-MOPS-
Medium. Die anfangliche Ethylenglykol-(EG)-Konzentration betrug 320 mM. Die gesamte
Inkubationszeit betrug 48 h. Alle Stamme wurden aus TW 2494 abgeleitet. Zusatzliche chro-
mosomale Modifikationen sind im grin hinterlegten Kasten dargestellt, plasmidkodierte Gen-
expression im blau hinterlegten Kasten. Die Zellen wurden in 10 mL modifiziertem M9-
Medium kultiviert, das mit Glucose (111 mM), Methionin (1,34 mM), Isoleucin (1,52 mM) und
IPTG (0,01 mM) supplementiert war. Nach etwa 12 Stunden wurden die Zellen auf eine opti-
sche Dichte von OD600 = 15 konzentriert und in 2 mL des angegebenen Mediums mit
320 mM Ethylenglykol und 0,01 mM IPTG resuspendiert. Anschliel3end erfolgte die Inkubati-
on bei 37 °C und 220 U/min.
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Verbesserung der Enzymaktivitaten zur Steigerung der Kohlenstoffeffizienz des
STEGA-Wegs

Da sich die Aktivitstt der D-Threose-Aldolase und insbesondere der D-Threose-
Dehydrogenase als Raten-limitierend erwies, wurden beide Enzyme durch strukturgeleitetes
Protein-Engineering gezielt verbesserts. Fur die Aldolase Ec.FsaA wurden Aminosauren im
aktiven Zentrum verandert, wodurch unerwiinschte Nebenreaktionen mit natirlichen phos-
phorylierten Stoffwechselintermediaten stark reduziert wurden, ohne die gewiinschte Kon-
densation von Glykolaldehyd zu beeintrachtigen. Dadurch konnte der Verlust von Kohlenstoff

im Zentralstoffwechsel deutlich vermindert werdens.
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Uber dem Wildtyp-Enzym um etwa den
Faktor 11 erhéht wurde. Die Kombination beider optimierter Enzyme fiihrte zu einer deutlich
verbesserten Leistung des STEGA-Wegs. Die DHB-Produktion aus Ethylenglykol stieg um
68 % auf 5,2 mM, wahrend sich die Kohlenstoffausbeute um 23 % auf 0,16 Cmol/Cmol er-
hohte3. Die Arbeiten zeigen, dass gezieltes Enzym-Engineering ein wirkungsvolles Instru-
ment darstellt, um den Kohlenstofffluss in synthetischen Stoffwechselwegen zu optimieren
und deren industrielle Leistungsfahigkeit erheblich zu steigern.
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Abbildung 5: Biokonversion von Ethylenglykol zu DHB unter Verwendung verbesserter D-
Threose-Aldolase- und D-Threose-Dehydrogenase-Enzyme. Die Expression der STEGA-
Enzyme wurde durch Zugabe von 0,5 mM IPTG zu einer exponentiell wachsenden Kultur
induziert, die in M9-Mineralmedium mit 10 % (v/v) LB kultiviert wurde. Nach 6,5 h Inkubation
wurden die Zellen durch Zentrifugation geerntet und in 5 mL frischem M9-Medium auf eine
optische Dichte von OD600 = 15 resuspendiert. Das Medium enthielt 320 mM Ethylenglykol
(EG) als einzige Kohlenstoffquelle. Die Inkubation erfolgte bei 37 °C und 220 U/min. Darge-
stellt sind die Konzentrationen der relevanten Zwischenprodukte des synthetischen Stoff-
wechselwegs, gemessen 48 h nach Beginn der Biokonversion. Der Stamm TW3029 (E. coli
MG1655 AyqghD AaldA AlldD  AiscRIpACT3-Ec.fsaA™-Pc.tadH-Tt.lac11v1/pEXT22-
Ec.mdh5Q-Hh.araD/pEXT21-Re.kdgT) diente als Referenzstamm und bildete die Grundlage
fur die Untersuchung der entwickelten Enzymvarianten. Die Ergebnisse sind als Mittelwerte
aus drei biologischen Replikaten dargestellt; die Fehlerbalken geben die Standardabwei-

chung an.

Ausblick

Im Projektverlauf wurde deutlich, dass der STEGA-Weg nicht effizient in E. coli arbeiten
kann, da die erste Reaktion, d.h. die NAD-abhangige Oxidation von Ethylenglycol zu Gly-
colaldehyd thermodynamisch unglinstig ist (positive Standard-Gibbs-Energie). Daher wurde
der Stoffwechselweg in nachfolgenden Arbeiten in Pseudomonas putida implementiert. Die-
se Arbeiten, die nicht mehr Teil des hier beschriebenen Projekts sind, zeigen, dass eine effi-

ziente DHB-Produktion mit Kohlenstoffertrdgen von derzeit ca. 0,4 Cmol/Cmol mdéglich sind.
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3.2 Umgang mit Forschungsdaten

Rohdaten und annotierte Daten von allen Experimenten sind auf den Servern der TU Dres-

den fur den Professur-internen Wissenstransfer gespeichert.

Die annotierten Daten zu den verdéffentlichten Arbeiten wurden in den Supplementary Infor-
mation auf den Web-Portalen der jeweiligen Journale offentlich zuganglich gemacht (z.B.
Frazao et al 2023, https://static-content.springer.com/esm/art%3A10.1038%2Fs41467-023-
37558-x/MediaObjects/41467 2023 37558 MOESM7_ ESM.xIsx)

Die 13C-Daten (Rohdaten und annotiert) aus Wen et al (2026) wurde unter folgendem Link
offentlich zuganglich gemacht:
https://www.ebi.ac.uk/metabolights/editor/MTBL S15050/overview
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Congress of Chemical Engineering and 7th European Congress of Applied Biotechnology;
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