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Kurze Darstellung

.1 Aufgabenstellung

Die Ubergeordneten Ziele des Gesamtprojekts “IMPRES2“ sind die mikrobielle Produktion von
Prabiotika sowie des natlrlich vorkommenden kalorienarmen SuRstoffs D-Allulose (auch
bekannt als D-Psicose) aus kostengtinstigen nachwachsenden Kohlenstoffquellen. Prébiotika
und Su3stoffe haben einen stetig wachsenden Markt, da sie zur Verbesserung der Gesundheit
beitragen kénnen, z.B. durch Reduktion des Korpergewichts oder das Absenken des
Blutzuckerspiegels. Das von uns bearbeitete Teilprojekt 2 befasste sich mit der mikrobiellen
Produktion von D-Allulose aus Glucose unter Verwendung von Corynebacterium glutamicum
als Wirtsorganismus. Eine Hauptaufgabe dabei war die Entwicklung von Glucose-Isomerasen,
die bei mesophilen Temperaturen (30°C) hochaktiv sind und die Umwandlung von Glucose in
Fructose innerhalb der Bakterienzelle katalysieren. Diese Enzyme sollten dann zusammen mit
D-Allulose-Epimerasen, welche fir die Konversion von Fructose in Allulose katalysieren, fir
Produktion von Allulose aus Glucose genutzt werden. Als Alternative zum Glucose-Isomerase-
basierten Prozess sollte eine Zweistufenkonversion fur die Umsetzung von Glucose in
Fructose untersucht werden, bei dem Glucose zunéchst zu 2-Ketoglucose oxidiert und
anschlielend zu Fructose reduziert wird. Teilprojekt 2 gliedert sich daher in zwei
Unterprojekte, die nachfolgend als B1 und B2 bezeichnet werden.

Das erste Ziel in Teilprojekt B1 war die Entwicklung von Glucose-Isomerasen, die bei 30°C
hochaktiv sind. Dazu wurde ein Selektionssystem etabliert, in dem das Wachstum von
Corynebacterium glutamicum von der Glucose-lsomerase-Aktivitdt abhangig ist. Dieses
System sollte anschlieend mittels adaptiver Laborevolution (ALE) dazu genutzt werden,
schnellwachsende C. glutamicum-Stdmme zu erhalten, die hochaktive Glucose-Isomerase-
Varianten enthalten. Dafiir sollten geeignete Glucose-lsomerase-Kandidaten uber eine
Literaturrecherche ausgewéhlt werden, mit einem Fokus auf Enzyme, die bereits
charakterisiert worden waren und Aktivitéat gegentiber Glucose bei 30°C aufwiesen. Um die
Aktivitat der ausgewahlten Enzyme in C. glutamicum zu untersuchen, sollte ein C. glutamicum-
Selektionsstamm generiert werden, welcher nicht mehr in der Lage ist, Fructose als C-Quelle
zu verwerten, diese jedoch in unphosphorylierter Form in die Zelle aufzunehmen kann
(Fructose-negativer Stamm C. glutamicum Fru™9). Dieser Stamm kann nur dann wachsen,
wenn die aufgenommene Fructose durch Glucose-lsomerase-Aktivitat in Glucose konvertiert
wird, die dann metabolisiert werden kann.

Die Uber Literaturrecherche vorselektierten Glucose-Isomerasen wurden dazu plasmid-basiert
in den C. glutamicum Fru™%-Stamm eingebracht und die resultierenden Stamme auf
Wachstum mit Fructose als einziger Kohlenstoffquelle getestet. Die Glucose-lsomerasen,
welche im Selektionsstamm fir das beste Wachstum auf Fructose-Minimalmedium sorgen,
sollten im Anschluss fur ein adaptives Laborevolutionsexperiment und fir weitere Protein-
Engineering-Experimente ausgewahlt werden. Neue Glucose-lsomerase-Varianten, die
schnelleres Wachstum des Selektionsstammes ermdglichen, sollten aufgereinigt und
hinsichtlich ihrer kinetischen Eigenschaften charakterisiert werden. Im Anschluss sollte der C.
glutamicum Fru"9-Stamm zu einem Glu™8-Stamm weiterentwickelt werden, der nicht mehr mit
Glucose wachsen kann, sie aber unphosphoryliert in die Zelle aufnimmt. Mit diesem Stamm,
der plasmid-basiert eine hochaktive Glucose-lsomerase fiur die Isomerisierung von Glucose
zu Fructose sowie eine aktive Allulose- oder Tagatose-3-Epimerase fur die Epimerisierung von
Fructose zu Allulose exprimiert, sollte anschliel3end die mikrobielle Produktion von Allulose

aus Glucose realisiert werden.
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Das Ziel von Teilprojekt B2 war die Etablierung einer Zweistufenkonversion von Glucose zu
Fructose Uber die intermediare Bildung von 2-Ketoglucose in Gluconobacter oxydans. Dabei
sollte im ersten Schritt Glucose mittels Pyranose-2-Oxidase zu 2-Ketoglucose oxidiert werden,
wobei Oz zu H»O; reduziert wird, welches je nach Konzentration toxisch ist. Deshalb sollte
geprift werden, ob die Verwendung einer heterologen Katalase die Umsetzung im ersten
Schritt verbessert. Das Intermediat 2-Ketoglucose sollte dann mittels Aldose-Reduktase und
NADPH zu Fructose reduziert werden. Das NADPH sollte durch eine Formiat-Dehydrogenase
mittels Oxidation von Formiat bereitgestellt werden. Die fir genannten Enzyme ausgewéhlten
Gene sollten in einem geeigneten G. oxydans-Wirtsstamm exprimiert werden, in dem
zumindest die Glucose- und falls nétig auch die Fructose-Verstoffwechselung durch Deletion
der verantwortlichen Gene ausgeschaltet wurde. Der resultierende Stamm sollte beztglich
rekombinanter Enzymaktivitaten und seiner Fahigkeit zur Konversion von Glucose in Fructose
getestet und charakterisiert werden.

[.2.  Voraussetzungen

Grundlegende Voraussetzungen fir dieses Projekt waren detaillierte Kenntnisse zum
Glucose- und Fructose-Transport in C. glutamicum und generell zum Stoffwechsel des
Bakteriums, etablierte molekulargenetische Methoden zur genetischen Verdnderung des
Organismus, Methoden zur Kultivierung von Mikroorganismen in verschiedenen Mal3staben,
Methoden zur Isolierung von Protein und zur Messung von Enzymaktivitaten sowie Methoden
zur Quantifizierung von Substraten und Produkten mittels HPLC. Fir die Arbeiten wurde der
Prophagen-freie C. glutamicum-Stamm MBO001 verwendet, der sich durch besseres Wachstum
und eine hohere Transformationseffizienz gegeniiber seinem Parentalstamm (ATCC13032)
auszeichnet. Des Weiteren war das Vorhandensein umfangreicher biochemischer Daten zu
Glucose-lsomerasen essentiell fir die anschlieBende Konstruktion des C. glutamicum-
basierten Selektionssystems.

Grundlegende Voraussetzungen fir Teilprojekt B2 waren die in der Literatur bereits
vorhandenen Informationen/Daten zu Pyranose-2-Oxidasen, Katalasen, Aldose-Reduktasen
und Formiat-Dehydrogenasen, sowie deren erfolgreiche Anwendungen in E. coli und
C. glutamicum. Hinsichtlich geeigneter G. oxydans-Wirtsstdmme waren IK-Stdamme mit
ausgeschalteter membrangebundener Glucose-Dehydrogenase aus eigenen Vorarbeiten die
Grundlage. Das relevante Gen fir den initialen Schritt der Fructose-Verstoffwechslung war
auch bekannt.

[.3. Planung und Ablauf des Vorhabens

Die Planung der Arbeiten erfolgte im Wesentlichen im Rahmen der Erstellung des IMPRES 2-
Vollantrags. Die Arbeiten in Teilprojekt B1 wurden von Alexander Lehnert im Rahmen seiner
Doktorarbeit durchgefihrt, unterstitzt durch die Bachelorarbeit von Maja Deditius und von
Claudia Tahiraj als studentische Hilfskraft.

Die Arbeiten in Teilprojekt B2 wurden von Philipp Fricke in den ersten 6 Projektmonaten im
Rahmen seiner Doktorarbeit durchgefiuihrt und von Claudia Tahiraj im Rahmen ihrer
Bachelorarbeit unterstiitzt. Anschlie3end wurden die Arbeiten im Rahmen der Bachelor- und
Masterarbeiten von Julian Dérr, Jan Vanselow und Eileen Buse weitergefihrt.



.4 Wissenschaftlicher Stand

(i) Allulose als natirlicher SuRstoff. Allulose ist ein natirlicher Sufstoff, der 70% der
SuRkraft von Saccharose (Haushaltszucker) aufweist, jedoch nur 10% von dessen
Kaloriengehalt (<0.4 kcal/g) fur den Menschen besitzt. Allulose wurde von der US-
amerikanischen Food and Drug Administration (FDA) als ,generally recognized as safe”
(GRAS) eingestuft. Positive physiologische Auswirkungen, wie das Unterdriicken des
postprandialen  Blutzuckerspiegels (Franchi et al.,, 2021), die Regulation des
Lipidmetabolismus zur Verhinderung von Adipositas (Chen et al., 2019) oder
entzindungshemmende (Baek et al., 2023) sowie neuroprotektive Eigenschaften (Takata et
al., 2005) machen Allulose zu einem vielversprechenden Kandidaten fir die Substitution
kalorienreicher StRRungsmittel wie Saccharose, Mais-Sirup oder Glucose-Fructose-Sirup.

(i) Glucose-lsomerase. Die Konversion von Glucose zu Allulose erfolgt tber die Bildung von
Fructose mit der Glucose-lsomerase. Die Glucose-lsomerase selbst praferiert jedoch Xylose
als natives Substrat und besitzt fir Glucose nur eine Nebenaktivitat, was sich in hohen Ky-
Werte und niedrigen kea-Werte widerspiegelt. Die physiologische Funktion des Enzyms ist die
einer Xylose-lsomerase, die aber aufgrund ihrer gro3en 6konomischen Bedeutung in der
Produktion von Glucose-Fructose-Sirup oft als Glucose-lsomerase bezeichnet wird. Die
Glucose isomerisierende Aktivitat des Enzyms wurde 1957 zum ersten Mal in einem
Pseudomonas hydrophila-Zelllysat beschrieben (Marshall and Kooi, 1957). Das Enzym setzt
sich als Homodimer oder Homotetramer aus zwei bis vier identischen Untereinheiten
zusammen, die pro Untereinheit jeweils zwei divalente Metallkationen binden (Mg?*, Mn?*,
Mn?*), die flr die Aktivitat essentiell sind (Bhosale et al., 1996). Andere divalente Kationen wie
Ca?* kénnen dagegen die Aktivitat des Enzyms inhibieren (Nam, 2022).

(i) Allulose-3-Epimerase. Die Allulose-3-Epimerase wurde 2006 zum ersten Mal aus
Agrobacterium tumefaciens isoliert und stellt neben der Tagatose-3-Epimerase das zweite
Enzym dar, welches die C3-Epimerisierung zwischen Fructose und Allulose katalysieren kann
(Kim et al., 2006). Bei der Allulose-3-Epimerase handelt es sich um ein homotetrameres
Enzym, welches divalente Metallkationen (meist Mn?* oder Co?*) fiir die Reaktion benétigt (Xie
et al., 2024). Das thermodynamische Gleichgewicht der Epimerisierungsreaktion liegt einem
Verhaltnis von 30:70 von Allulose:Fructose bei 50°C, bei der das Enzym auch seine maximale
Aktivitat aufweist. Aufgrund der geringen Stabilitdt des Enzyms bei Temperaturen tber 50°C
ist eine Immobilisierung des Enzyms fir die industrielle Produktion von Allulose aus Fructose
bei 50-60°C notwendig (Zhang et al., 2017).

(iv) Corynebacterium glutamicum. C. glutamicum ist ein Gram-positives Actinobakterium,
welches industriell insbesondere fur die Produktion von L-Glutamat und L-Lysin eingesetzt
wird (Eggeling and Bott, 2015). Aufgrund seiner guten Handhabbarkeit im industriellen Umfeld
ist C. glutamicum auch fur die Herstellung weiterer biotechnologischer Produkte interessant,
wie z.B. Allulose. Aufgrund seiner grof3en Bedeutung in der industriellen Biotechnologie sind
der Stoffwechsel und seine Regulation in C. glutamicum sehr gut untersucht und das
Bakterium ist gut genetisch zugénglich. Zucker wie Glucose, Fructose oder Saccharose
werden in C. glutamicum Uber die Ell-Permeasen PtsG, PtsF und PtsS des
Phosphotransferasesystems (PTS) in die Zelle aufgenommen und gleichzeitig phosphoryliert
(Ikeda, 2012). Eine Deletion dieser Permeasen ist, mit Aushahme von Glucose, ausreichend,
um die Verstoffwechselung von Fructose oder Sucrose komplett zu unterbinden. Fur die
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Phosphorylierung von Glucose gibt es in C. glutamicum neben PtsG noch die Glucokinasen
Glk und PpgK (Park et al., 2000, Lindner et al., 2010). Neben der Aufnahme von Glucose und
Fructose durch das PtsG und PtsF ist auch eine Aufnahme der Zucker in unphosphorylierter
Form Uber den Inositol-Transporter 1olT1 in C. glutamicum maéglich. Dieser Transporter besitzt
eine breite Substratspezifitat und kann neben Inositolen auch die Zucker Glucose, Fructose
und Xylose als Substrat akzeptieren (Baumchen et al., 2009, Lindner et al., 2011, Briisseler et
al., 2018, Ramp et al., 2022). In Abwesenheit von Inositolen im Medium wird die Expression
des iolT1-Gens uber den Repressor loIR inhibiert. Die Repression wird bei Anwesenheit von
Inositol im Medium aufgehoben (Klaffl et al., 2013). Alternativ sind Mutationen im Promotor
von iolT1 bekannt, welche die Bindung von IolR blockieren und somit eine konstitutive
Expression von iolT1 herbeifiihren (Brisseler et al., 2018).

(v) Gluconobacter oxydans. G. oxydans besitzt die aulergewdhnliche Fahigkeit, eine grole
Vielfalt von Kohlenhydraten unvollstandig zu oxidieren. Die Genomsequenzierung von
G. oxydans ergab neben Genen fir intrazellulare Oxidoreduktasen eine grof3e Gruppe von
Genen, die fur membrangebundene und an die Atmungskette gekoppelte Dehydrogenasen
kodieren. G. oxydans besitzt 31 membrangebundene Dehydrogenasen, 10 mit bekannter
Funktion und 21 mit bisher unbekannter Substratspezifitdt. Die aktiven Zentren der meisten
membrangebundenen Dehydrogenasen sind an der periplasmatischen Seite lokalisiert. Daher
werden die Substrate direkt im Periplasma oxidiert, ohne in das Cytoplasma zu gelangen. Die
Oxidationsprodukte werden Uber Porine der &uf3eren Membran fast vollstandig in das
Kulturmedium abgegeben. Auf der Grundlage dieser Eigenschaften von G. oxydans hat sich
seine industrielle Nutzung und das Anwendungsspektrum bei unvollstdndigen Oxidationen
erweitert und zu einer Reihe neuer Produkte gefiihrt. Zu den Biotransformationsprodukten von
G. oxydans gehort z. B. 2-Keto-L-Gulonsaure, die Vorstufe in der industriellen Vitamin-C-
Produktion (Vitamin-C-Weltmarkt: 100.000 t/a). Weitere Beispiele flir Biotransformationen mit
G. oxydans sind Dihydroxyaceton aus Glycerin (2.000 t/a), 6-Amino-L-Sorbose, eine Vorstufe
des Antidiabetikums Miglitol, aus Aminosorbit, 5-Ketogluconat, eine direkte Vorstufe von L-(+)-
Weinsaure, aus Glucose, Shikimat aus Quinat oder 5-Ketofructose aus Fructose. VVon grol3er
Bedeutung fir cytosolische Biotransformationen wie bei der hier geplanten Etablierung einer
Zweistufenkonversion von Glucose zu Fructose Uber die intermedidre Bildung von 2-
Ketoglucose ist die Aufnahme unphosphorylierter Zucker und verwandter Verbindungen in das
Cytosol sowie die Abgabe solcher unphosphorylierter Verbindungen bzw. deren
unphosphorylierte Oxidationsprodukte aus dem Cytosol in das Medium, inshesondere auch
bei Glucose und Fructose. Die typischen Phosphotransferase-Systeme fur z. B. Glucose und
Fructose scheinen in G. oxydans nicht vollstéandig vorhanden und nicht funktional zu sein. Die
Transportsysteme fir die Aufnahme und den Export unphosphorylierter Zucker tiber die innere
Zellmembran sind in G. oxydans kaum untersucht.

(vi) Eigene Vorarbeiten. Einige Vorarbeiten fur Teilprojekt B1 umfassten erste Screenings zu
einer kleinen Auswahl an Glucose-lsomerasen. Die Screenings wurden dabei in
Pseudomonas putida AfruB durchgefuhrt, einem Stamm, der Fructose nicht mehr als
Kohlenstoffquelle aufnehmen konnte. Der Stamm wurde mit den plasmidkodierten Glucose-
Isomerasen aus Escherichia coli, Piromyces sp. E2 und Streptomyces murinus transformiert
und dber ein Wachstumsexperiment im BioLector evaluiert. Eigene Vorarbeiten fir Teilprojekt
B2 zu G. oxydans umfassten zum einen die Konstruktion von Stammen mit u. a. verbesserter
Biomasseausbeute und inaktivierter membrangebundener Glucose-Dehydrogenase (i) sowie
die Entwicklung von regulierbaren Expressionssystemen (ii).
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(i): G. oxydans fehlen die Gene fur Succinat-Dehydrogenase und Succinyl-CoA-Synthetase,
was zu einem unterbrochenen Citratzyklus fuhrt. Durch genomische Integration und
heterologe Expression der entsprechenden Gene aus Acetobacter pasteurianus und
Gluconacetobacter diazotrophicus sowie weiterer Gene (Energiestoffwechsel) bei
gleichzeitiger Deletion der Gene fir die cytoplasmatische (gdhS) und die membrangebundene
Glucose-Dehydrogenase (gdhM) zur Verhinderung der Oxidation von Glucose zu Gluconat
sowie Deletion der Pyruvat-Decarboxylase wurde die typische Acetatbildung unterbunden der
Biomasseertrag um 60 % gesteigert, was u. a. vorteilhaft fur oxidative Biotransformationen ist.

(ii): Zur Entwicklung von regulierbaren Expressionssystemen flr G. oxydans verschiedene in
anderen Bakterien gut etablierte Expressionssysteme getestet. Fur zwei Systeme konnte
anhand von Expressionsplasmiden mit dem Reportergen fir das autofluoreszierende Protein
mNeonGreen eine Funktionalitat in G. oxydans gezeigt werden. Das erste System war ein aus
E. coli stammendes Arabinose-induzierbares System basierend auf dem Promotor Paaeap und
dem Regulator AraC. Durch Zugabe von 0 - 1% (w/v) L-Arabinose konnte die Expression des
Reporterproteins mNeonGreen sukzessive bis zu 480-fach induziert werden. Das zweite
System war das aus E. coli stammende TetR-Pw-System, welches in G. oxydans anhand des
Reporterproteins mNeonGreen bis zu 3500-fache Induktion zeigte. Dieses System wurde dann
auch fur die regulierte Expression der getesteten Pyranose-2-Oxidasen verwendet.

.5 Zusammenarbeit mit anderen Stellen.

Im Projekt gab es eine Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Prof. Jochen Blichs (RWTH
Aachen), bei welcher eine Turbidostat-basierte Laborevolution der Fructose-negativen
C. glutamicum-Stdmme mit vorselektierten aktiven Glucose-lsomerasen durchgefiihrt werden
sollte. Dieser experimentelle Ansatz erwies sich jedoch als sehr schwierig und wurde daher
nicht weiterverfolgt. Die Firma Pfeifer & Langen stellte Allulose als Standard fur HPLC-
Messungen und fur Kultivierungsexperimente bereit.



Il Eingehende Darstellung

.1 Verwendung der Zuwendung, wissenschaftlich-technische Ergebnisse und
Gegenuberstellung mit den vorgegebenen Ziele.

Die eingehende Darstellung erfolgt getrennt fur die Teilprojekte B1 und B2.

Teilprojekt B1: Die im Projektantrag dargestellten Arbeitspakete in Teilprojekt B1 wurden von
Herr M.Sc. Alexander Lehnert im Rahmen seiner Doktorarbeit sowie von Frau B.Sc. Claudia
Tahiraj im Rahmen ihrer Tatigkeit als studentische Hilfskraft bearbeitet. Die Zuwendung wurde
fur die Finanzierung der Personal-, Sach- und Reisemittel verwendet.

AP-1: Auswahl geeigneter Glucose-Isomerasen durch Literaturrecherche.

Fur die Entwicklung einer bei 30°C hochaktiven Glucose-lsomerase uber ein C. glutamicum-
basiertes Selektionssystem war eine strikte Abhéngigkeit des Wachstums von der Glucose-
Isomease-Aktivitat erforderlich. Da C. glutamicum eine optimale Wachstumstemperatur bei
30°C besitzt, musste die Glucose-lsomerase bei dieser Temperatur eine Basalaktivitat fir die
Isomerisierung von Glucose zu Fructose aufweisen. Geeignete Kandidaten, die diesen
Anforderung erflillen, sollten Uber eine Literaturrecherche identifiziert und anschlieBend in
einem geeigneten C. glutamicum-Selektionsstamm getestet werden. Da die Auswahl solcher
Kandidaten sich als stark limitiert erwies, weil die Isomerisierung von Glucose zu Fructose eine
Nebenreaktion darstellt, die in fast allen in der Literatur beschriebenen Fallen nur bei hohen
Temperaturen von 60-80°C effizient katalysiert wird, wurde im Verlauf der Literaturrecherche
die Suche ebenfalls auf Isomerasen ausgeweitet, die Xylose bei 30°C umsetzen. Alle
identifizierten Kandidaten sind in Tabelle 1 aufgelistet. Die Glucose-Isomerasen, die flr eine
weitere Untersuchung in C. glutamicum vorselektiert wurden, stammen aus Anoxybacillus
gonensis, Arthrobacter strain N.R.R.L. B3728, Escherichia coli K12, Piromyces sp. E2 und
Streptoymces murinus. Zu dieser Bibliothek wurden ebenfalls noch die Glucose-lsomerasen
aus Paenibacillus sp. R4 und Xanthomonas campestris hinzugefiigt. Paenibacillus sp. R4 ist
ein psychrophiler Mikroorganismus, dessen Glucose-Isomerase gegeniiber Xylose bei 25 °C
eine vergleichsweise hohe katalytische Effizienz von 0.48 mMs? aufweist (Tab. 1). Die
Glucose-lsomerase aus Xanthomonas campestris ist nicht in der Tabelle aufgelistet, da sie
bislang noch nicht charakterisiert wurde. Jedoch ermdglichte die Expression des
entsprechenden Gens im Vergleich zu anderen Glucose-lsomerase-Genen die
vergleichsweise héchste Wachstumsrate von C. glutamicum in Xylose-Minimalmedium, was
auf eine gute Expression hindeutet. Die Glucose-lsomerasen aller genannten
Mikroorganismen wurden in AP-3 weiter charakterisiert.



Tabelle 1. Uber Literaturrecherche identifizierte Glucose-lsomerase Kandidaten mit Basalaktivitat fir
Glucose (gruin) oder Xylose (blau) bei 30°C. Glucose-Isomerasen orange markierter Mikroorganismen
wurden fir die Konstruktion der Glucose-Isomerase-Bibliothek verwendet.

Organism Temperatur Kwm (mM) Vmax (U/mQ) Kecat Kecat/Km
[Kondition] [Kondition] (s (stTmM1)
[Kondition] [Kondition]

Optimum | Aktivitat bei
(°C) 30°C

Anoxybacillus gonensis

Anoxybacillus
kamchatkensis

Arthrobacter strain
N.R.R.L. B3728
Bacillus sp.
(NCIM59)

Bifidobacterium
adolescentis
Burkholderia
cenocepacia

Cereus pterogonus

Escherichia coli K12

Lactobacillus reuteri

Opuntia vulgaris

Paenibacillus sp. R4

Piromyces sp. E2

Streptomyces albus

Streptomyces murinus

Streptomyces
olivaceoviridis
Streptomyces
violaceoruber

Thermoanaerobacter
strain B6A




AP-2: Konstruktion von C. glutamicum Selektionsstdmmen

Fur die Evolution der Glucose-Isomerasen hinsichtlich einer hohen Aktivitat bei 30°C sollte ein
C. glutamicum-Selektionsstamm hergestellt werden, welcher zwar die Fahigkeit verloren hat
Fructose zu metabolisieren, diese jedoch noch in unphosphorylierter Form ins Cytoplasma
importieren kann. Dieser Fructose-negative Stamm (Fru™9) sollte dadurch in seinem
Wachstum an die Aktivitat der Glucose-lsomerase gekoppelt werden. Nach Aufnahme der
Fructose in unphosphorylierter Form kann sie Uber die Glucose-lsomerase in Glucose
umgesetzt werden, die dann von den endogenen Glucokinasen phosphoryliert und
anschlielend metabolisiert werden kann. Damit ist eine Kopplung des Wachstums des
Stammes Fru™9 an die Glucose-Isomerase-Aktivitat moglich.

Um die Aufnahme von Fructose im unphosphorylierten Zustand zu ermdoglichen, war es
notwendig die Ell-Permeasen PtsF und PtsG des Phosphotransferasesystems (PTS) zu
deletieren, die Fructose ansonsten jeweils als Fructose-1-Phosphat oder Fructose-6-Phosphat
in die Zelle aufgenommen hatten. Darlber hinaus wurde lber zwei Mutationen im Promotor
des iolT1-Gens dessen Expression konstitutiv. 10IT1 ist ein Inositol-Transporter (Ramp et al.,
2022), der jedoch eine breite Substratspezifitat besitzt und neben Inositolen auch Zucker wie
Glucose, Fructose oder Xylose als Substrat akzeptiert (Baumchen et al., 2009, Lindner et al.,
2011, Brusseler et al., 2018). Uber die konstitutive Expression von iolT1 wird somit die
unphosphorylierte Aufnahme der Fructose in die Zelle gewahrleistet. In einem
Wachstumsexperiment konnte gezeigt werden, dass der konstruierte Fru™9-Stamm
(C. glutamicum MBO0O01AptsFAptsG pos-iolT1) nicht mehr auf Fructose wachsen kann (Abb.
1B). Da PtsG die Ell-Permease des PTS fiir die Aufnahme von Glucose darstellt und Fructose
nur mit einer geringen Aktivitdt als Fructose 6-Phosphat importiert, wurde das
Wachstumsexperiment auch auf Glucose ausgeweitet. In Glucose-Minimalmedium kam es
durch die Deletion von PtsG jedoch nur zu einer geringflgigen Verschlechterung des
Wachstums des Fru™d9-Stamms gegenuber dem Parentalstamm MBO0O01 (Abb. 1A).
Experimentell konnte somit belegt werden, dass der Fru™8-Stamm die Voraussetzungen eines
C. glutamicum-Selektionsstamms fur die Entwicklung hochaktiver Glucose-Isomerasen erfiillt.

o
S

1

(Vo)
H
3

]

w
o
o
1
w
(=3
o
1

N

o

o
1

100 100

Backscatter (a.u.)
N
o
o
1
Backscatter (a.u.)

: 1 N - - : - T 1
0 25 50 75 100 0 25 50 75 100

Time (h) Time (h)

-e- MB001 -= Fpy"®d

Abbildung 1. Wachstum des Parentalstamms C. glutamicum MBO001 und des Fru™d-Stamms (C.
glutamicum MBOO1AptsFAptsG Poe-iolT1) in CGXII-Medium mit 20 g/L Glucose (A) oder 20 g/L
Fructose (B). Die Kultivierung wurde in eiem BioLector II-Mikrokultivierungssystem bei 30°C und 1200
rom fir 100 h durchgefihrt. Der Backscatter-Wert ist ein MaRR fur die Zelldichte. Dargestellt sind
Mittelwerte und Standardabweichungen von biologischen Triplikaten. a.u. arbitrary units.
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AP-3: Entwicklung von Glucose-lsomerasen im C. glutamicum Selektionsstamm

Nach Durchfihrung der Literaturrecherche wurden die Gene der ausgewéahlten Glucose-
Isomerase-Kandidaten in das pPREX2-Plasmid kloniert, welches eine Kanamycin-Resistenz
und einen IPTG-induzierbaren tac-Promotor aufweist (Bakkes et al., 2020). Die konstruierten
Plasmide wurden fur die Transformation von C. glutamicum Fru™® genutzt und die
resultierenden Stamme bezlglich ihres Wachstums in Fructose-Minimalmedium getestet. Die
Wachstumsexperimente wurden im BioLector durchgefiihrt, wobei die Kulturen in CGXII-
Minimalmedium mit 40 g/L Fructose mit einer hohen initialen ODeggo Von 7.5 inokuliert wurden,
um eine ausreichend gute Analyse des Wachstums mit dem BioLector zu gewdhrleisten, der
bei ODeoo-Werten <5 relative groRe Schwankungen im Backscatter zeigt. Von den
untersuchten Glucose-lsomerasen konnte mit denen aus Anoxybacillus gonensis,
Arthrobacter strain N.R.R.L. B3728 und Xanthomonas campestris ein vergleichbar gutes
Wachstum beobachtet werden, welches mit einer hohen finalen ODeoo und einem hohen
Fructoseverbrauch korreliert (Abb. 2). Von den drei Kandidaten wurden die Glucose-
Isomerasen aus Arthrobacter (XylAag) und X. campestris (XylAxc) flr weitere Experimente
verwendet.
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Abbildung 2. Evaluation der pPREx2-basierten Glucose-lsomerasen fir das Wachstum des
C. glutamicum Fru"d-Stamms in CGXII-Medium mit 40 g/L Fructose, 25 pg/mL Kanamycin und 1 mM
IPTG. Dargestellt sind Wachstum im BiolLector als Hintergrundstreulichtsignal (Backscatter) (A),
Messung der finalen ODsoo der Stdmme im Photometer (B) und Fructoseverbrauch der Stamme (C) am
Ende der Kultivierung. Die untersuchten Glucose-Isomerasen stammten aus dem Arthrobacter-Stamm
N.R.R.L. B3728 (AB), Anoxybacillus gonensis (AG), Escherichia coli (EC), Piromyces sp. E2 (PE2),
Paenibacillus sp. R4 (PR4), Streptomyces murinus (SM) und Xanthomonas campestris (XC). Als
Negativkontrolle diente ein mit pPREx2-Leervektor transformierter Frune9-Stamm (EV). Dargestellt sind
Mittelwerte und Standardabweichungen von biologischen Triplikaten.

Zur Verbesserung der Glucose-Isomerase-Aktivitat wurden die Fru™9-Stamme mit den
pPREX2-Expressionsplasmiden fur die Glucose-lsomerasen XylAag bzw. XylAxc einem
adaptiven Laborevolutionsexperiment (ALE) unterzogen. Dies wurde als biologisches Triplikat
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mit CGXII-Medium + 20 g/L Fructose, 25 pg/mL Kanamycin und 1 mM IPTG in 24-Well-Platten
Uber einen Zeitraum von 45 bis 55 Tagen durchgefihrt. Fur beide Isomerasen wurde nach
Beendigung des ALE-Experiments Aliquots der evolvierten Kulturen enthommen und
1:100,000-Verdunnungen auf CGXII-Agarplatten ausplattiert, die 40 g/L Fructose, 25 pug/mL
Kanamycin und 1 mM IPTG beinhalteten. Je drei schnellwachsende Einzelkolonien, die sich
auf der Platte bildeten, wurden zur weiteren Evaluation fur Wachstumsexperimente im
BioLector verwendet.

Das BioLector-Experiment bestatigte, dass sowohl fur XylAaes als auch XylAxc Klone evolviert
werden konnten (FAB evo fur XylAas und FXC evo fir XylAxc), die ein deutlich schnelleres
Wachstum und einen deutlich hoheren Fructoseverbrauch als die unevolvierten
Kontrollstamme aufwiesen (Abb. 3). Die Sequenzierung der Plasmide und Genome der FAB
evo- und FXC evo-Stamme wies Mutationen in XylA, lolT1 und dem Plasmid pPREXx2 auf (Tab.
2). Jeder der evolvierten Stamme besald eine lolT1-Mutation, entweder G87S oder T351P
(Tab. 2). Die FXC evo-Stamme wiesen alle eine W147S-Mutation in XylAxc auf (Tab. 2). FAB
evo 1 besal} eine S2F-Mutation in XylAag, wahrend FAB evo 2 und 3 eine C zu T Mutation 20
bp oberhalb des xylAag-Startcodons im pPREx2-Plasmid aufwiesen (Tab. 2).
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Abbildung 3. Wachstum von Frure9-Stammen aus der adaptiven Laborevolution mit pPREX2-xylAas
(FAB evo) oder pPREX2-xylAxc (FXC evo). A, B, C. Wachstum der ALE-evolvierten Fru"9 pPREX2-
xylAss Stamme (FAB evo 1-3) sowie des unevolvierten Kontrollstammes (AB) und der
Leervektorkontrolle (EV) im BioLector (A) mit Messung der finalen ODeoo nach Beendigung des
Experiments (B) und des Fructoseverbrauchs (C). D, E, F. Wachstum der evolvierten Frume? pPREx2-
xylAxc-Stamme (FXC evo 1-3), des unevolvierten Kontrollstammes (XC) und der Leervektorkontrolle
(EV) im BioLector (D), mit finaler ODesoo nach Beendigung (E) und Fructoseverbrauch (F). Die
Kultivierung erfolgte in CGXII-Medium mit 40 g/L Fructose, 25 pg/mL Kanamycin und 1 mM IPTG fir
einen Zeitraum von 100 h bei 30 °C und 1200 rpm. Dargestellt sind Mittelwerte und
Standardabweichungen von biologischen Triplikaten.
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Tabelle 2. Sequenzierergebnisse evolvierter Fru"9 Stamme mit pPREX2-xylAas oder pPREX2-xylAxc,
die Uber adaptive Laborevolution in Fructose-Minimalmedium generiert wurden.

Stamm Lokation Mutation

FAB evo 1 xylAas (Plasmid) S2F
iolT1 (Genom) G87S

FAB evo 2 pPREX2 (Plasmid) C zu T Mutation 20 bp aufwérts vom xylAas Startcodon (c_t)
iolT1 (Genom) T351P

FAB evo 3 pPREX2 (Plasmid) C zu T Mutation 20 bp aufwarts vom xylAas Startcodon (c_t)
iolT1 (Genom) G87S

FXCevo 1 xylAxc (Plasmid) W147S
iolT1 (Genom) G87S

FXC evo 2 xylAxc (Plasmid) W147S
iolT1 (Genom) G87S

FXC evo 3 xylAxc (Plasmid) W147S
iolT1 (Genom) T351P

Die gefundenen Mutationen lassen vermuten, dass das schnellere Wachstum der ALE-
Stamme auf zwei Faktoren beruht: einerseits einer effizienteren Fructose-Aufnahme durch
lolT1, was zu einer héheren cytoplasmatischen Fructose-Konzentration und damit zu einer
hoéheren Glucose-lsomerase-Aktivitdt fihren koénnte und andererseits verbesserten
kinetischen Parametern der Glucose-lsomerase fir das Substrat Fructose oder einer
verstarkten Synthese des Enzyms und einer damit verbundenen héheren Gesamtaktivitat.

Zur Untersuchung der lolT1-Mutationen wurden diese separat und in Kombination miteinander
in das native io0lT1-Gen des Fru"9-Stammes eingebracht. Daraus resultierten die Stamme
Fru™9-1oIT1%87S,  Fru9-1oIT1™%" und Fru"9-lolT1%87ST3%1P  \welche anschlieRend auf
Wachstum in Fructose- und Glucose-Minimalmedium untersucht wurden. Da C. glutamicum
keine endogene Fructokinase besitzt und somit ohne Glucose-lsomerase nicht auf Fructose-
Minimalmedium wachsen kann, wurden die Stdmme mit einem Plasmid transformiert, welches
die Fructokinase aus Clostridium acetobutylicum bereitstellte (pPREx2-scrK). Dadurch
konnten die Fru™9-Stamme wieder auf Fructose wachsen, was eine Untersuchung der 10IT1-
Mutationen auf das Wachstum in Fructose-Minimalmedium mdoglich machte. Fir das
Wachstum auf Glucose war die Bereitstellung eines zusatzlichen Plasmides aufgrund des
Vorhandenseins der endogenen Glucokinasen nicht notig.

Die Kultivierung der Stdmme in Fructose- oder Glucose-Minimalmedien mit variierenden
Zuckerkonzentrationen (60 - 250 mM fur Fructose; 1 — 200 mM fir Glucose) erlaubte die
Untersuchung der Veranderung der Wachstumsrate in Abhangigkeit von der
Zuckerkonzentration und damit die Berechnung der maximalen Wachstumsrate (pmax) und der
Zuckerkonzentration bei welcher die halbmaximale Wachstumsrate (Ks) erreicht ist. Dabei
zeigte sich, dass die lolT1-Mutationen den Import von sowohl Fructose als auch Glucose um
mindestens das Zehnfache verbessern (Abb. 4, Tab. 2). Bei Fructose aul3erte sich das in
einem zehnfach erh6hten pmax-Wert und bei Glucose in einem fast verdoppelten pmac-Wert
sowie einem zehnfach verringertem Ks-Wert (Tab. 2). Dabei zeigte die Integration der
Einzelmutationen in IolT1 den stéarksten positiven Einfluss auf den Import von Fructose und
Glucose. Bei der Kombination beider Mutationen in 10lT1 verzehnfachte sich zwar der erreichte
Mmax-Wert bei Fructose, dafur verringerte sich der Ks-Wert nur sehr geringfligig im Vergleich
zum Frum9-Parentalstamm. Bei Glucose wies die Doppelmutante zwar einen knapp
verdoppelten pmax-Wert auf, zeigte daftir beim Ks nur eine Verringerung um den Faktor 4
(Tab. 2).
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Abbildung 4. Abhangigkeit der Wachstumsrate von der Fructose- (A) oder Glucosekonzentration (B)
fur C. glutamicum Fru™® mit nativem lolT1, 10lT1-G87S (Fru™9-lolT1%87S), 10IT1-T351P (Frunee-
[0IT1T7351P) oder 10IT1-G87S-T351P (Frume9-1olT1687S-T351P)  |m Fall von Fructose als Substrat enthielten
die Stamme das Plasmid pPREx2-scrK zur Expression der Fructokinase aus C. acetobutylicum. Alle
Experimente wurden im BioLector XT bei 30 °C und 1200 rpm fr 24-48h durchgefihrt. Dargestellt sind
Mittelwerte und Standardabweichungen von biologischen Triplikaten.

Table 3. Kinetische Wachstumsparameter fur Fru™?d Stamme in CGXIl Medium mit variierenden
Fructose- oder Glucosekonzentrationen.

Substrat Stamm Umax (™) Ks (mMM)
Frumed pPREx2-scrK 0.032 £ 0.003 106.7+7.8

Fructose Fru™9-|olT1%87S pPREX2-scrK 0.329 £ 0.017 80.2+1.8
Fruned-1olT1T351P pPREX2-scrkK 0.336 £ 0.013 72642
Fruned-|olT1687S-T351P pPREX2-scrK  0.380 + 0.003 93.3+3.3
Fruned 0.294 £ 0.010 18928

Glucose  Frumes-|olT1687S 0.548 £ 0.017 1.9+0.8
Frunes-|o|T1T351P 0.523 £ 0.004 1.2+1.0
Frunes-|o|T1G87S-T351P 0.519 £ 0.039 49+15

Insgesamt konnte gezeigt werden, dass beide lolT1-Mutationen einen stark positiven Einfluss
auf die Aufnahme von Fructose und Glucose haben und im Zusammenhang mit der Glucose-
Isomerase sehr wahrscheinlich fir einen starken Anstieg der intrazellularen
Fructosekonzentration sorgen. Dies ermdglicht eine Steigerung der Glucose-Isomerase-
Aktivitat und damit ein schnelleres Wachstum.

Nach der Untersuchung der lolT1-Mutationen wurden die XylA-basierten Mutationen naher
analysiert. In einer Western-Blot-Analyse zeigte sich flr XylAas-S2F und pPREX2-xylAas(C_t)
eine deutlich starkere XylA-Proteinbildung im Vergleich zu XylAxc-W147S (Abb. 5A). Dies liel3
vermuten, dass die Expression von xylAag limitierend ist und dass diese Limitation Uber die
Einbringung von S2F in xylAse oder die c_t-Mutation 20 bp oberhalb des Startcodons von
xylAag behoben werden kann. Im Vergleich zu XylAxc lasst sich fur XylAxc-W147S kein
signifikant stérkeres Proteinsignal erkennen, was einen aktivitatsbasierten Effekt der W147S-
Mutation in XylAxc vermuten lasst (Abb. 5B).
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Abbildung 5. Analyse der Bildung von Plasmid-kodierten XylAag (A) und XylAxc (XC) Proteinvarianten
im Frures-Stamm. 100 pg an l6slicher Proteinfraktion wurden fir die Analyse der entsprechenden
Stamme verwendet. L: Precision Plus Protein™ Dual Xtra Prestain Protein Standard mit Molmassen
angegeben in kDa. EV: Leervektorkontrolle

Um den Effekt der W147S-Mutation auf die Aktivitat von XylAxc zu analysieren, wurde das
Wildtyp-XylAxc-Protein und die XylAxc-W147S-Variante aufgereinigt und die kinetischen
Parameter flr die Substrate Glucose und Xylose bestimmt. Wie in Tabelle 4 gezeigt, wurde
die Aktivitat fur Glucose durch die W147S stark verbessert (5-fach erhdhter kea-Wert, 1,5-fach
erniedrigter Kn-Wert, 8-fach erhohter kca/Kv-Wert), wahrend die Aktivitat fur Xylose
verschlechtert wurde (1,2-fach erniedrigter kca-Wert, 2-fach erhéhter Kn-Wert, 2,4-fach
erniedrigter Kea/Ku-Wert).

Tabelle 4. Kinetische Parameter von XylAxc, XylAxc-W147S und XylAxc-G15A-W147S fir die
Isomerisierung von Glucose zu Fructose bzw. von Xylose zu Xylulose.

Enzymvariante Glucose Xylose

kcat KM kcat/ KM kcat KM kcat/ KM

(sh) (mM) (stMY) (sh) (mM)  (stMT)

XylAxc 0.081 + 116+ 9 0.7+0.1 1.48 + 335 452 +
0.003 0.07 8.1

XylAxc-W147S 0.43+0.03 73+12 59+05 1.23 + 65+6 18.9 +
0.05 1.1

XylAxc-G15A- 0.44+0.01 6714 6.7+1.4 1.08 + 62+5 17.6 +
W147S 0.08 2.8

Um die Aktivitdt der XylAxc-W147S fur Glucose noch weiter zu steigern, wurde das
entsprechende Gen einer error-prone-PCR-basierten Zufallsmutagenese unterzogen und die
resultierende Plasmidbibliothek in C. glutamicum Fru™d-lolT1%8’S eingebracht. Dadurch
konnten insgesamt 30 Klone auf CGXII-Agarplatten mit 40 g/L Fructose isoliert werden, die
schneller wuchsen. Uber ein Wachstumsexperiment im BioLector wurde fiir 24 der 30 Klone
ein schnelleres Wachstum bestatigt und die Plasmid dieser 24 Klone isoliert und sequenziert.
Dabei konnten neun Missense-Mutationen in xylAxc-W147S identifiziert werden, die sich
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stromabwarts der zweiten Aminosaureposition befanden und somit méglicherweise nicht im
direkten Zusammenhang mit einer expressionsférdernden Eigenschaft stehen: V5F, A9G,
G15A, R24A, E124K, S286T, L299M, A421V und T427M. Da die Mutationen nicht alleine,
sondern immer zusammen mit weiteren stummen Mutationen innerhalb von xylAxc-W147S
oder in der 5-untranslatierten Region des Gens auftraten, wurden diese neun Missense-
Mutationen separat in xylAxc-W147S eingebracht. Die konstruierten Plasmide wurden im
Stamm Fru"9-1oIT1%87S auf Wachstum in Fructose-Minimalmedium getestet. Dabei konnte
nachgewiesen werden, dass sich von den neun Mutationen zwei (A9G, G15A) moderat positiv
auf das Wachstum auswirken und eine (V5F) stark positiv (Abb. 6).

Unter der Annahme, dass der positive Effekt der G15A Mutation nicht mit einem
expressionsfordernden Effekt korreliert (im Gegensatz zu V5F und A9G), wurden die XylAxc-
G15A-W147S-Variante aufgereinigt und kinetisch charakterisiert. Dabei zeigte sich ein leicht
positiver Einfluss auf die Aktivitat des Enzyms mit Glucose im Vergleich zur XylAxc-W147S-
Variante, wahrend die Aktivitat fir Fructose nahezu unverandert war (Tab. 4).

Zusammenfassend konnte die katalytische Effizienz (kc.a/Km) der Glucose-lsomerase aus X.
campestris gegeniber Glucose durch adaptive Laborevolution (ALE) und Zufallsmutagenese
nahezu um den Faktor 10 gesteigert werden von 0.7 s*Mtauf 6.7 stM™,
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Abbildung 6. Einfluss von ausgewahlten Missense-Mutationen in xylAxc-W147S auf das Wachstum
von Fruned-|olT1487S in Fructose-Minimalmedium. Das Experiment wurde im BioLector XT bei 30 °C und
1200 rpm fur 72 h durchgefiihrt. Kultiviert wurde in CGXII-Medium mit 40 g/L Fructose und 25 pM IPTG.
Die Start-ODsoo wurde auf 5 angesetzt. Dargestellt sind Mittelwerte und Standardabweichungen von
biologischen Triplikaten.

AP-4: Etablierung der Produktion von Allulose in C. glutamicum

Allulose stellt das C3-Epimer der Fructose dar und kann durch Epimerisierung von Fructose
mittels Allulose- oder Tagatose-3-Epimerase hergestellt werden. Das thermodynamische
Gleichgewicht dieser Reaktion liegt bei 30:70 zwischen Allulose:Fructose, was die theoretisch
maximale Ausbeute an Allulose auf 30% beschrankt. Da der C. glutamicum Fru™9-Stamm nicht
mehr in der Lage ist, Fructose als Kohlenstoffquelle zu verwerten, stellt er eine hervorragende
Basis fur die direkte Konversion von Fructose zu Allulose dar. Um die Bildung von Allulose in
C. glutamicum zu untersuchen wurden zwei Allulose-3-Epimerasen aus Agrobacterium
tumefaciens (Daeat) und Arthrobacter globiformis (Daeac) sowie eine Tagatose-3-Epimerase
aus Pseudomonas cichorii (Dtepc) fur die Konversion von Fructose zu Allulose getestet. Die
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Gene der Enzyme wurden in das Plasmid pPREx2 kloniert und anschlieRend fur eine
Transformation des Fru™%-Stammes verwendet. Das Experiment wurde in 500 mL
Schuttelkolben in CGXII-Medium mit 20 g/L Glucose und 20 g/L Fructose durchgefuhrt. Die
Produktion von Allulose lieR sich Uber jede getestete Epimerase im Fru™9-Stamm realisieren.
Dabei zeigte das Enzym Daear nach 48 h mit einem Wert von 22.3% die beste Konversion der
ausgewahlten Epimerasen (Abb. 7) und wurde anschlieRend fur die Konversion von Glucose
zu Allulose ausgewahlt.

30
Abbildung 7. Testung der Allulose-3-Epimerase aus A. tumefaciens

(daeat) und A. globiformis (daeac) sowie der Tagatose-3-Epimerase aus
P. cichorii (dtepc) fur die Konversion von Fructose zu Allulose in
C. glutamicum Fru"e9. Das Experiment wurde in CGXII-Medium mit 20 g/L
Glucose und 20 g/L Fructose, 25 pg/mL Kanamycin und 1 mM IPTG bei
30°C und 130 rpm fir 48 h durchgefiihrt. Dargestellt sind Mittelwerte und
Standardabweichungen biologischer Triplikate.
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AP-5: Einsatz von Glucose-lsomerasen zur mikrobiellen Produktion von Allulose aus
Glucose

Um eine Produktion von Allulose aus dem billigeren Substrat Glucose zu ermdoglichen, wurde
der Fru™%-Stamm zu einem Glu™9%-Stamm weiterentwickelt, der nicht mehr in der Lage ist,
Glucose als Kohlenstoffquelle zu verwerten, diese jedoch noch mittels IolT1 unphosphoryliert
in die Zelle aufnehmen kann. Dazu wurden die Gene der Glucokinasen Glk und PpgK sowie
der N-Acetylmannosaminkinase NanK, die Glucose mit geringer Aktivitdt ebenfalls
phosphorylieren kann (Ikeda, 2012), im Fru"9-Stamm deletiert. Des Weiteren zeigte sich, dass
die Inositol-Dehydrogenasen von C. glutamicum vermutlich in der Lage sind, Glucose zu
Gluconat zu oxidieren. Da C. glutamicum Gluconat als Kohlenstoffquelle zum Wachstum
nutzen kann, wurden die Gene fir die Inositol-Dehydrogenasen deletiert. Der dadurch
generierte Stamm war nicht mehr in der Lage, auf Glucose-Minimalmedium zu wachsen und
stellte somit den Glu™9-Stamm dar (Abb. 8).
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Die Konversion von Glucose zu Allulose beinhaltet eine initiale Isomerisierung von Glucose zu
Fructose Uber die Glucose-Isomerase und die anschliel3ende Epimerisierung von Fructose zu
Allulose Uber die Allulose-3-Epimerase. Dazu wurden die native und evolvierte Gene der
Glucose-Isomerase XylAxc (Tab. 4) mit dem Allulose-3-Epimerase-Gen daear zusammen in
das Plasmid pPREx2 kloniert, woraus die Plasmide pPREx2-xylAxc-daear, pPPREX2-xylAxc-

W147S-daear und pPREX2-xylAxc-G15A-W147S-daear resultierten. Diese wurden
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anschlielend in den Glu™$-Stamm eingebracht. In Produktionsexperimenten in CGXII-
Medium mit 30 g/L Glucose fiir die Produktion von Allulose und 10 g/L Gluconat fir die Bildung
von Biomasse zeigte sich ein aufsteigender Trend in der Ausbeute von Allulose von XylAxc zu
XylAxc-W147S zu XylAxc-G15A-W147S (Abb. 9A-D). Mit dem Stamm Glu™? und pPREX2-
XYlAxc-G15A-W147S-daear konnte am Ende des Experiments eine prozentuale Allulose-
Ausbeute von 10.2 % erzielt werden (Abb. 9C). Durch Einbringen der 10IT1-G87S-Mutation in
den Glu™9-Stamm (Glu™9-10IT1%87S) zur Erhoéhung der Glucoseaufnahmerate konnte die
Allulose-Ausbeute weiter auf 10.9 % gesteigert werden (Abb. 9E).

In den oben beschriebenen Experimenten fiel auf, dass die Produktionsstamme im Gegensatz
zu den Leervektorkontrollen Wachstum im Glucose-Minimalmedium aufwiesen (Abb. 9D, F).
Weitere Studien zeigten, dass dieses Wachstum von der Expression der Glucose-lIsomerase
abhangig ist und die gleichzeitige Anwesenheit von Glucose und Fructose erfordert. Daher
wurde ein ALE-Experiment mit dem Glu"9%-1o0IT1%87S-Stamm mit dem Plasmid pPREx2-xylAxc-
W147S durchgefihrt und dabei schnellwachsende Stamme erhalten. Genomsequenzierung
ergab, dass diese schnellwachsenden Stamme entweder eine A129G- oder eine P328L-
Mutation in PtsS aufwiesen. PtsS ist die Ell Permease des PTS fur die Aufnahme von
Saccharose als Saccharose-6-Phosphat (Dominguez and Lindley, 1996).

Die Identifizierung der Mutationen in PtsS lie3en vermuten, dass PtsS neben Saccharose auch
einen Co-Transport von Glucose und Fructose in einem nicht glykosidisch gebundenen
Zustand in die Zelle katalysieren kann, wobei dann Glucose-6-Phosphat gebildet wiirde. Um
diese Hypothese zu testen, wurde das ptsS-Gen im Stamm Glu™9-|o0lT1%87S deletiert. Mit dem
resultierenden Stamm Sac"9-10IT1%87S und dem Plasmid pPREX2-xylAxc-G15A-W147S-daear
konnte die Ausbeute an Allulose aus Glucose weiter auf 15.1% gesteigert werden (Abb. 9G).
Diese Ausbeute entspricht Werten, die Uber eine in vitro-Konversion mit Glucose-lsomerase
und Allulose-3-Epimerase bei 50-70°C erreicht werden (Chen et al., 2017, Chen et al., 2022).
Unser mikrobielles Allulose-Produktionssystem hat den Vorteil, dass es weder
Proteinreinigung noch Proteinimmobilisierung benétigt und bei 30°C arbeitet, was mit einer
langeren Enzym- und Produktstabilitat einhergeht (Ertugrul et al., 2021).

Gegentuberstellung der vorgegebenen Ziele mit den erzielten Ergebnissen fir
Teilprojekt B1.

Alle wesentlichen Ziele von Teilprojekt B1 wurden erreicht. Mit Hilfe eines Selektionssystems,
in dem das Wachstum eines Fructose-negativen C. glutamicum-Stammes an die Aktivitat der
Glucose-lsomerase gekoppelt wurde, konnte das Enzym aus Xanthomonas campestris Uber
adaptive Laborevolution und Zufallsmutagenese in seiner katalytischen Effizienz fir Glucose
10-fach verbessert werden. Zugleich wurden tber die adaptive Laborevolution Mutationen im
Inositol-Transporter [0IT1 identifiziert, welche die Aufnahme von Glucose und Fructose in die
Zelle um mindestens das Zehnfache verbesserten. Mit der Konstruktion eines C. glutamicum-
Stammes, der Glucose nicht mehr als Kohlenstoffquelle verwertet, konnte unter Nutzung der
optimierten Glucose-Isomerase aus X. campestris und der lolT1-Mutation die Konversion von
Glucose zu Allulose in C. glutamicum realisiert werden. Mit der Deletion von PtsS, der Ell-
Permease fir die Aufnahme von Saccharose, konnte die Allulose-Ausbeute dabei weiter
gesteigert werden bis zu einer Ausbeute von 15%.
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Abbildung 9. Produktion von Allulose aus Glucose mit C. glutamicum Glu"e9, Glu"9-lolT1%87S und
Sucres-1olT1G87S, Die Stamme trugen entweder pPREx2-xylAxc-daear (XC-DAE), pPREX2-xylAxc-
W147S-daeatr (XC-W147S-DAE), pPREX2-xylAxc-G15A-W147S-daear oder pPREx2 (EV). Das
Experiment wurde in CGXII-Medium mit 10 g/L Gluconat, 30 g/L Glucose, 25 pg/mL Kanamycin und 1
mM IPTG bei 30°C und 130 rpm fiir 72 h durchgefiihrt. Wachstum wurde tber die Messung der ODeoo
bestimmt, wahrend Zucker und Zuckerséaure-Konzentrationen tber HPLC ermittelt wurden. Dargestellt
sind Mittelwerte und Standardabweichungen biologischer Triplikate.
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Teilprojekt B2

Die im Projektantrag dargestellten Arbeitspakete in Teilprojekt B2 wurden von Philipp Fricke
im Rahmen seiner Doktorarbeit durchgefiihrt und von Claudia Tahiraj im Rahmen ihrer
Bachelorarbeit unterstiitzt (Monate 1-6). AnschlieBend wurden die Arbeiten im Rahmen der
Bachelor- und Masterarbeiten von Julian D6rr, Jan Vanselow und Eileen Buse weitergefihrt.
Die Zuwendung wurde fur die Finanzierung der Personal- und Sachmittel verwendet.

Teilprojekt B2 umfasste zwei Arbeitspakete (AP). In AP-1 wurden flr die Stammentwicklung
verschiedene Expressionsplasmide konstruiert und in G. oxydans eingebracht. In AP-2
wurden die in AP-1 hergestellten G. oxydans-Stamme und die Zweistufenkonversion von
Glucose zu Fructose untersucht.

AP-1: Stammentwicklung fur die Zweistufen-Konversion

Das geplante zweistufige Verfahren zur Konversion von Glucose in Fructose erfordert im
ersten Schritt die Oxidation von Glucose zu 2-Ketoglucose durch eine Pyranose-2-Oxidase
(P20x) und im zweiten Schritt die Reduktion von 2-Ketoglucose zu Fructose durch eine
Aldose-Reduktase. Fir den ersten Schritt wurden zunéchst Literaturrecherchen zu bereits
charakterisierten P20x-Enzymen durchgefiihrt, um den aktuellen Wissensstand zu erfassen.
Basierend auf den Literaturdaten wurden zwei P20x-Enzyme aus den Pilzen Trametes
ochracea und Phanerochaete chrysosporium sowie das bakterielle P20x-Enzym von
Kitasatospora aureofaciens als die drei vielversprechendsten Kandidaten zum Testen in
G. oxydans ausgewahlt. In den publizierten Arbeiten wurden P20x-Enzyme nach Produktion
in E.coli bisher offenbar nur nach Aufreinigung als isolierte Enzymfraktion flr
Charakterisierungen oder bestimmte in vitro-Anwendungen eingesetzt. In den hier
durchgefiihrten Arbeiten wurde jedoch die in vivo-Anwendung der P20x-Enzyme mit
ganzen/aktiven G. oxydans-Zellen getestet. Dafiir wurden induzierbare Expressionsplasmide
fur die p2ox-Gene der ausgewahlten P20x-Enzyme mit und ohne C-terminalen His-tag fur
Tests in G. oxydans und C. glutamicum erfolgreich kloniert (Abbildung 10).

a Pm .
RBS p2ox Tooxoozs p2ox from Plasmide
ch—_v_jf_lil—ﬁ—r_"r— T. ochracea pBBR1-top2ox
Todnm tetR P. chrysosporium pBBR1-pcp2ox
tetR1/2

Pret . p2ox plus 6x His-Tag
2
A pegy GxHis Toonms p chrysosporium pBBR1-pcp2ox-6xHis
K. aureofaciens pBBR1-kap2ox-6xHis
Taanm tetR
Pte:RI/Z

T
b Prac w14 p2ox from

RBS p20X Trm 2
—g H MT T. ochracea PPREX2-top2ox

lacl Ioc P. chrysosporium pPREX2-pcp2ox

operator

leq

Proc Py p2ox plus 6x His-Tag

[—- RBS p2ox 6xHis T,ms12 P chrysosporium pPREX2-pcp20x-6xHis

— H K. aureofaciens pPREX2-kap2ox-6xHis
lacl 4_l lac

operator

P lacq

Abbildung 10. Schema der konstruierten p2ox-Plasmidkassetten fiir (a) die Anhydrotetracyclin-
induzierbare TetR-abhéngige Expression in G. oxydans mittels des Expressionsplasmids
pPBBR1MCS-5-Tgdanm-Tcoxoo2s (Fricke et al. 2021) und (b) die IPTG-induzierbare Lacl%
abhangige Expression in C. glutamicum mittels des Expressionsplasmids pPREXx2 (Bakkes et
al. 2020).
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Fur die Produktion der ausgewahlten P20x-Enzyme in G. oxydans wurde das im vorherigen
IMPRES-Projekt etablierte Anhydrotetracyclin-induzierbare TetR-System verwendet (Fricke et
al.,, 2021). FuUr die P20x-Produktion in C. glutamicum wurde ein verbessertes IPTG-
induzierbares Lacl?-System verwendet (Bakkes et al., 2020). Trotz mehrfacher Versuche
konnten nicht alle in E. coli erfolgreich hergestellten Expressionsplasmide in G. oxydans
und/oder C. glutamicum eingebracht werden. Der G. oxydans-Stamm [K003.1 konnte
erfolgreich mit den Plasmiden pBBR1-pcp20x, pBBR1-pcp20x-6xHis, pBBR1-top2ox und
pBBR1-kap20x-6xHis transformiert werden. Der C. glutamicum-Stamm MBOO1 Fru™? (aus
Teilprojekt B1, AP-2) konnte erfolgreich mit pPREx2-pcp20ox, pPREXx2-pcp20x-6xHis und
pPREXx2-kap20x-6xHis transformiert werden. Diese sieben Stdmme wurden in AP-2
hinsichtlich ihrer Fahigkeit zur Oxidation von D-Glucose zu 2-Keto-D-Glucose getestet (siehe
nachstes AP).

Bei der P20x-katalysierten Reaktion entsteht Wasserstoffperoxid: D-Glucose + O >
2-Keto-D-Glucose + H>0,. Um dieses toxische Produkt zu zersetzen, ist eine ausreichend hohe
Katalase-Aktivitat in der Zelle von Vorteil oder sogar erforderlich. Anhand der verfiigbaren
Literatur und eigenen Vorversuchen wurde die endogene Katalase-Aktivitat von G. oxydans
621H als gering eingeschéatzt, was die Umsetzung von D-Glucose zu 2-Keto-D-Glucose
erheblich limitieren kdnnte. Daher wurden Expressionsplasmide flr die bereits sehr gut
charakterisierten Katalasen aus C. glutamicum (katA) und E. coli (katE) konstruiert, um diese
in G. oxydans 621H und IK003.1 zu testen.

Fur den zweiten Schritt, die Reduktion der 2-Ketoglucose zu Fructose, wurden
Expressionsplasmide fir eine bereits bekannte Aldose-Reduktase aus Candida tenuis
erfolgreich konstruiert und in G. oxydans IK003.1 zum Testen eingebracht. Leider war die
Expression des Enzyms in G. oxydans nicht nachweisbar oder extrem schwach und musste
verbessert werden. Dafir wurde zuerst eine Codon-harmonisierte/optimierte Gensequenz
kloniert und getestet. Mit der optimierten Gensequenz konnte dann eine sehr starke Bildung
der Aldose-Reduktase in Gluconobacter im Proteingel gezeigt werden. Dies stellt ein sehr
gutes Beispiel fiir die Bedeutung der Codon-Usage bei heterologer Expression in G. oxydans
dar. Somit stand dann auch fur den zweiten Schritt ein G. oxydans-Stamm zur Verfligung, der
hinsichtlich der Reduktion von 2-Keto-D-Glucose zu D-Fructose charakterisiert wurde (AP-2).

AP-2: Charakterisierung rekombinanter Stamme

Fur den ersten Schritt zur Umsetzung von D-Glucose zu 2-Keto-D-Glucose mittels eines P20x-
Enzyms ergaben die Analysen der rekombinanten C. glutamicum-Stadmme, dass keine 2-Keto-
D-Glucose nachweisbar war. Im Gegensatz zu C. glutamicum wurden fur die rekombinanten
G. oxydans—Stamme sehr vielversprechende Ergebnisse erhalten. Das Wachstum und die
finale Biomasse der G. oxydans IK003.1-Stdmme mit den p2ox-Expressionsplasmiden war bei
Induktion mit ATc aufféllig stark reduziert im Vergleich zu Kontrollkulturen ohne ATc-Zugabe
(Abbildung 11a). Diese Wachstumshemmung kann nicht allein durch die Zugabe des
antibiotisch wirkenden Induktors ATc erklart werden, sondern ist vermutlich primér eine Folge
der Synthese des jeweiligen P20x-Enzyms. Durch Analyse von Proteinextrakten mit SDS-
Gelen konnte die Produktion der P20x-Enzyme nachgewiesen werden. Die Protein-Banden
P1, P2 und P3 wurden nach tryptischem Verdau und massenspektrometrischer Analyse als
die jeweiligen P20x-Enzyme identifiziert und somit verifiziert (Abbildung 11b). Die SDS-Gel-
Analysen ergaben die erwartete Induktions-abhangige P20x-Enzym-Produktion mit dem
kirzlich etablierten regulierbaren TetR-Pw-System in G. oxydans (IMPRES-Projekt), zeigten
aber auch, dass je nach verwendetem Gen auch ohne Induktion eine (geringe)
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Basalexpression stattfinden kann (Bande P1 in Abbildung 11b). Eine UV-Bestrahlung des Gels
mit Aufnahme der Fluoreszenz im Dunkeln machte Banden von Proteinen sichtbar, die
potentiell FAD als Cofaktor enthalten. Die entsprechenden P20x-Protein-Banden zeigten
dabei eine relativ starke Fluoreszenz, was in dem Bild als Dunkelfarbung zu sehen ist
(Abbildung 11c). Somit sollte in G. oxydans der fur die Aktivitat erforderliche FAD-Cofaktor
erfolgreich in die P20x-Enzyme eingebaut und sogar kovalent gebunden worden sein, da er
im denaturienden SDS-Gel sonst verloren gegangen ware. Somit ist ein spezieller Protein-
Faktor zur kovalenten Verknipfung des FAD-Cofaktors in P20x in G. oxydans nicht
erforderlich.

a) b)

7 - 8 toplox 4] n,u-rnL: ATe . z 3 a s & - 8
{ —@— pcplox-bxHis O ng-mL* ATc = X : .
PcP20x-6xHis KaP20x-6xHis

E | == kopZox-BuMis 0 ng-mL? ATc

== toplox 150 ng-mL? ATe (koa) M 0 25 75 150 0 150 M __(koa)
== popdox-GxHis 150 ng-mL? ATc 148 L 148
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16- -16

t (h)
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Abbildung 11. (a) Wachstum von G. oxydans IK003.1 mit jeweils einem ATc-induzierbaren
Expressionsplasmid fir die rekombinante Produktion der P20x-Enzyme aus T. ochracea (top20x),
P. chrysosporium (PcP2ox-6xHis) und K. aureofaciens (KaP2ox-6xHis) mit und ohne Induktion
(150 ng/mL ATc). (b) Coomassie-gefarbtes SDS-Polyacrylamid-Gel mit Zellextrakten von G. oxydans
IK003.1 mit dem Plasmid pBBR1-pcp20x-6xHis bzw. pBBR1-kap20x-6xHis. Die Stamme wurden ohne
ATc oder mit 25 — 150 ng/mL ATc-Zugabe in Schittelkolben mit Mannitol-Medium fur 24 h kultiviert.
Nach Herstellung von Zellextrakten durch French-Press-Zellaufschluss wurden je 50 ug Proteinextrakt
pro Probe durch SDS-PAGE aufgetrennt, um die Uberproduktion von P20x-Proteinen zu analysieren.
In den tryptisch verdauten Proteinbanden P1 und P2 wurde massenspektrometrisch (MALDI-TOF-MS-
Analysen) das PcP20x-6xHis-Enzym (70,8 kDa) und in Bande P3 das KaP20x-6xHis-Enzym
(61,2 kDa) nachgewiesen. (c) Gelausschnitt im Bereich der P20x-Protein-Banden unter UV-Belichtung
zur Sichtbarmachung von Fluoreszenz, die auf die Anwesenheit von Proteinen hinweist, die kovalent
das fluoreszierende FAD gebunden haben. M: Protein-Grdlienmarker.

Zum Testen der P20x-abh&ngigen in vivo-Umsetzung von D-Glucose zu 2-Keto-D-Glucose
wurden dann Biotransformationen mit den rekombinanten G. oxydans-Stammen durchgefihrt.
Dazu wurden Zellsuspensionen in 15 mL Puffer mit 9.1 g/L Glucose mit induzierten oder nicht-
induzierten Zellen auf eine ODsoo von 2,5 eingestellt und 48 h bei 30°C und 180 Upm
geschuttelt. Nach 6 h, 24 h und 48 h wurden Proben enthommen und nach Abtrennung der
Zellen in den Uberstanden die Konzentrationen von Glucose und 2-Keto-D-Glucose durch
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HPLC-Analysen bestimmt. Mit induzierten Zellen von G. oxydans IK003.1 mit pBBR1-kap20x-
6xHis (P20x aus K. aureofaciens) bzw. pBBR1-pcp20ox-6xHis (P20x aus P. chrysosporium)
wurden nach 48 h Inkubation Produkttiter von 3 g/L bzw. 6,6 g/L 2-Keto-D-Glucose erreicht
(Abbildung 12). Mit nicht-induzierten Zellen von G. oxydans IK003.1 mit pBBR1-kap20x-6xHis
wurde dagegen nur 0.3 g/L 2-Keto-D-Glucose nach 48 h gebildet (Abbildung 12). Mit
induzierten Zellen von G. oxydans IK003.1 mit pBBR1-top20x-6xHis (P20x aus T. ochracea)
wurden nach 48 h Inkubation nur 0,5 g/L 2-Keto-D-Glucose gebildet. Damit ist das P20x-
Enzym aus P. chrysosporium der bisher beste Kandidat fir den ersten Schritt der geplanten
2-Schritt-Konversion von D-Glucose zu D-Fructose und die weitere Stamm- und
Prozessentwicklung mit ganzen Zellen.

a G. oxydons 1K003,1f pBBR1-kop2ox-6xHis b G. oxydans 1K003.1/ pBBR1-peplox-6xHis
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Abbildung 12. Zeitlicher Verlauf der Abnahme von D-Glucose und der Zunahme von 2-Keto-D-Glucose
in P20x-Biotransformations-Assays mit ganzen Zellen (ODsoo 2,5) von G. oxydans IK003.1 mit und ohne
vorherige Induktion der Expression von p2ox aus K. aureofaciens (a) und P. chrysosporium (b) in der
Zellanzucht. Die Assays wurden in 15 mL Biotransformations-Puffer mit initial 9,1 g/L D-Glucose
durchgefihrt (30 °C, 180 Upm). (Startwerte bei O h nicht gezeigt)

Im Gegensatz zu den Studien mit G. oxydans konnte nach IPTG-induzierter Expression der
p2ox-Gene aus P. chrysosporium (pPREx2-pcp2ox und pPREX2-pcp20x-6xHis) und aus
K. aureofaciens (pPREx2-kap20x-6xHis) im Stamm C. glutamicum MBO001 Fru™9 (AP-3) keine
messbare Umwandlung von D-Glucose zu 2-Keto-D-Glucose nachgewiesen werden. Ursache
dafur kbnnte entweder eine nicht-funktionelle Expression der P20x-Enzyme in C. glutamicum
sein oder eine bevorzugte Umsetzung von freier Glucose im Zentralstoffwechsel. Da die
erhaltenen Daten zur Umsetzung im ersten Schritt fir G. oxydans bereits sehr
vielversprechend waren, wurden aus zeitlichen und Ressourcen-technischen Griinden keine
weiteren Analysen zum ersten Schritt in C. glutamicum durchgefiihrt und nur noch auf
G. oxydans fokussiert.

Um den potentiell negativen Einfluss des gebildeten H.O, auf die Umsetzung im ersten Schritt
zu testen, wurde der Einfluss von verbesserter Katalase-Aktivitéat in G. oxydans untersucht.
Bei Verwendung von 100 g/L D-Glucose konnte gezeigt werden, dass sich die 2-Keto-D-
Glucose-Bildung von etwa 20% Ausbeute auf etwa 50% Ausbeute oder mehr steigern lasst,
wenn zusatzlich die Katalase-Aktivitdt erh6ht wird. Hierbei wurde in initialen Tests k&ufliche
Katalase zu Beginn der Inkubation in den Biotransformationspuffer gegeben. Somit ist die
endogene Katalase-Aktivitdt in G. oxydans wie erwartet nicht ausreichend, um ho6here
Umwandlungsraten bzw. Ausbeuten zu erreichen. Die plasmid-basierte Expression der
Katalase-Gene katA oder katE aus C. glutamicum bzw. E. coli in G. oxydans fihrten jedoch
zu einer starke Wachstumshemmung und einem nicht reproduzierbares Wachstum in
Flussigkultur (jedoch nicht auf Agarplatten). Die beiden Katalasen KatA und KatE enthalten
Ham als Cofaktor, der fir die Aktivitat essentiell ist. Mdglicherweise fuihrt die Expression der

heterologen Katalasen zu einer Umverteilung des verfiigbaren Eisens und Hams zu Lasten
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anderer Eisen-abhangiger Enzyme, deren Aktivitaten dann beeintrachtig waren und ein Grund
fur die starke Wachstumshemmung sein kénnten. Hinsichtlich Ham kann davon ausgegangen
werden, dass G. oxydans uber einen funktionalen de-novo Biosyntheseweg verfiigt und Ham
bei Bedarf somit ausreichend synthetisiert werden sollte, da Wachstum in einem Ham-freien
definierten Mineralsalz-Medium mit nur wenigen zusétzlichen organischen Supplementen
moglich ist. Der Eisengehalt von G. oxydans-Zellen wurde bisher nicht bestimmt, doch
Vergleiche mit Daten von C.glutamicum wund E.coli ergaben anhand von
Uberschlagsrechnungen, dass der Eisengehalt im  Mannitol-Komplexmedium
(Herstellerangaben der Komponenten) ausreichen sollte, selbst wenn die Katalase 10% des
gesamten Proteingehaltes ausmachen wirde. So hat dann auch die Zugabe von zusatzlichem
Eisen oder Hamin zum Medium nicht eindeutig zeigen konnen, dass die beobachtete
Wachstumshemmung auf Eisenmangel oder Ham-Mangel zurlickzufuhren ist, da kaum bzw.
kein verbessertes Wachstum beobachtet wurde. Um in Zukunft eine heterologe Katalase-
Aktivitat in G. oxydans zu etablieren sind weitere Untersuchungen notwendig.

Unabhangig von der limitierten Umsetzung im ersten Schritt mit noch nicht ausreichender
Katalase-Aktivitdt wurde die Umwandlung von 2-Keto-D-Glucose zu D-Fructose im zweiten
Schritt mit einem separaten G. oxydans-Stamm anhand der sehr stark gebildeten Aldose-
Reduktase untersucht. Da die Aldose-Reduktase vor allem eine Xylose-Reduktase ist, wurde
als Kontrolle auch die Umsetzung von D-Xylose zu D-Xylitol gepriift. Unter Biotransformations-
Bedingungen wurden mit G. oxydans 10 g/L D-Xylose zu 0,8 g/L D-Xylitol umgewandelt, was
die erfolgreiche Expression und gebildete Enzymaktivitat prinzipiell bestatigt, da in der
Kontrolle ohne Aldose-Reduktase kein D-Xylitol nachweisbar war.

Fur die Untersuchung der Bildung von D-Fructose wurden Ganzzell-Biotransformation mit
G. oxydans IK003.1 mit dem Expressionsplasmid fur die optimierte Gensequenz der Aldose-
Reduktase durchgefiihrt. Als Substrat wurden in Schritt 1 gewonnene zellfreie
Biotransformations-Uberstande (Proben) mit 2-Keto-D-Glucose verwendet. Prinzipiell konnte
dabei die Bildung von Fructose nachgewiesen werden, jedoch waren die Ausbeuten sehr
gering.

Gegenuberstellung der vorgegebenen Ziele mit den erzielten Ergebnissen fur
Teilprojekt B2.

Die wesentlichen Ziele von Teilprojekt B2 wurden erreicht. Die Expression von Pyranose-2-
Oxidasen in G. oxydans und Umwandlung von Glucose zu 2-Ketoglucose konnte erfolgreich
gezeigt werden. Ebenso konnte nach Codon-Optimierung die Expression der Aldose-
Reduktase und die Reduktion von 2-Ketoglucose zu Fructose prinzipiell gezeigt werden.
Allerdings sind die bisher erreichten Fructose-Ausbeuten bei der Zweistufenkonversion noch
sehr gering. Eine Verbesserung in weiteren Arbeiten ist sicherlich méglich, allerdings wird dies
in Anbetracht der in Teilprojekt B1 erreichten Einstufenkonversion von Glucose zu Fructose
durch die evolvierte Glucose-Isomerase nicht als sinnvoll erachtet.
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[.2.  Wichtigste Positionen des zahlenmaliigen Nachweises

Im dem Projekt wurden Uber die gesamte Laufzeit folgende Ausgaben gemacht:

Personalkosten (Pos. 0837 ): 261.072 €
Verbrauchsmaterialien (Pos. 0813): 26.690 €
Reisemittel (Pos. 0838): 1.467 €
Sonstige Kosten (Pos. 0850): 6.089 €
Gesamtausgaben: 295.318 €

Alle aufgeflhrten Mittel wurden fir die Durchfiihrung des Projekts und die Erreichung der
Projektziele eingesetzt. Die Personalkosten beinhalten im wesentlichen die Ausgaben fir die
Doktorarbeit von Alexander Lehnert sowie Master- und Bachelorstudenten. Die wesentlichen
Ausgaben fur Verbrauchsmaterialien umfassten Chemikalien, Materialien fur die Kultivierung
von Mikroorganismen in Schittelkolben und im BioLector, Kits, Oligonukleotide und weitere
Materialien fur molekularbiologische Arbeiten, Materialien fir HPLC-Analysen sowie fur
biochemische Arbeiten. Weitere Mittel wurden fir DNA-Sequenzierungen verwendet. Die
Reisemittel wurden sowohl fir die regelmafiig stattfindenden Projekttreffen eingesetzt als auch
fur die Teilnahme an Tagungen mit Prasentation der im Projekt erzielten Ergebnisse.

[.3. Notwendigkeit und Angemessenheit der geleisteten Arbeit

Die durchgefuhrten Arbeiten waren zum Erreichen der formulierten Projektziele notwendig und
angemessen. Insgesamt konnten alle festgelegten Ziele erfillt und alle Arbeitspakete
abgeschlossen werden. Mittels eines innovativen Selektionssystems basierend auf einem
Fructose-negativen C. glutamicum-Stamm gelang es, die Aktivitat der Glucose-lsomerase aus
Xanthomonas campestris fast zu verzehnfachen. Neben der Verbesserung der Glucose-
Isomerase Aktivitat konnten auch neue Mutationen im Transporter loIT1 identifiziert werden,
welche den Glucose- und Fructoseimport um mindestens eine Grof3enordnung verbesserten.
Weiterhin konnten Hinweise auf einen Transport von Glucose und Fructose in die Zelle durch
den Sacharose-Transporter PtsS erhalten werden. Mit der Konstruktion eines C. glutamicum
Stamms, der Glucose nicht mehr als Kohlenstoffquelle verwerten kann, wurde die Konversion
von Glucose zu Allulose etabliert mittels der evolvierten Glucose-lsomerase und einer
Allulose-3-Epimerase. Dieser Prozess konnte durch Einbringung der optimierten lolT1-
Variante und Deletion von PtsS nochmals erheblich verbessert werden. Damit konnte
erfolgreich die Bildung von Allulose aus Glucose etabliert werden. Auch in Teilprojekt B2
wurden alle wesentlichen Ziele erreicht. Es konnte mit rekombinanten G. oxydans-Stammen
gezeigt werden, dass eine Zwei-Stufen-Konversion von Glucose Uber 2-Ketoglucose zu
Fructose prinzipiell méglich ist.

I.4. Voraussichtlicher Nutzen und Verwertbarkeit der Ergebnisse

Die in Teilprojekt B1 entwickelte Glucose-lsomerase aus X. campestris mit zehnfach héherer
Aktivitat bei 30°C, eignet sich nicht nur fir die mikrobielle Produktion von Allulose, sondern
kann auch fir die Produktion weiterer Sif3stoffe wie Kojibiose oder Cellobiose sowie der
Produktion von Mannose als Nahrungsergéanzungsmittel eingesetzt werden. Die im
Transporter l0IT1 identifizierten Mutationen, welche die Glucose- und Fructoseaufnahme stark
verbessern, lieferten nicht nur neue molekulare Erkenntnisse zum Transports dieser Zucker,
sondern kdnnten in C. glutamicum vielseitige Anwendungen fir die verbesserte Produktion
von Wertstoffen wie Aminosauren oder organischen Sauren finden, die ausgehend von
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Glucose oder Fructose gebildet werden. Die evolvierten lolT1-Varianten kénnen die
Aufnahmekapazitat fur die Zucker und damit ggf. auch die Produktionsrate steigern. Die
Mutationen, die in PtsS erhalten wurden, deuten darauf hin, dass diese Permease evolviert
werden kann fur die Aufnahme von Glucose und Fructose. Mit der Deletion der Permease in
dem Glu™s-Stamm konnte mit der evolvierten Glucose-lsomerase und der evolvierten lolT1-
Variante eine direkte Umsetzung von Glucose zu Allulose realisiert werden, die Ausbeuten
erreicht, welche vergleichbar mit denen sind, die bei der in vitro-basierten Allulose-Produktion
im Enzymreaktor erreicht werden. Damit stellt das mikrobielle Allulose-Produktionssystem eine
Alternative zum in vitro-basierten System dar, dessen industrielle Einsatzmdglichkeiten in
zukunftigen Arbeiten evaluiert werden sollte.

In Teilprojekt B2 konnte gezeigt werden, dass die 2-Schritt-Umwandlung von b-Glucose zu D-
Fructose mit rekombinanten G. oxydans-Stammen prinzipiell méglich ist. In zukinftigen
Arbeiten misste das zweistufige Verfahren jedoch noch verbessert werden, um neue
industrielle  Anwendungen fir G. oxydans zu ermdglichen. Das betrifft einerseits
Anwendungen, die ausgehend von D-Glucose an D-Fructose anschlieRen (Produktion von
z. B. D-Mannitol, D-Mannose, D-Allulose, high fructose corn sirup HFCS und daran
anschlieRende Produkte wie Pyrrolidin-Imino-Zucker) und andererseits Anwendungen, die an
das Intermediat 2-Keto-D-Glucose anschlie3en, wie beispielsweise die Produktion von -
Pyron-Cortalceron mit antibiotischen Eigenschaften. Allerdings erscheint es nach jetzigem
Stand vielversprechender, die evolvierte Glucose-Isomerase fur die Umsetzung von Glucose
zu Fructose in einem Schritt zu verwenden.

Weiterhin wurden neue Erkenntnisse hinsichtlich heterologer Genexpression und Codon-
Usage, regulierbarer Expressionsplasmide sowie Katalase-Aktivitat in G. oxydans erhalten,
die bei zukiinftigen Anwendungen von G. oxydans von Nutzen sind.

.5 Fortschritt anderer

Es wurden eine Reihe von Studien zu Glucose-lsomerasen publiziert, die jedoch auf die
Charakterisierung und Immobilisierung der Enzyme aus verschiedenen Organismen abzielten
und nicht auf die Evolvierung einer Glucose-Isomerase mit hoher Aktivitat bei 30°C. Insofern
waren diese Ergebnisse fur unsere Untersuchungen nicht relevant. Gleiches gilt auch eine
Reihe von Studien zu Allulose-3-Epimerasen, die auf eine verbesserte Thermostabilitat und
Aktivitat sowie die Immobilisierung abzielten. Studien zur in vitro-Konversion von Glucose zu
Allulose bei 50-70°C mit Glucose-Isomerase und Allulose-3-Epimerase wurden bereits weiter
oben erwahnt (Chen et al., 2017, Chen et al., 2022).

[.6. Veroffentlichungen

Folgende Publikationen sind aus den Arbeiten bisher hervorgegangen:

Folgende weitere Publikationen wurden eingereicht bzw. sind in Vorbereitung:

Lehnert, A., Gentile, R. Tahiraj, C., Wirtz, A., Baumgart, M., Polen, T., Gohlke, H., Bott, M.
(2024) Boosting intracellular glucose isomerase activity by adaptive laboratory evolution and
application for microbial production of the dietary sweetener D-allulose from glucose.
Manuskript in Vorbereitung.
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Lehnert, A., Deditius, M., Wirz, A., Baumgart, M., Bott, M. (2024) Metabolic engineering of C.
glutamicum for the production of allulose, a low-caloric natural sweetener. Manuskript in
Vorbereitung.

Dissertationen, Masterarbeiten, Bachelorarbeiten

Tahiraj, C. (2022) Cloning and expression of pyranose 2-oxidase genes for biotransformations
using Gluconobacter oxydans. Bachelorarbeit, Fachhochschule Aachen.

Dorr, J. (2023) Cloning and inducible expression of pyranose 2-oxidase and aldose reductase
genes for biotransformation of D-glucose using Gluconobacter oxydans. Bachelorarbeit,
Fachhochschule Aachen.

Deditius, M. (2023) Metabolic engineering of Corynebacterium glutamicum for the production
of a low-calorie sweetener. Bachelorarbeit, Fachhochschule Aachen.

Vanselow, J. (2024) Cloning and inducible expression of pyranose 2-oxidase and xylose
reductase genes for biotransformation of D-glucose using Gluconobacter oxydans.
Bachelorarbeit, Fachhochschule Aachen.

Buse, E. (2024) Expression of heterologous catalase in Gluconobacter oxydans and impact
on the cytosolic biotransformation of D-glucose to 2-keto-D-glucose. Masterarbeit, Technische
Hochschule Libeck.

Weiterhin wurden die Ergebnisse in Form von Vortragen und Postern prasentiert:

Lehnert, A., Baumgart, M., Bott, M. (2022) Selection for sugar uptake bypass routes in
Corynebacterium glutamicum. Poster, VAAM, Leipzig, 17.-18.11.2022

Lehnert, A., Tahiraj, C., Baumgart, M., Bott, M. (2022) Establishing the in vivo production of
allulose by C. glutamicum. Poster, Jahrestagung der Vereinigung fir Allgemeine und
Angewandte Mikrobiologie (VAAM), online, 20.-23.02.2022

Lehnert, A., Deditius, M., Tahiraj, C., Baumgart, M., Bott, M. (2023) Metabolic engineering of
Corynebacterium glutamicum for the production of the low-caloric natural sweetener D-
allulose. Vortrag, Jahrestagung der Vereinigung fur Allgemeine und Angewandte Mikrobiologie
(VAAM), Gottingen, 10.-13.09.2023

Lehnert, A., Tahiraj, C., Baumgart, M., Bott, M. (2023) Metabolic engineering of
Corynebacterium glutamicum for the production of D-allulose. Poster, Topic 7 Meeting, Jilich,
06.-08.12.2023

Geplant: Lehnert, A., Deditius, M., Baumgart, M., Bott, M. (2024) Metabolic engineering of
Corynebacterium glutamicum for the production of the low-caloric natural sweetener D-
allulose. German Conference on Synthetic Biology (GCSB), Regensburg, 18.-20.09.2024

Vortrage von Alexander Lehnert auf den IMPRES2-Projekttreffen:
Online, 17.03.2021 Production of 5-ketofructose from glucose
26



Online, 28.10.2021 Development of glucose isomerases for the conversion of glucose to
fructose by mesophilic bacteria

Online, 25.04.2022 Development of glucose isomerases for the conversion of glucose to
fructose at 30 °C

Online, 04.11.2022 Development of glucose isomerases for the conversion of glucose to
fructose at 30 °C

Aachen, 31.03.2023 Development of highly-active glucose isomerases for alternative
sweetener production in C. glutamicum

Online, 26.10.2023 Development of highly-active glucose isomerases for alternative
sweetener production in C. glutamicum

Vortrag von Philipp Fricke und Claudia Tahiraj auf IMPRES2-Projekttreffen:
Online, 28.10.2021 Enzymatic 2-Step conversion of D-glucose to D-fructose
Step 1: Plasmid-based expression of pyranose 2-oxidase
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