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(57) Zusammenfassung: Die vorliegende Erfindung bezieht sich auf die Verwendung von Nukleinsduremolekiilen, die fiir eine
bakterielle Xylose-Isomerase (XI) kodieren, die bevorzugt von Clostridium phytofermentans stammt, fiir die Umsetzung/Verstoft-
wechselung, dabei insbesondere Fermentation, mit rekombinanten Mikroorganismen von Xylose-haltigem Biomaterial und insbe-
sondere die Herstellung von Bioalkoholen, dabei insbesondere Bioethanol, mittels Xylose-vergérender Hefen. Die vorliegende Er-
findung bezieht sich weiterhin auf Zellen, insbesondere eukaryotische Zellen, die mit einem Nukleinsdure-Expressionskonstrukt,
das eine Xylose-Isomerase (XI) kodiert, transformiett sind, wobei die Expression des Nukleinsdure- Expressionskonstrukts den
Zellen die Fahigkeit verleiht, Xylose direkt zu Xylulose zu isomerisieren. Diese Zellen werden bevorzugt zur Umsetzung/Ver-
stoftwechselung, dabei insbesondere Fermentation, von Xylose-haltigem Biomaterial und insbesondere zur Herstellung von Bioal-
koholen, dabei insbesondere Bioethanol, verwendet. Die vorliegende Erfindung bezieht sich weiterhin auf Verfahren zur Produk-
tion von Bioethanol und auf Verfahren zur Produktion von weiteren Verstoffwechselungsprodukten, umfassend die Verstoffwech-
selung von Medien, die Xylose enthalten.
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Prokaryotische Xylose-Isomerase zur Konstruktion Xylose-vergirender
Hefen

Die vorliegende Erfindung bezieht sich auf die Verwendung von Nukleinsduremolekiilen, die
fir eine bakterielle Xylose-Isomerase (XI) kodieren, die bevorzugt von Clostridium
phytofermentans stammt, fir die Umsetzung/Verstoffwechselung, dabei insbesondere
Fermentation, mit rekombinanten Mikroorganismen von Xylose-haltigem Biomaterial und
insbesondere die Herstellung von Bioalkoholen, dabei insbesondere Bioethanol, mittels
Xylose-vergidrender Hefen. Die vorliegende Erfindung bezieht sich weiterhin auf Zellen,
insbesondere eukaryotische Zellen, die mit einem Nukleinsdure-Expressionskonstrukt, das
eine Xylose-Isomerase (XI) kodiert, transformiert sind, wobei die Expression des
Nukleinsdure-Expressionskonstrukts den Zellen die Fahigkeit verleiht, Xylose direkt zu
Xylulose Zu isomerisieren. Diese Zellen werden bevorzugt zur
Umsetzung/Verstoffwechselung, dabei insbesondere Fermentation, von Xylose-haltigem
Biomaterial und insbesondere zur Herstellung von Bioalkoholen, dabei insbesondere
Bioethanol, verwendet. Die vorliegende Erfindung bezieht sich weiterhin auf Verfahren zur
Produktion von Bioethanol und auf Verfahren zur Produktion von weiteren
Verstoffwechselungsprodukten, umfassend die Verstoffwechselung von Medien, die Xylose

enthalten.

Hintergrund der Erfindung
Die Bier-, Wein- und Béckerhefe Saccharomyces cerevisiae wird aufgrund ihrer Eigenschaft,
Zucker zu Ethanol und Kohlendioxid zu fermentieren, schon seit Jahrhunderten fiir die Brot-,
Wein- und Bierherstellung genutzt. In der Biotechnologie findet S. cerevisiae neben der
Produktion von heterologen Proteinen vor allem in der Ethanolproduktion fiir industrielle
Zwecke Verwendung. Ethanol wird in zahlreichen Industriezweigen als Ausgangssubstrat fiir
Synthesen benutzt. Durch die immer knapper werdenden Olvorkommen, die steigenden
Olpreise und den stetig steigenden weltweiten Benzinbedarf gewinnt Ethanol als

Kraftstoffalternative mehr und mehr an Bedeutung.
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Um eine kostengiinstige und effiziente Bioethanol-Produktion zu erméglichen bietet sich die
Verwendung von lignozellulosehaltiger Biomasse, wie z.B. Stroh, Abfille aus der Holz- und
Landwirtschaft und der organische Anteil aus dem alltiglichen Hausmiill, als
Ausgangssubstrat an. Diese ist zum einen sehr giinstig und zum anderen in grofler Menge
vorhanden. Die drei groften Bestandteile der Lignozellulose sind Lignin, Zellulose und
Hemizellulose. Hemizellulose, nach Zellulose das am zweithdufigsten vorkommende
Polymer, ist ein stark verzweigtes Heteropolymer. Es besteht aus Pentosen (L-Arabinose, D-
Xylose), Uronséduren (4-O-Methyl-D-Glucuronsiure, D-Galacturonséure) und Hexosen (D-
Mannose, D-Galactose, L-Rhamnose, D-Glucose) (siehe Figur 1). Hemizellulose ldsst sich
zwar leichter als Zellulose hydrolysieren, besitzt aber die Pentosen L-Arabinose und D-

Xylose, die von der Hefe S. cerevisiae normalerweise nicht umgesetzt werden kénnen.

Um Pentosen fiir Fermentationen nutzen zu konnen, miissen diese zuerst iiber die
Plasmamembran in die Zelle hinein gelangen. Obwohl S, cerevisiae nicht in der Lage ist, D-
Xylose zu metabolisieren, kann es diese in die Zelle aufnehmen. S. cerevisiae besitzt aber
keine spezifischen Transporter. Der Transport findet mit Hilfe der zahlreichen
Hexosetransporter statt. Die Affinitit der Transporter zu D-Xylose ist aber deutlich niedriger
als die zu D-Glucose (Kotter und Ciriacy, 1993). In Hefen, die D-Xylose metabolisieren
konnen, wie z.B. P. stipitis, C. shehatae oder P. tannophilus (Du Preez et al., 1986), gibt es
sowohl unspezifische niederaffine Transporter, die D-Glucose transportieren, als auch

spezifische hochaffine Protonen-Symporter nur fiir D-Xylose (Hahn-Hagerdal et al., 2001).

Verwertung von D-Xylose

Verschiedene Bakterien, Hefen und Pilze sind in der Lage, Xylose zu verstoffwechseln. Die
Verstoffwechselung von Xylose unterscheidet sich bei Pro- und Eukaryonten hauptséchlich in
der Art der Isomerisierung der Xylose zu Xylulose. In Prokaryonten erfolgt die Umsetzung
von Xylose zu Xylulose durch das Enzym Xylose-Isomerase (XI). In Eukaryonten wird
Xylose meist in zwei Schritten isomerisiert. Zuerst wird Xylose durch die NAD(P)H-
abhingige Xylose-Reduktase (XR) zu Xylitol reduziert und weiter durch die NAD-abhéngige
Xylitol-Dehydrogenase = (XDH) zu  Xylulose umgesetzt. Die  anschlieflende
Phosphorylierungsreaktion erfolgt in Pro- und Eukaryonten durch die Xylulokinase (XK).

Das entstandene Intermediat  Xylulose-5-Phosphat ist ein Intermediat des

Pentosephosphatweges. Der Hauptteil des Xylulose-5-Phosphats gelangt in Form von
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Fruktose-6-Phosphat und Glycerinaldehyd-3-Phosphat in die Glykolyse und wird dort weiter
zu Pyruvat umgesetzt (Schaaff-Gerstenschldger und Miosga, 1997). Unter fermentativen
Bedingungen wird der Zucker durch die Pyruvat-Decarboxylase und durch die Alkohol-
Dehydrogenase weiter zu Ethanol abgebaut. Unter acroben Bedingungen kann Pyruvat im

Citratzyklus iiber eine Reihe von Reaktionsschritten bis zum Kohlendioxid oxidiert werden.

Verwertung von D-Xylose in S. cerevisiae

In Arbeiten von Kétter und Ciriacy (1993) wurde erstmals ein rekombinanter S. cerevisiae
Stamm konstruiert, der in der Lage war, D-Xylose zu metabolisieren. Hierfiir wurden die fiir
D-Xylose Reduktase (XYLI) und Xylitol Dehydrogenase (XYL2) kodierenden Gene der Hefe
Pichia stipitis heterolog in der Hefe S. cerevisiae exprimiert. In spéateren Arbeiten wurde
zusitzlich die endogene Xylulokinase (XKS!) iiberexprimiert, was die D-Xylose Aufnahme in
die Zelle sowie deren Umsetzung zu Ethanol verbesserte (Ho et al., 1998; Eliasson et al.,
2000). Trotz der erzielten Verbesserungen war unter Sauerstoff-limitierten Bedingungen das
Hauptnebenprodukt der Xyloseumsetzung Xylitol. Dies wird einem Ungleichgewicht in der
Redoxbalance zugeschrieben, welches dadurch verursacht wird, dass die in dem
Stoffwechselweg zuerst ablaufende Reaktion bevorzugt NADPH nutzt, die zweite Reaktion
jedoch ausschlieBlich NADH produziert (Hahn-Hégerdal et al., 2001). Unter aeroben
Bedingungen kann das durch die Xylitol-Dehydrogenase gebildete NADH iber die
Atmungskette zu NAD regeneriert werden. Unter anaeroben Bedingungen kann NAD nicht
regeneriert werden und es kommt zu einer Ansammlung von NADH in der Zelle. Ohne den

Cofaktor NAD kann die Xylitol-Dehydrogenase Xylitol nicht weiter zu Xylulose umsetzen.

Obwohl die in der genannten Arbeit verwendete Xylose-Reduktase aus P. stipitis stammt,
welche in der Lage ist neben NADPH auch NADH als Cofaktor zu nutzen (Metzger und
Hollenberg, 1995), kommt es unter strikt anaeroben Bedingungen zum Erliegen der

Xylosefermentation.

Eine Ldsung des Problems bestand darin, einen redoxneutralen Stoffwechselweg in S.
cerevisiae einzufithren. In Prokaryonten erfolgt die Umsetzung von Xylose zu Xylulose durch
das Enzym Xylose-Isomerase (XI). Fiir eine vollstindige Umsetzung der D-Xylose miisste in
S. cerevisiae zusitzlich nur das Gen X/ exprimiert werden, da eine endogene Xylulokinase
vorhanden ist. Obwohl eine Xylose-Isomerase in manchen Pilzen nachgewiesen werden

konnte (Tomoyeda und Horitsu, 1964; Vongsuvanglert und Tani, 1988; Banerjee et al., 1994;
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Rawat ef al., 1996), war in Eukaryonten nur der Xylose-Abbau iiber die Enzyme Xylose-
Reduktase und Xylitol-Dehydrogenase gezeigt worden. Viele Bemiihungen, eine Xylose-
Isomerase aus unterschiedlichen Organismen in Hefe heterolog zu exprimieren, schlugen fehl
(Gardonyi und Hahn-Hégerdal, 1993). Meistens waren die Enzyme in Hefe nicht funktionell
oder sie wurden nicht zu Proteinen synthetisiert (Sarthy ef al., 1987; Amore et al., 1989; Moes
et al., 1996). Mit hoher Aktivitit konnte nur die Xylose-Isomerase aus dem obligat anaeroben
Pilz Piromyces sp. E2 (Kyper et al, 2003) in Hefe exprimiert werden. Bei heterologer
Uberexpression dieser eukaryotischen Xylose-Isomerase (Harhangi et al, 2003) war S.
cerevisiae in der Lage, auf Xylose zu wachsen und es auch unter anaeroben Bedingungen zu
metabolisieren (Kuyper et al., 2003). Weitere Tests zeigten allerdings, dass das Enzym durch
Xylitol, ein Produkt der Xylose-Umsetzung, stark gehemmt wird. Xylitol wird in Hefe
unspezifisch aus Xylose mittels Aldose-Reduktasen gebildet.

US 6,475,768 beschreibt die Verwendung einer prokaryotischen thermophilen Xylose-
Isomerase aus Thermus thermophilus bzw. Varianten von dieser fiir die Metabolisierung von
Xylose durch Hefen. Das Temperaturoptimum dieses Enzyms bzw. der Varianten liegt bei
einer Temperatur (>70°C), die deutlich iiber der Temperatur liegt, bei der Hefe wéchst und
metabolisiert (28-35°C), bei Temperaturen iiber 40°C ist Hefe jedoch inaktiv bzw. stirbt ab.
Bei Temperaturen um 30°C ist die Xylose-Isomerase aus Thermus thermophilus bzw. auch
die Varianten jedoch nahezu inaktiv. Daher erlaubt auch dieses Enzym bzw. dessen Varianten

der Hefe keine effektive Xylose-Metabolisierung.

Es besteht also im Stand der Technik Bedarf fiir Pentose-Isomerasen, insbesondere Xylose-
Isomerasen, die eine verbesserte und effizientere Pentose-Umsetzung, insbesondere Xylose-

Umsetzung ermdglichen.

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es daher, verbesserte Pentose-Isomerasen,
insbesondere Xylose-Isomerasen, fiir die Verwendung bei der Xylose-Umsetzung zur

Verfligung zu stellen, die insbesondere fiir Industriehefestimme verwendet werden kdnnen.

Xylose-Isomerase (XI)-Konstrukte und deren Verwendung

Die Aufgabe wird erfindungsgemidB gelost durch zur Verfligung stellen eines
Nukleinsduremolekiils, das eine Nukleinsduresequenz umfasst, die flir eine prokaryotische
Xylose-Isomerase (XI) kodiert, fiir
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- die Transformation einer Zelle, bevorzugt fiir die rekombinante Expression und
Herstellung der Xylose-Isomerase,
- die Umsetzung von Xylose zu Xylulose durch die Zelle und/oder

- die Bildung von Folgeprodukten aus Xylose durch die Zelle.

Insbesondere fiir folgende Verwendungen:
- die Transformation einer Zelle, Dbevorzugt fir die rekombinante
Expression/Herstellung der prokaryotischen Xylose-Isomerase,
- die Umsetzung/Verstoffwechselung, dabei insbesondere Fermentation, von Xylose-
haltigem Biomaterial,
- die Herstellung von biobasierten Chemikalien,
- die Herstellung von Biobutanol,

- die Herstellung von Bioethanol.

Unter ,,Folgeprodukten® sollen die Verbindungen verstanden werden, die die Zelle weiter aus
der zu Xylulose umgesetzten Xylose produziert, wie beispielsweise biobasierte Chemikalien

und Bioalkohole.

Unter ,biobasierten Chemikalien“ sollen chemische Verbindungen und Stoffe verstanden
werden, die aus biologischen Materialien und Rohstoffen (Biomasse) insbesondere unter

Verwendung von Mikroorganismen erhalten werden.

Bei den biobasierten Chemikalien kann es sich um eine Verbindung handeln, die ausgewéhlt
ist aus, aber nicht beschrénkt ist auf: Milchsédure, Essigsdure, Bemsteinsiure, Apfelsiure, 1-
Butanol, Isobutanol, 2-Butanol, andere Alkohole, Aminosduren, 1,3-Propandiol, Ethylen,
Glycerol, ein pB-Lactam-Antibiotikum oder ein Cephalosporin, Alkanen, Terpenen,
Isoprenoiden oder dem Vorldufermolekill Amorphadien des Antimalaria-Wirkstoffes

Artemisinin.

Die Begriffe ,,Umsetzung* und ,,Verstoffwechselung werden synonym verwendet und
bedeuten die Metabolisierung einer Substanz bzw. Umsetzung einer Substanz im
Stoffwechsel, hier: die Umsetzung von Xylose, insbesondere die Umsetzung von Xylose zu
Xylulose durch eine Zelle, die mit einer erfindungsgeméBen Nukleinsdure transformiert

wurde. Eine bevorzugte Umsetzung/Verstoffwechselung ist die Fermentation.
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Bei den Nukleinsduremolekiilen handelt es sich um rekombinante Nukleinsduremolekiile. Des
Weiteren umfassen erfindungsgemifle Nukleinsdauremolekiile dsDNA, ssDNA, PNA, CNA,
RNA oder mRNA oder Kombinationen davon.

Die erfindungsgemife prokaryotische Xylose-Isomerase (XI) stammt von Clostridium

phytofermentans.

In dieser Erfindung ist es mit einem Testsystem gelungen, eine hoch funktionelle
prokaryotische Xylose-Isomerase aus Clostridium phytofermentans in der Hefe S. cerevisiae
zu exprimieren. Es konnte gezeigt werden, dass die gefundene Xylose-Isomerase

rekombinanten Hefen eine effiziente Xylose-Verstoffwechselung ermdoglicht.

Die erfindungsgemife prokaryotische Xylose-Isomerase (XI) kann in Zellen, insbesondere
eukaryotischen Zellen in einer aktiven Form exprimiert werden. Auflerdem ist die
erfindungsgemiBe prokaryotische Xylose-Isomerase (XI) weniger sensitiv gegeniiber einer
Inhibierung durch Xylitol als die im Stand der Technik bekannte eukaryotische Xylose-

Isomerase aus einem anaeroben Fungus.

Wenn die erfindungsgeméfBe Nukleinsduresequenz, die fiir die prokaryotische Xylose-
Isomerase (XI) kodiert, in einer Zelle exprimiert wird, dann wird der Zelle die Fahigkeit
verliechen, Xylose in Xylulose umzuwandeln, welche dann weiter metabolisiert werden kann.

Dadurch ist die Zelle in der Lage, auf Xylose als Kohlenstoffquelle zu wachsen.

Bevorzugt umfasst die erfindungsgemifle prokaryotische Xylose-Isomerase (XI) eine
Aminosiuresequenz, die zu mindestens 70% identisch, bevorzugt mindestens 80% identisch,
weiter bevorzugt mindestens 90% identisch, noch weiter bevorzugt mindestens 95% identisch
und noch weiter bevorzugt 99% identisch oder identisch zu der Aminosduresequenz nach

SEQ ID NO. 1 ist.

Die Nukleinsduresequenz, die fiir eine prokaryotische Xylose-Isomerase (XI) kodiert, umfasst
bevorzugt eine Nukleinsduresequenz, die zu mindestens 70% identisch, bevorzugt 80%

identisch, weiter bevorzugt mindestens 90% identisch, noch weiter bevorzugt mindestens
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95% identisch und noch weiter bevorzugt 99% identisch oder identisch zu der

Nukleinsiduresequenz nach SEQ ID NO. 2 ist.

Die erfindungsgemifien Nukleinsduremolekiile umfassen bevorzugt Nukleinsduresequenzen,
die mit der natiirlich vorkommenden Nukleinsduresequenz identisch sind oder fiir eine

Verwendung in einer Wirtszelle Codon-optimiert sind.

Jede Aminosidure wird auf Genebene durch ein Codon verschliisselt. Jedoch gibt es mehrere
verschiedene Codons, die fiir eine einzelne Aminosdure codieren. Der genetische Code ist
folglich degeneriert. Die bevorzugte Codonwahl fiir eine entsprechende Aminoséure ist von
Organismus zu Organismus verschieden. So kann es bei heterolog exprimierten Genen zu
Problemen kommen, wenn der Wirtsorganismus bzw. die Wirtszelle einen sehr
unterschiedlichen Codon-Gebrauch aufweist. Das Gen kann iiberhaupt nicht oder nur langsam
exprimiert werden. Sogar in Genen von verschiedenen Stoffwechselwegen innerhalb eines
Organismus ist ein unterschiedlicher Codon-Gebrauch festzustellen. Von den Glykolyse-
Genen aus S. cerevisiae ist bekannt, dal} sie stark exprimiert werden. Sie weisen einen stark
restriktiven Codon-Gebrauch auf. Es ist davon auszugehen, dass durch Anpassung des Codon-
Gebrauchs des bakteriellen Xylose-Isomerase-Gens an den Codon-Gebrauch der Glykolyse-

Gene aus S. cerevisiae, es zu einer Verbesserung des Xylose-Umsatzes in Hefe kommt.

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform umfasst die Nukleinsduresequenz, die fiir eine
prokaryotische Xylose-Isomerase (XI) kodiert, eine Nukleinsduresequenz, die fiir die
Verwendung in einer Wirtszelle Codon-optimiert ist.

Die Codon-Optimierung besteht im Wesentlichen bevorzugt in einer Anpassung des Codon-
Gebrauchs an den Codon-Gebrauch des Wirtsorganismus/Wirtszelle, wie Hefe. Bevorzugt
wird der Codon-Gebrauch des bakteriellen Xylose-Isomerase-Gens an den Codon-Gebrauch
der Glykolyse-Gene aus S. cerevisiae angepasst. Fiir weitere Details, siehe auch Beispiel 2

und Tabelle 1.

Die Nukleinsduresequenz, die fiir eine prokaryotische Xylose-Isomerase (XI) kodiert, umfasst
bevorzugt eine Nukleinsduresequenz, die zu mindestens 70% identisch, bevorzugt 80%
identisch, weiter bevorzugt mindestens 90% identisch, noch weiter bevorzugt mindestens
95% identisch und noch weiter bevorzugt 99% identisch oder identisch zu der

Nukleinsduresequenz nach SEQ ID NO. 3 ist.
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Bevorzugt ist das erfindungsgeméfl verwendete Nukleinsduremolekiil ein Nukleinsdure-

Expressionskonstrukt.

Nukleinsdure-Expressionskonstrukte  gem# der Erfindung sind  beispielsweise
Expressionskassetten, umfassend ein erfindungsgemifes Nukleinsduremolekiil, oder
Expressionsvektoren, die ein erfindungsgemifles Nukleinsduremolekiil oder eine

Expressionskassette umfassen.

Bevorzugt umfasst ein  Nukleinsdure-Expressionskonstrukt Promotor- und
Terminatorsequenzen, wobei der Promotor operativ verbunden ist mit der

Nukleinsduresequenz, die fiir eine prokaryotische Xylose-Isomerase (XI) kodiert.

Bevorzugte Promotorsequenzen sind ausgewihlt aus HXT7, verkiirzter HXT7, PFK1, FBAI,
PGK1, ADHI1 und TDH3.

Bevorzugte Terminatorsequenzen sind ausgewihlt aus CYC1, FBA1, PGKI1, PFK1, ADHI
und TDH3.

Das Nukleinsdure-Expressionskonstrukt kann weiterhin 5’ und/oder 3° Erkennungssequenzen

und/oder Selektionsmarker umfassen.

Bevorzugt wird der Selektionsmarker ausgewdhlt aus einem LEU2-Markergen, einem URA3-
Markergen oder einem dominanten Antibiotika-Resistenz-Markergen. Ein bevorzugter
dominantes Antibiotika-Resistenz-Markergen wird ausgewihlt aus Genen, die Resistenzen

gegeniiber Geneticin, Hygromycin und Nourseothricin verleihen.

Ein Expressionsvektor kann ausgewdhlt werden aus der Gruppe pRS303X, p3RS305X,
p3RS306X, pRS41H, pRS41K, pRS41N, pRS42H, pRS42K, pRS42N oder p423HXT7-6HIS,
p424HXT7-6HIS, p425HXT7-6HIS, p426HXT7-6HIS.

Bevorzugt ist die zu transformierenden Zelle ein eukaryotischer Mikroorganismus, bevorzugt

eine Hefezelle oder eine Fadenpilzzelle.
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Die Hefezelle ist bevorzugt ein Mitglied eines Genus ausgewihlt aus der Gruppe aus

Saccharomyces, Kluyveromyces, Candida, Pichia, Schizosaccharomyces, Hansenula,

Kloeckera, Schwanniomyces, Arxula und Yarrowia.

Die Hefezelle ist weiter bevorzugt ein Mitglied einer Species ausgewahlt aus der Gruppe aus
S. cerevisiae, S. bulderi, S. barnetti, S. exiguus, S. uvarum, S. diastaticus, K. lactis, K.

marxianus und K. fragilis.

Die Fadenpilzzelle ist bevorzugt ein Mitglied eines Genus ausgewdhlt aus der Gruppe aus

Aspergillus, Trichoderma, Humicola, Acremonium, Fusarium, und Penicillium.

Xylose-vergdrende Zellen
Die Aufgabe wird erfindungsgemaf gelost durch zur Verfiigung stellen Zellen, die mit einem
Nukleinsidure-Expressionskonstrukt transformiert sind, das fiir eine prokaryotische Xylose-

Isomerase (XI) kodiert.

Eine erfindungsgemifBe Zelle ist bevorzugt eine eukaryotische Zelle.

Eine erfindungsgemiBle Zelle, insbesondere eine eukaryotische Zelle, ist mit einem
Nukleinsdure-Expressionskonstrukt transformiert, welches umfasst:

(a)  eine Nukleinsiuresequenz, die fiir eine prokaryotische Xylose-Isomerase (XI) kodiert,
(b) einen operativ mit der Nukleinsduresequenz verbundenen Promoter, der die

Expression der prokaryotischen Xylose-Isomerase (XI) in der Zelle ermoglicht.

Dabei verleiht die Expression des Nukleinsdure-Expressionskonstrukts der Zelle die

Fahigkeit, Xylose direkt zu Xylulose zu isomerisieren.

Wie oben diskutiert, kann die erfindungsgeméfBe prokaryotische Xylose-Isomerase (XI) in
Zellen, insbesondere eukaryotischen Zellen, in einer aktiven Form exprimiert werden, so dass

die Zellen somit Xylose direkt zu Xylulose isomerisieren konnen (siehe auch Figur 2).

AuBerdem sind die erfindungsgeméfien prokaryotischen Xylose-Isomerase (XI) weniger
sensitiv gegeniiber einer Inhibierung durch Xylitol als die im Stand der Technik bekannten

eukaryotischen Xylose-Isomerasen aus einem anaeroben Fungus.
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Die Erfinder haben einen redoxneutralen Stoffwechselweg in S. cerevisiae eingefiihrt, in dem

die Umsetzung von Xylose zu Xylulose durch eine Xylose-Isomerase (XI) erfolgt (Fig. 2).

Wenn die erfindungsgemiBe Nukleinsduresequenz, die fiir die prokaryotische Xylose-
Isomerase (XI) kodiert, in einer Zelle exprimiert wird, dann wird der Zelle die Fahigkeit
verliehen, Xylose in Xylulose umzuwandeln, welche dann weiter metabolisiert werden kann.

Dadurch ist die Zelle in der Lage, auf Xylose als Kohlenstoffquelle zu wachsen.

Die erfindungsgemiBe prokaryotische Xylose-Isomerase (XI) stammt bevorzugt aus
Clostridium phytofermentans. Bevorzugt umfasst die erfindungsgeméfe Xylose-Isomerase
(XI) eine Aminosiuresequenz, die zu mindestens 70% identisch, bevorzugt mindestens 80%
identisch, weiter bevorzugt mindestens 90% identisch, noch weiter bevorzugt mindestens
95% identisch und noch weiter bevorzugt 99% identisch oder identisch zu der

Aminosduresequenz nach SEQ ID NO. 1 ist.

Der Promotor (b) ist bevorzugt ausgewihlt aus HXT7, verkiirzter HXT7, PFK1, FBAI,
PGK1, ADHI1 und TDH3.

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform ist das Nukleinsdure-Expressionskonstrukt, mit dem
eine erfindungsgemifle Zelle transformiert ist, ein erfindungsgemifles Nukleinsduremolekiil,

wie hierin und oben definiert.

Bevorzugt ist die erfindungsgemifle Zelle ein eukaryotischer Mikroorganismus, bevorzugt

eine Hefezelle oder eine Fadenpilzzelle.

Eine erfindungsgemiBe Hefezelle ist bevorzugt ein Mitglied eines Genus ausgewihlt aus der
Gruppe aus Saccharomyces, Kluyveromyces, Candida, Pichia, Schizosaccharomyces,

Hansenula, Kloeckera, Schwanniomyces, Arxula und Yarrowia.

Eine erfindungsgemife Hefezelle ist weiter bevorzugt ein Mitglied einer Species ausgewihlt
aus der Gruppe aus S. cerevisiae, S. bulderi, S. barnetti, S. exiguus, S. uvarum, S. diastaticus,

K. lactis, K. marxianus und K. fragilis.
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Eine erfindungsgemifBe Hefezelle ist weiter bevorzugt der Stamm Ethanol Red™ oder

Lallemandl.

Eine erfindungsgemiBe Fadenpilzzelle ist bevorzugt ein Mitglied eines Genus ausgewihlt aus
der Gruppe aus Aspergillus, Trichoderma, Humicola, Acremonium, Fusarium, und

Penicillium.

Bevorzugt ist die erfindungsgemife Zelle eine in Zellkultur gehaltene Zelle bzw. eine

kultivierte Zelle.

Die erfindungsgemiflen Zellen sind mit dem Nukleinsdure-Expressionskonstrukt oder dem

Nukleinsduremolekiil, wie hierin definiert, transient oder stabil transformiert.

In einer Ausfiihrungsform exprimiert eine erfindungsgeméBe Zelle weiterhin eines oder
mehrere Enzyme, die der Zelle die Fahigkeit verleihen, ein oder mehrere weitere

Verstoffwechselungsprodukte zu produzieren.

Ein solches weiteres Verstoffwechselungsprodukt ist dabei bevorzugt ausgewihlt aus, aber
nicht beschrinkt auf, der Gruppe von biobasierten Chemikalien, wie Milchséure, Essigséure,
Bemnsteinsdure, Apfelsdure, 1-Butanol, Isobutanol, 2-Butanol, andere Alkohole,
Aminosduren, 1,3-Propandiol, Ethylen, Glycerol, ein B-Lactam-Antibiotikum oder ein
Cephalosporin, Alkanen, Terpenen, Isoprenoiden oder dem Vorldufermolekiil Amorphadien

des Antimalaria-Wirkstoffes Artemisinin.

Die Aufgabe wird erfindungsgemil gelost durch die Verwendung der erfindungsgeméfBen
Zellen fiir die Umsetzung/Verstoffwechselung, dabei insbesondere Fermentation, von Xylose-

haltigem Biomaterial und/oder die Herstellung von Bioethanol.

Die Aufgabe wird erfindungsgeméB gelost durch die Verwendung der entsprechenden
erfindungsgemifBen Zellen fir die Umsetzung/Verstoffwechselung, dabei insbesondere
Fermentation, von Xylose-haltigem Biomaterial und/oder zur Produktion eines

Verstoffwechselungsprodukts.
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Wobei das Verstoffwechselungsprodukt bevorzugt ausgewihlt ist aus der Gruppe von
biobasierten Chemikalien (aber nicht auf diese Gruppe von biobasierten Chemikalien
beschrinkt ist), wie Milchsdure, Essigsdure, Bernsteinséure, Apfelséiure, 1-Butanol,
Isobutanol, 2-Butanol, andere Alkohole, Aminosduren, 1,3-Propandiol, Ethylen, Glycerol, ein
B-Lactam-Antibiotikum oder ein Cephalosporin, Alkanen, Terpenen, Isoprenoiden oder dem

Vorldufermolekiil Amorphadien des Antimalaria-Wirkstoffes Artemisinin.

Die Aufgabe wird erfindungsgemiB geldst durch das zur Verfligung stellen eines Verfahrens

zur Produktion von Bioethanol.

Das erfindungsgemife Verfahren umfasst die folgenden Schritte:

(a) Umsetzung eines Mediums, welches eine Xylose-Quelle enthdlt, mit einer
erfindungsgeméBen Zelle, die Xylose zu Ethanol umsetzt,

(b)  optional, Erhalten des Bioethanols.

Das Bioethanol wird beispielsweise durch Isolieren erhalten.

Das Medium kann auch eine andere zusitzliche Kohlenstoffquelle, dabei insbesondere

Glukose, enthalten.

Bevorzugt erfolgt die Produktion von Bioethanol mit einer Rate von mindestens 0,03 g

Ethanol pro g Hefetrockengewicht und Stunde.

Bevorzugt ist die Ethanolausbeute mindestens 0,3 g Ethanol pro g Xylose.

Die Aufgabe wird erfindungsgemiB gelost durch das zur Verfligung stellen eines Verfahrens
zur Produktion eines Verstoffwechselungsprodukts.

Ein solches weiteres Verstoffwechselungsprodukt ist dabei bevorzugt ausgewihlt aus, aber
nicht beschrinkt auf, der Gruppe von biobasierten Chemikalien wie Milchsdure, Essigséure,
Bernsteinsdure, Apfelsdure, 1-Butanol, Isobutanol, 2-Butanol, andere Alkohole,
Aminoséduren, 1,3-Propandiol, Ethylen, Glycerol, ein B-Lactam-Antibiotikum oder ein
Cephalosporin, Alkanen, Terpenen, Isoprenoiden oder dem Vorlaufermolekiil Amorphadien

des Antimalaria-Wirkstoffes Artemisinin.



WO 2010/000464 PCT/EP2009/004762
-13-

Das erfindungsgemifle Verfahren umfasst die folgenden Schritte:

(a) Umsetzung/Verstoffwechselung, insbesondere Fermentation, eines Mediums, welches
eine Xylose-Quelle enthilt, mit einer entsprechenden erfindungsgemiflen Zelle, die Xylose
umsetzt, um das Verstoffwechselungsprodukt zu produzieren,

(b)  optional, Erhalten des Verstoffwechselungsprodukts.

Das Verstoffwechselungsprodukt wird beispielsweise durch Isolieren erhalten.

Das Medium kann auch eine andere zusitzliche Kohlenstoffquelle, dabei insbesondere

Glukose, enthalten.

Den Erfindern ist es gelungen, einen redoxneutralen Stoffwechselweg in S. cerevisiae
einzufiihren, in dem die Umsetzung von Xylose zu Xylulose durch eine Xylose-Isomerase

(XI) erfolgt (Fig. 2).

In dieser Erfindung ist es mit einem Testsystem gelungen, eine hoch funktionelle
prokaryontische Xylose-Isomerase aus Clostridium phytofermentans in der Hefe S. cerevisiae
zu exprimieren. Es konnte gezeigt werden, dass die gefundene Xylose-Isomerase

rekombinanten Hefen eine effiziente Xylose-Verstoffwechselung ermdoglicht.

Des Weiteren waren eine Vielzahl von experimentellen Hiirden und Schwierigkeiten beim
Auffinden einer funktionellen Xylose-Isomerase zu iiberwinden:

- Fiir die Konstruktion des Teststammes MKY09 mussten 5 Gene iiberexprimiert werden.

- Die Auswahl der zu testenden Xylose-Isomerasen war nicht trivial.

- Alle bisher getesteten bakteriellen Xylose-Isomerasen zeigten in Hefe keine bis sehr geringe
Aktivitit.

- Hoher Aufwand bei der Kultivierung der zu testenden Organismen, die fiir den Screen
benétigt wurden.

- Bei der erfindungsgemiflen Xylose-Isomerase handelt es sich um die erste beschriebene

hoch aktive prokaryotische Xylose-Isomerase in Hefe.
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- Bei der erfindungsgemiBen Xylose-Isomerase handelt es sich um die erste Xylosé-
Isomerase des Clusters II (von drei Clustern) von Xylose-Isomerasen (siehe Figure 3), die in
Hefen funktionell exprimiert werden konnte.

- Die erfindungsgemife Xylose-Isomerase wird nur geringfiigig durch Xylitol gehemmt.

Uber die Schwierigkeiten beziiglich der funktionellen Expression von Xylose-Isomerasen in
Hefe gibt es einige Berichte (Gardonyi and Hahn-Hégerdahl, 2003; sowie darin zitierte
Quellen).

Den Erfindern ist es erstmals gelungen, eine prokaryotische Xylose-Isomerase in funktioneller
Form in Hefen zu exprimieren, so dass diese dazu befdhigt werden, Xylose unter
physiologischen Bedingungen und in signifikanten Mengen zu metabolisieren und in
Produkte (z.B. Ethanol) umzuwandeln. Wie im Stand der Technik beschrieben, ist dieses
nicht trivial. Zahlreiche Versuche dazu wurden unternommen, und alle waren bisher nicht
erfolgreich (siche Sarthy et al., 1987; Amore et al., 1989; Moes et al., 1996, US 6,475,768).

Den Erfindern ist es nun gelungen zu demonstrieren, dass gerade die C. phytofermentans
Xylose-Isomerase, im Gegensatz zu allen anderen bisher bekannten prokaryotischen
Enzymen, die Hefe dazu befihigen, Xylose unter physiologischen Bedingungen und in

signifikanten Mengen zu metabolisieren und daraus Produkte herzustellen.

Beispiele fiir lignozellulosische Hydrolysate mit signifikantem Anteil an Xylan (Hayn et. al,
1993):

Gras: 16%

Weizenkleie: 19%

Maisabfille: 19%

Die vorliegende Erfindung wird in den folgenden Figuren, Sequenzen und Beispielen weiter
verdeutlicht, ohne jedoch darauf beschrinkt zu sein, Die zitierten Referenzen sind hiermit

durch Bezugnahme vollstindig aufgenommen. In den Sequenzen und Figuren zeigt:
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SEQ ID NO: 1 die Proteinsequenz des Xylose-Isomerase-ORFs (offener Leserahmen) von C.
phytofermentans,
(siche auch Genbank Accession Nos. ABX41597 und CP000885 (vom 19. November 2007)),

SEQ ID NO: 2 die Nukleinsduresequenz des offenen Leserahmens (ORF) der Xylose-
Isomerase aus C. phytofermentans,

(siche auch Genbank Accession No. CP000885 (vom 19. November 2007)),

SEQ ID NO: 3 die Nukleinsduresequenz des offenen Leserahmens (ORF) der Xylose-

Isomerase aus C. phytofermentans in einer Codon-optimierten Form.

Figur 1. Zusammensetzung der Biomasse

Biomasse besteht aus Zellulose, Hemizellulose und Lignin. Die am zweithdufigsten
vorkommende Hemizellulose ist ein aus Pentosen, Uronsduren und Hexosen bestehendes
stark verzweigtes Polymer. Die Hemizellulose besteht zu einem grofen Anteil aus den

Pentosen Xylose und Arabinose.

Figur 2. Schema fiir die Umsetzung von D-Xylose in rekombinanter S. cerevisiae iiber direkte

Isomerisierung

Figur 3. Stammbaum der verschiedenen Xylose-Isomerasen
Gezeigt ist der Stammbaum der getesteten Xylose-Isomerasen. Vergleiche zur Ahnlichkeit der

Xylose Isomerasen wurden mit dem Programm ,,MEGA version 4“ durchgefiihrt.

Figur 4. Verwendete Vektoren

Ausgangsplasmid fiir die Konstruktion von p426H7-XI-Clos (B) bzw. p426H7-opt.XI-Clos
(C) war Plasmid p426HXT7-6HIS (A). Bei dem Vektor p426HXT7-6HIS handelt es sich um
ein 2u Expressionsplasmid, welches einen URA3-Marker besitzt. Der offene Leserahmen
(ORF) bzw. deren Codon-optimierte Form der erfindungsgeméBen Xylose-Isomerase aus C.
phytofermentans wurde hinter den verkiirzten starken HX77-Promotor und dem CYClI-
Terminator des Plasmids p426HXT7-6HIS kloniert.
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Figur 5 Wachstumsverhalten auf Xylose-haltigem Medium unter Verwendung der
verschiedenen Xylose-Isomerase-Gene

Wachstumstests von rekombinaten S. cerevisiae Stimmen, die den bakteriellen D-Xylose-
Stoffwechsel mit der Xylose-Isomerase aus C. phytofermentans enthalten. Wachstumstests
wurden auf Agarplatten mit SC-Medium und mit 2 % Xylose als einziger Kohlenstoffquelle
durchgefiihrt. Getestet wurde die native (B) und die Codon-optimierte Form (C) der Xylose-
Isomerase aus C. phytofermentans. Als Negativ-Kontrolle diente der leere Vektor p426HXT7-
6HIS (A).

Figur 6. Xylose-Umsetzung in rekombinanten Hefestdmmen unter Verwendung einer
bakteriellen Xylose-Isomerase

Die Xylose-Umsetzung von rekombinanten Hefezellen MKY09, die die native und die
Codon-optimierte Form der Xylose-Isomerase aus C. phytofermentants enthielten, wurde
getestet. Als Vergleich diente der leere Vektor p426HXT7-6HIS. Wachstumskurven wurden
in fliissigem SC-Medium mit 1,4% Xylose unter aeroben Bedingungen durchgefiihrt.
HPLC-Proben wurden parallel zur Messung der optischen Dichte bei 600nm entnommen.

Siehe auch Tabelle 2, Beispiel 3.

Figure 7. Enzymkinetiken

Eadie-Hofstee Plot der Xylose Umsetzung der nativen und der Codon-optimierten Xylose-
Isomerase aus C. phytofermentans.

Der mit dem Plasmid p426H7-XI-Clos bzw. p426H7-opt.XI-Clos transformierte Stamm
CEN.PK2-1C wurde iiber Nacht in synthetischem Komplettmedium mit 2 % Glukose ohne
Uracil angezogen. Es wurden Rohextrakte hergestellt und quantitative Enzymtests
durchgefiihrt. Es ist ein représentatives Ergebnis gezeigt. Die in Tabelle 3 angegebenen Werte

sind Durchschnittswerte aus mindestens 3 unabhédngigen Messungen.

Beispiele
Methoden
1. Stimme und Medien
- Bakterien
- E. coli SURE (Stratagene)
- E.coli DH5a (Stratagene)
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- Bacillus licheniformis (37°C)

- Agrobacterium tumefaciens (26°C)

- Burkholderia xenovorans (28°C)

- Clostridium phytofermentans (30°C, anaerob)
- Lactobacillus pentosus (30°C)

- Leifsonia xyli (28°C)

- Pseudomonas syringae pv. phaseolicola (28°C)
- Robiginitalea biformata (30°C)

- Saccharophagus degradans (26°C)

- Salmonella typhimurium LT2 (28°C)

- Staphylococcus xylosus (37°C)

- Streptomyces diastaticus (28°C)

- Xanthomonas campestris (26°C)

andere Organismen

- Arabidopsis thaliana (genomische DNA)

Medien und Anzucht von E. coli
Vollmedium LB:

PCT/EP2009/004762

1% Trypton, 0,5 % Hefeextrakt, 0,5% NaCl, pH 7,5 (siche Maniatis, 1982).

Fiir die Selektion auf eine plasmidkodierte Antibiotikaresistenz wurde dem Medium nach dem

Autoklavieren 40pug/ml Ampicillin zugesetzt. Feste Néhrmedien enthielten zusitzlich 2%

Agar. Die Anzucht erfolgte bei 37°C.

Medien und Anzucht von weiteren Bakterien

Zusammensetzung der Medien und Anzuchtsbedingungen siehe Angaben von DSMZ

(Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen, Braunschweig, Deutschland).

-Hefe
Stamm CEN.PK2-1C

CEN.PK2-1C (MATa leu2-3,112 ura3-52 trp1-289 his3-41MAL2-8c SUC2)

Stamm MKY09
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MKYO09 basiert auf dem Stamm CEN.PK2-1C (MATa leu2-3,112 ura3-52 trp1-289 his3-
AIMAL2-8¢ SUC2, PromTKL]1::loxP-Prom-vkHXT7, PromRPE]I::loxP-Prom-vkHXT7,
PromRKI1::loxP-Prom-vkHXT7, PromGAL2::loxP-Prom-vkHXT7, PromXKS1::loxP-Prom-
vkHXT7), beinhaltet weitere unbekannte Mutationen

Medien und Anzucht von Hefen
synthetisches Komplettselektivmedium SC
0,67% Yeast nitrogen base w/o amino acids, pH6,3, Aminosidure/Nukleobase-Losung,

Kohlenstoffquelle in der jeweils angegeben Konzentration

synthetisches Minimalselektivmedium SM:
0,16% Yeast nitrogen base w/o amino acid and ammonium sulphate, 0,5%
Ammoniumsulfat ,20mM Kalium-dihydrogenphosphat, pH6,3, Kohlenstoffquelle in

der jeweils angegeben Konzentration

Konzentration der Aminosduren und Nukleobasen im synthetischen Komplettmedium (nach
Zimmermann, 1975): Adenin (0,08mM), Arginin (0,22mM), Histidin (0,25mM), Isoleucin
(0,44mM), Leucin (0,44mM), Lysin (0,35mM), Methionin (0,26mM), Phenylalanin
(0,29mM), Tryptophan (0,19mM), Threonin (0,48mM), Tyrosin (0,34mM), Uracil (0,44mM),
Valin (0,49mM). Als Kohlenstoffquelle wurden L-Arabinose und D-Glucose eingesetzt.

2. Plasmide
Verwendete Plasmide

Plasmid Quelle/Referenz Beschreibung

p426HXT7-6HIS | Hamacher et al., 2002 | 2p-Expressionsplasmid  zur Uberexpression  von
(=p426H7) Genen und zur Herstellung eines Hisg-Epitop; URA3-
Selektionsmarkergen, verkiirzter HX77-Promotor und

CYCI-Terminator

Im Rahmen dieser Arbeit konstruierte Plasmide

Plasmid Beschreibung

p426H7-XI- Klonierung der X7 aus A. tumefaciens in p426HXT7-6HIS unter Aussparung des
Agro Hise-Epitops

p426H7-XI- Klonierung der XI aus A. thaliana in p426HXT7-6HIS unter Aussparung des
Arab Hise-Epitops




WO 2010/000464

p426H7-XI-
BaLi
p426H7-XI-
Burk
p426H7-XI-Clos

p426H7-opt. X1-
Clos
p426H7-XI-
Lacto

p426H7-XI- Leif

p426H7-opt. XI-
Piro
p426H7-XI-
Pseudo
p426H7-XI-
Robi
p426H7-XI-
Saccha
p426H7-XI-
Salmo
p426H7-XI-
Staph
p426H7-XI-
Strep
p426H7-XI-
Xantho
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Klonierung der X7 aus B. licheniformis in p426HXT7-6HIS unter Aussparung
des Hisg-Epitops

Klonierung der X7 aus B. xenovorans in pA26HXT7-6HIS unter Aussparung des
Hisg-Epitops

Klonierung der XI aus C. phytofermentans in p426HXT7-6HIS unter
Aussparung des Hiss-Epitops

Klonierung der Codon-optimierten X7 aus C. phytofermentans in pA26HXT7-
6HIS unter Aussparung des Hisg-Epitops

Klonierung der X7 aus L. pentosus in p426HXT7-6HIS unter Aussparung des
Hiss-Epitops

Klonierung der X7 aus L. xyli in p426HXT7-6HIS unter Aussparung des Hisg-
Epitops

Klonierung der Codon-optimierten X7 aus Piromyces sp.E2 in p426HXT7-6HIS
unter Aussparung des Hisg-Epitops

Klonierung der X7 aus P. syringae in p426HXT7-6HIS unter Aussparung des
Hiss-Epitops

Klonierung der X7 aus R. biformata in p426HXT7-6HIS unter Aussparung des
His¢-Epitops

Klonierung der X7 aus S. degradans in p426HXT7-6HIS unter Aussparung des
His¢-Epitops

Klonierung der X7 aus S. typhimurium in p426HXT7-6HIS unter Aussparung des
Hiss-Epitops

Klonierung der X7 aus S. xylosus

in p426HXT7-6HIS unter Aussparung des Hisg-Epitops

Klonierung der X7 aus S. diastaticus in pA26HXT7-6HIS unter Aussparung des
Hisg-Epitops

Klonierung der X7 aus X. campestris in pA26HXT7-6HIS unter Aussparung des
Hiss-Epitops

3. Transformation:

- Transformation von E. coli

Die Transformation der E. coli Zellen erfolgte durch die Elektroporationsmethode nach

Dower et al. (1988) und Wirth (1993) mittels eines Easyject prima Gerits (EQUIBO).

- Transformation von S. cerevisiae

Die Transformation von S. cerevisiae Stimmen mit Plasmid-DNA bzw. DNA-Fragmenten

erfolgte nach der Lithiumacetat-Methode von Gietz und Woods (1994).



WO 2010/000464 20 PCT/EP2009/004762

4. Priparation von DNA

- Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli

Die Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli erfolgte nach der Methode der alkalischen Lyse
von Bimboim und Doly (1979), modifiziert nach Maniatis et al. (1982) oder alternativ mit
dem ,,QIAprep Spin Miniprep Kit* der Firma Qiagen.

Hochreine Plasmid-DNA fiir Sequenzierungen wurde mit dem ,,Plasmid Mini Kit“ der Firma

Qiagen nach Angaben des Herstellers prépariert.

- Isolierung von Plasmid-DNA aus S. cerevisiae

Die Zellen einer stationdren Hefekultur (5ml) wurden durch Zentrifugation geerntet,
gewaschen und in 400pl Puffer P1 (Plasmid Mini Kit, Firma Qiagen) resuspendiert. Nach
Zugabe von 400pl Puffer P2 und ?/3 Volumen Glasperlen (& 0,45mm) erfolgte der
Zellaufschluss durch 5-miniitiges Schiitteln auf einem Vibrax (Vibrax-VXR von Janke &
Kunkel oder IKA). Der Uberstand wurde mit % Volumen Puffer P3 versetzt, gemischt und fiir
10min auf Eis inkubiert. Nach einer 10-miniitigen Zentrifugation bei 13000rpm wurde durch
Zugabe von 0,75ml Isopropanol zum Uberstand die Plasmid-DNA bei Raumtemperatur
gefillt. Die durch Zentrifugation fiir 30min bei 13000rpm pelletierte DNA wurde mit
70%igem Ethanol gewaschen, getrocknet und in 20pul Wasser resuspendiert. 1ul der DNA

wurde fiir die Transformation in E. coli eingesetzt.

- Kolonie-PCR von B. licheniformis und S. degradans

Geringe Mengen an Zellen wurden mit Hilfe eines Zahnstochers von auf Platte wachsenden
Bakterienkulturen entnommen und in ein PCR-Reaktionsgefd} iiberfiihrt. Nach Zugabe von
H,0, 02mM dNTP-Mix, 1xPCR-Puffer (enthidlt 1,5mM MgCl,) und je 10pmol der
entsprechenden Oligonukleotidprimer erfolgte der Zellaufschluss in einem Thermocycler der
Firma Techne bei 99°C fiir 10 min. Dieser Ansatz wurden direkt als Template in einer PCR-
Reaktion eingesetzt. Durch Zugabe von 1U Polymerase wurde die Polymerasekettenreaktion

mit einem Gesamtvolumen von 50pl gestartet.

- Bestimmung der DNA-Konzentration
Die DNA-Konzentration wurde spektralphotometrisch in einem Wellenlédngenbereich von

240-300nm gemessen. Liegt die Reinheit der DNA, bestimmt durch den Quotient
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E260nm/E280nm, bei 1,8, so entspricht die Extinktion Ej60nm=1,0 einer DNA-Konzentration von

50ug dsDNA/ml (Maniatis et al., 1982).

- DNA-Amplifikation mittels PCR

Verwendung des Phusion™ High Fidelity Systems

Die Polymerasekettenreaktion erfolgte in einem Gesamtvolumen von 50pul mit dem
,Phusion™ High Fidelity PCR System* der Firma Finnzymes nach Angaben des Herstellers.
Jeder Ansatz bestand aus 1-10ng DNA oder 1-2 Hefekolonien als Synthesevorlage, 0,2mM
dNTP-Mix, 1xPuffer 2 (enthidlt 1,5mM MgCl;), 1U Polymerase und je 100pmol der
entsprechenden Oligonukleotidprimer. Die PCR-Reaktion wurde in einem Thermocycler der

Firma Techne durchgefiihrt und die PCR-Bedingungen nach Bedarf wie folgt gewahit:

1. 1Ix 30sec, 98°C Denaturierung der DNA

2. 30x 10sec, 98°C Denaturierung der DNA
30sec, 52-62°C Annealing/Bindung der Oligonukleotide an die DNA
50sec, 72°C DNA-Synthese/Elongation

3. Ix 7min, 72°C DNA-Synthese/Elongation

Nach dem ersten Denaturierungsschritt wurde die Polymerase zugegeben (,,hot start PCR®).
Die Anzahl der Syntheseschritte, die Annealingtemperatur und die Elongationszeit wurden an
die spezifischen Schmelztemperaturen der verwendeten Oligonukleotide bzw. an die Grofle
des zu erwarteten Produkts angepasst. Die PCR-Produkte wurden durch eine

Agarosegelelektrophorese tiberpriift und anschlieBend aufgereinigt.

- DNA-Aufreinigung von PCR-Produkten
Die Aufreinigung der PCR-Produkte erfolgte mit dem ,,QIAquick PCR Purification Kit* der

Firma Qiagen nach Herstellerangaben.

- Gelelektrophoretische Auftrennung von DNA-Fragmenten

Die Auftrennung von DNA-Fragmenten mit einer Gréfle von 0,15-20kb erfolgte in 0,5-
1%igen Agarosegelen mit 0,5pg/ml Ethidiumbromid. Als Gel- und Laufpuffer wurde 1XTAE-
Puffer (40mM Tris, 40mM Essigsidure, 2mM EDTA) verwendet (Maniatis ef al., 1982). Als
GroBenstandard diente eine mit den Restriktionsendonukleasen EcoRI und Hindlll

geschnittene Lambda-Phagen-DNA. Die DNA-Proben wurden vor dem Auftragen mit o
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Volumen Blaumarker (1xTAE-Puffer, 10% Glycerin, 0,004% Bromphenolblau) versetzt und
nach der Auftrennung durch Bestrahlung mit UV-Licht (254nm) sichtbar gemacht.

- Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen
Das gewiinschte DNA-Fragment wurde aus dem TAE-Agarosegel unter langwelligem UV-
Licht (366nm) ausgeschnitten und mit dem ,,QIAquick Gel Extraction Kit* der Firma Qiagen

nach Angaben des Herstellers isoliert.

5. Enzymatische Modifikation von DNA

DNA-Restriktion

Sequenzspezifische Spaltung der DNA mit Restriktionsendonukleasen wurden unter den vom
Hersteller empfohlenen Inkubationsbedingungen fiir 1 Stunde mit 2-5U Enzym pro pg DNA
durchgefiihrt.

6. Metabolit-Analysen

Zu verschiedenen Zeitpunkten wurden Proben entnommen und bei 4°C fiir 15 min bei 13000
rpm abzentrifugiert und aus dem Uberstand 450 pl entnommen. Die Proteinféllung wurde mit
50%iger Sulfosalizylsdure durchgefiihrt. 1/10 Volumen Sulfosalizylsdure wurde auf die
Proben gegeben, gemischt und fiir 20 min bei 13000 rpm bei 4°C abzentrifugiert. Der
Uberstand wurde abgenommen und nach einer weiteren Verdiinnung mit Wasser konnten die
Proben fiir die Messung eingesetzt werden. Als Standards dienten Proben mit D-Glukose, D-
Xylose, Xylitol, Acetat, Glycerin und Ethanol welche in Konzentrationen von 0,05%w/v,
0,1%wl/v, 0,5%w/v, 1,0%w/v und 2,0%w/v eingesetzt wurden.

Die Zuckerkonzentrationen sowie die Ethanolkonzentration wurden mittels BioLC (Dionex)
gemessen. Es wurde der Autosampler ,,AS50%, der Séulenofen ,,TCC-100“, der RI-Detektor
,,RI-101¢ (Shodex) und die Gradienten-Pumpe ,,GS50“ bei der Messung verwendet.

Die Messung der Proben wurde mit der Sdule VA 300/7.7 Nucleogel Sugar 810 H (Macherey-
Nagel) durchgefiihrt. Die Sdule wurde bei einer Temperatur von 65°C mit 5 mM H;SO; als
Laufmittel und einem Fluss von 0,6 ml min™ eluiert. Die Auswertung der Daten erfolgte mit

dem Programm Chromeleon Version 6.50™ (Version 6.50, Dionex).

7. Messung von Enzymaktivitiiten in S. cerevisiae

- Herstellung von Rohextrakten
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50 ml Kulturen von Hefezellen wurden bis zur exponentiellen Phase in synthetischem
Minimalmedium mit 2% Glucose herangezogen. Die Zellen wurden geerntet, zwei Mal in
Tris-HCI Puffer (pH 7,5) gewaschen und mit Hilfe von Glasperlen (@ = 0,45 mm) fiir 8§ min
auf einem Vibrax (Janke & Kunkel, Vibrax-VXR) bei 4°C aufgeschlossen. Zelltriimmer
wurden durch 10 min Zentrifugation bei 13000 rpm entfernt. Anschliefend wurde der
Uberstand abgenommen und mit kaltem Tris-HCL Puffer (pH 7,5) auf 2 ml aufgefiillt und als
Rohextrakt flir die Proteinbestimmung und fiir die Messung der Enzymaktivititen bzw.
Xylitolinhibierung eingesetzt.

- Proteinbestimmug

Die Proteinkonzentration wurde mit dem Kit ,,Roti-Quant®“ der Firma Carl Roth GmbH + Co.
nach Angaben des Herstellers in Anlehnung an Bradford (1976) bestimmt. Als Standard
diente dabei Rinderserumalbumin (BSA) in Konzentrationen von 0-100 pg/ml. Nach einer
Inkubationszeit von mindestens 5 min bei Raumtemperatur wurden die Proben in
Mikrotiterplatten mit einem Mikrotiterplatten Photometer der Firma Moelcular Divces bei

ODsg¢ vermessen.

- Messung der Xylose-Isomerase Aktivitit

Fiir die Bestimmung der Xylose-Isomerase Aktivitdt wurden rekombinante Hefezellen, die
den Vektor p426H7-XI-Clos bzw. p426H7-opt.XI-Clos enthielten herangezogen, geerntet und
Rohextrakte hergestellt. Als Vergleich dienten rekombinante Hefezellen, die den leeren
Vektor p426HXT7-6HIS enthielten. In einem Gesamtvolumen von 1 ml wurde die
Umsetzung von 6,25-500 mM Xylose mit 100 pl Rohextrakt, 0,23 mM NADH, 10 mM
MgCl,, 2U Sorbitol-Dehydrogenase in 100 mM Tris-HCI Puffer (pH 7,5) kontinuierlich
verfolgt. Die Abnahme von NADH als Messgrofie wurde spektralphotometrisch bei einer
Wellenldnge von 340 nm bestimmt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von Xylose gestartet.

- Messung der Xylitol-Inhibierung

Fir die Bestimmung der Xylitol-Inhibierung der Xylose-Isomerase wurden rekombinante
Hefezellen, die den Vektor p426H7-opt.XI-Clos enthielten herangezogen, geerntet und
Rohextrakte hergestellt. Als Vergleich dienten rekombinante Hefezellen mit Vektor p426H7-
opt.XI-Piro bzw. Vektor p426HXT7-6HIS. In einem Gesamtvolumen von 1 ml wurde die
Umsetzung von 6,25-500 mM Xylose mit 100 ul Rohextrakt, 10-100 mM Xjylitol, 0,23 mM
NADH, 10 mM MgCl,, 2U Sorbitol-Dehydrogenase in 100 mM Tris-HCl Puffer (pH 7,5)
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kontinuierlich  verfolgt. Die Abnahme von NADH als Messgrofle wurde
spektralphotometrisch bei einer Wellenldnge von 340 nm bestimmt. Die Reaktion wurde

durch Zugabe von Xylose gestartet.

Beispiel 1:  Screen einer (hoch) funktionellen prokaryontischen Xylose-Isomerase

A) Konstruktion des MKY(09

In den Hefestamm CEN.PK2-1C wurden alle Gene des nicht-oxidativen Pentosephosphat-
Weges, sowie die Xylulokinase (XKSI) und GAL2 iiberexprimiert. Hierzu wurden die
endogenen Promotoren gegen den verkiirzten HX77-Promotor ausgetauscht. Dieser Stamm

wurde MKY09 genannt und fiir den Screen nach funktionellen Xylose-Isomerasen eingesetzt.

B) Auswahl der zu testenden Xylose-Isomerasen

Um eine Auswahl fiir die zu testenden Xylose-Isomerasen zu treffen, wurden
Proteinsequenzen von Xylose-Isomerasen aus der Datenbank NCBI BLAST verglichen. Ein
Auszug der erhaltenen Xylose-Isomerasen ist in Fig. 3 gezeigt. Es wurden 14 Xylose-
Isomerasen aus unterschiedlichen Organismen ausgewihlt, um deren Funktionalitit in Hefe

Zu testen.

C) Durchfiihrung des Screens

Hierzu wurde genomische DNA aus den Organismen isoliert. Die Zellen wurden
herangezogen, geemtet und aufgeschlossen (siehe dazu ,.Isolierung von Plasmid-DNA aus S.
cerevisiae“ bzw. ,Kolonie-PCR aus B. licheniformis und S. degradans). Der offene
Leserahmen (ORF) von XTI aus den genannten Organismen wurde mit Primern amplifiziert,
die zusitzlich homologe Bereiche zum HXT7-Promotor bzw. CYCI-Terminator aufwiesen.
Zusammen mit dem FEcoRI/BamHI linearisierten Vektor p426HXT7-6HIS wurden die
erhaltenen PCR-Produkte in Hefe transformiert und iiber in vivo-Rekombination in das
Plasmid zwischen den HXT7-Promotor bzw. CYCI-Terminator kloniert (Fig. 4). Die Sequenz
der erhaltenen Plasmide wurde iiber Restriktionsanalyse verifiziert. Weiterhin sollte von den
neuen Isomerasen die Funktionalitit und deren Effekt auf den Xylose-Umsatz in Hefe
untersucht werden. Aus den Organismen Streptomyces diastaticus und Leifsonia xyli gelang
es jedoch nicht, das gewiinschte PCR-Produkt mit der Xylose-Isomerase zu amplifizieren.

Beide Xylose-Isomerasen konnten folglich nicht auf Funktionalitit in Hefe {iberpriift werden.
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D) Wachstumsverhalten (Platte)

Von den 12 verschiedenen, getesteten Xylose-Isomerasen wurde eine Xylose-Isomerase
gefunden, die in Hefestamm MKY09 funktionell war. Rekombinante Hefen, die die Xylose-
Isomerase aus C. phytofermentans enthielten, zeigten gutes Wachstum auf Xylose-haltigen

Platten (Fig.5).

Beispiel 2:  Codon-Optimierung des Genes fiir den Xylose-Abbau in Hefe

A) Codon-Optimierung von Genen nach dem Codongebrauch der Glycolysegene aus S.
cerevisiae

Der bevorzugte Codongebrauch der Glycolysegene aus S. cerevisiae wurde ermittelt und ist in
Tabelle 1 aufgelistet. Es wurde der ORF des Genes XI aus C. phytofermentans Codon-
optimiert. Das heisst, die Sequenzen der offenen Leserahmen wurden dem unten angefiihrten
bevorzugten Codon-Gebrauch angepasst. Die Proteinsequenz der Enzyme blieb unveréndert.
Die Gene wurden bei einer externen Firma synthetisiert und in getrockneter Form in
firmeneigenen Hausvektoren geliefert.

Nihere Angaben zu der Synthese von Genen finden sich unter www.geneart.com.

Tabelle 1: Bevorzugter Codon-Gebrauch der glykolytischen Gene aus S. cerevisiae.

Aminosdure Codon-Gebrauch von Codon-optimierten Genen

Ala GCT
Arg AGA
Asn AAC
Asp GAC
Cys TGT

Gln CAA
Glu GAA
Gly GGT
His CAC
Ile ATT

Leu TTG

Lys AAG
Met ATG
Phe TTC

Pro CCA
Ser TCT

Thr ACC
Trp TGG
Tyr TAC
Val GTT

Stopp TAA
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B) Einfiihrung des Codon-optimierten Xylose-Isomerase Genes in den Stamm MKY09
Um das Codon-optimierte Xylose-Isomerase Gen in Stamm MKYO09 zu testen, musste das
Gen in einen Hefevektor subkloniert werden. Hierfiir wurde der Codon-optimierte XI-ORF
mit Primern amplifiziert und in den linearisierten Vektor p426HXT7-6HIS kloniert (siche
,Durchfilhrung des Screens). Die Sequenz des erhaltenen Plasmids p426H7-opt.XI-Clos
wurde iiber Restriktionsanalyse verifiziert. Zum Test der Funktionalitit der Codon-
optimierten Isomerase wurde das Plasmid p426H7-opt.XI-Clos in den Stamm MKY09
transformiert. Rekombinante Hefestimme zeigten auf Platten mit Xylose-haltigem Medium
gutes Wachstum (Fig.5) Es folgten weitere Charakterisierungen der nativen und der Codon-
optimierten X7 aus C. phytofermentans.

Beispiel 3:  Charakterisierung der funktionellen prokaryontischen Xylose-Isomerase
A) Wachstumsverhalten und Xyloseumsetzung

Das Wachstum des Stammes MKY09 mit der nativen und der Codon-optimierten Xylose-
Isomerase aus C. phytofermentans wurde in Wachstumstests auf Xylose-haltigem Medium
unter aeroben Bedingungen untersucht. Als Vergleich diente der leere Vektor p426HXT7-
6HIS.

Die Stimme wurden in SC-Medium mit 0,1% Glukose und 1,4% Xylose herangezogen und
mit einer ODgognm = 0,2 in 50ml SC-Medium mit 0,1% Glukose und 1,4 % Xylose angeimpft.
Die Inkubation erfolgte in Schiittelkolben unter aeroben Bedingungen bei 30°C. Es wurden
mehrfach Proben zur Bestimmung der optischen Dichte sowie zur Bestimmung der

Metabolitzusammensetzung entnommen.

Die Wachstumskurven zeigten, dass die rekombinanten Hefen alle auf Glukose bis zu einer
OD600 von 2,5 anwuchsen (Tabelle 2). Nach weiteren 50 h fing der Hefestamm, der die
native Xylose-Isomerase aus C. phytofermentans enthielt, weiter auf Xylose an zu wachsen
und erreichte eine End-OD600 von 3,5 mit einer maximalen Wachstumsrate von 0,0058 h!
auf Xylose-haltigem Medium. Der Hefestamm mit der Codon-optimierten Xylose-Isomerase
erreichte ebenfalls eine End-OD600 von 3,5. Die maximale Wachstumsrate betrug 0,0072 h.
Hefetransformanden mit dem Leer-Vektor p426HXT7-6HIS wiesen kein Wachstum auf

Xylose auf und begannen bereits nach 150 h abzusterben.
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Die rekombinanten Hefen, die die native Xylose-Isomerase aus C. phytofermentans bzw. die
Codon-optimierte Xylose Isomerase enthielten, setzten in 312 Stunden iiber 2,6 g Xylose um
(Fig. 6).

Tabelle 2.  Bestimmung der maximalen Wachstumsrate auf Xylose (p)

MKY09 max. Wachstumsrate
transformiert mit Plasmid

p426H7-XI-Clos 0,0058
p426H7-opt.XI-Clos 0,0072

Mit dem Versuch konnte gezeigt werden, dass die Einfithrung der nativen sowie der Codon-
optimierten Xylose-Isomerase aus C. phytofermentans den rekombinanten S. cerervisiae
Stammen das Wachstum auf D-Xylose sowie deren Umsetzung erméglicht. Durch die Codon-

Optimierung der Xylose-Isomerase konnte eine hohere max. Wachstumsrate erreicht werden.

B) Messung der Xylose-Isomerase Aktivitiit

Enzymtests wurden direkt nach der Rohextraktherstellung durchgefiihrt. XI-Aktivitdt wurde
bei 30°C in einem Reaktionsmix (100mM TrisHCI, pH 7,5; 10mM MgCl,, NADH 0,23 mM,;
Sorbitiol-Dehydrogenase  2U) mit unterschiedlichen Konzentrationen = Rohextrakt

durchgefiihrt. Die Reaktion wurde mit 6,25-500 mM Xylose gestartet.

Die Bestimmung der Enzymkinetik der nativen Form der Xylose-Isomerase ergab einen K-
Wert von 61,85 = 3,41mM und fiir die Codon-optimierte Form einen K,-Wert von 66,01 +
1mM (Fig. 7 und Tabelle 3). Wie erwartet, sind somit die K,-Werte gleich, da sie sich nicht

signifikant von einander unterscheiden.

Vmax(umol min™ mg Protein™") betrug 0,0076 fiir die native Form der Xylose-Isomerase und
0,0344 fiir die Codon-optimierte Form (Fig. 7). Folglich konnte durch die Codon-

Optimierung des Enzyms Vs um iiber 450% gesteigert werden.
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Tabelle 3
CEN.PK2-1C Vmax Km
transformiert mit
Plasmid (umol min™ (mM)

mg Protein’

1

)
p426H7-XI-Clos 0,0076 61,85+3,4
p426H7-opt. XI-Clos 0,0344 66,01 + 1

Der mit dem Plasmid p426H7-XI-Clos bzw. p426H7-opt.XI-Clos transformierte Stamm
CEN.PK2-1C wurde iiber Nacht in synthetischem Komplettmedium mit 2 % Glukose ohne
Uracil angezogen. Es wurden Rohextrakte hergestellt und quantitative Enzymtests
durchgefiihrt.

C) Messung der Xylitol-Inhibierung

Die Bestimmung der Xylitol-Inhibierung der Xylose-Isomerasen erfolgte direkt nach der
Rohextraktherstellung. XI-Aktivitit wurde bei 30°C in einem Reaktionsmix (100mM
TrisHC], pH 7,5; 10 mM MgCl; NADH 0,23 mM; Sorbitiol-Dehydrogenase 2U) mit
unterschiedlichen Konzentrationen Rohextrakt durchgefiihrt. Zusitzlich befanden sich im
Reaktionsmix unterschiedliche Konzentrationen an Xylitol (10-100mM). Die Reaktion wurde

mit 6,25-500 mM Xylose gestartet.

K; wurde durch die Gleichung K,* = K, * (1+ i/K;) ermittelt, wobei i die eingesetzte Xylitol
Konzentration und Kn* der apparente K, Wert bei entsprechender Xylitol Konzentration

darstellen.

Die Bestimmung der Kinetiken der Xylitol-Inhibierung der Xylose-Isomerase aus C.
phytofermentans ergab einen Ki-Wert von 14,24 + 1,48mM (Tabelle 4). Wie bereits mehrfach
beschrieben (Yamanaka et al., 1969 und darin zitierte Quellen) handelt es sich um eine

kompetitive Inhibition.

Tabelle 4

CEN.PK2-1C Ki
transformiert mit Plasmid (mM)
p426H7-opt. XI-Piro 4,67 1,77

p426H7-opt. XI-Clos 14,51 £ 1,08
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Der mit dem Plasmid p426H7-opt. XI-Clos bzw. p426H7-opt.XI-Piro transformierte Stamm
CEN.PK2-1C wurde iiber Nacht in synthetischem Komplettmedium mit 2 % Glukose ohne
Uracil angezogen. Es wurden Rohextrakte hergestellt und quantitative Enzymtests mit
konstanten Xylitol-Konzentrationen von 10-100mM durchgefiihrt.

Als Vergleich diente die Xylose-Isomerase aus Piromyces sp.E2 und der leere Vektor
p426HXT7-6HIS. Der ermittelte Ki-Wert der Xylose-Isomerase aus Piromyces sp.E2 betrug
4,67+ 1,77 mM.

Aus den ermittelten K;-Werten geht hervor, dass die Xylose-Isomerase aus C.
phytofermentans durch Xylitol signifikant geringer inhibiert wird als die Xylose-Isomerase

aus Piromyces sp.E2.

D) Beispiele fiir Vektoren fiir die Xylose-Isomerase
Ausgangsplasmid fiir die Konstruktion von p426H7-opt.XI-Clos war das Plasmid p426HXT7-

6HIS. Bei dem Vektor handelt es sich um ein 2u Expressionsplasmid, welches einen URA3-
Marker besitzt.

Weitere mogliche Expressionsvektoren sind aus der Serie pRS303X, p3RS305X und
p3RS306X. Hierbei handelt es sich um integrative Vektoren, die einen dominanten
Antibiotika-Marker besitzen. Nidhere Angaben zu diesen Vektoren finden sich bei Taxis und
Knop (2006).
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Anspriiche

1. Verwendung eines Nukleinsduremolekiils, das eine Nukleinsduresequenz umfasst, die
fiir eine prokaryotische Xylose-Isomerase (XI) kodiert, fiir die Transformation einer Zelle,
bevorzugt fiir die rekombinante Expression und Herstellung der Xylose-Isomerase, und/oder
fiir die Umsetzung von Xylose zu Xylulose durch die Zelle,

wobei die Xylose-Isomerase (XI) aus Clostridium phytofermentans stammt und bevorzugt
eine Aminosduresequenz umfasst, die zu mindestens 70%, bevorzugt mindestens 80%

identisch zu der Aminosiuresequenz nach SEQ ID NO. 1 ist.

2. Verwendung nach Anspruch 1 fiir
- die Umsetzung und/oder Verstoffwechselung von Xylose-haltigem Biomaterial,
- die Herstellung von biobasierten Chemikalien,

- die Herstellung von Biobutanol und/oder von Bioethanol.

3. Verwendung nach Anspruch 1 oder 2, wobei die Nukleinsiduresequenz, die fiir eine
prokaryotische Xylose-Isomerase (XI) kodiert, eine Nukleinsduresequenz umfasst, die zu
mindestens 70% identisch, bevorzugt 80% identisch zu der Nukleinséuresequenz nach SEQ

ID NO. 2 ist.

4, Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 3, wobei die Nukleinséuresequenz, die
fiir eine prokaryotische Xylose-Isomerase (XI) kodiert, eine Nukleinsduresequenz umfasst,

die fiir die Verwendung in einer Wirtszelle Codon-optimiert ist.

5. Verwendung nach Anspruch 4, wobei die Nukleinsduresequenz, die fiir eine
prokaryotische Xylose-Isomerase (XI) kodiert, eine Nukleinsduresequenz umfasst, die zu
mindestens 70% identisch, bevorzugt 80% identisch zu der Nukleinséuresequenz nach SEQ

ID NO. 3 ist.

6. Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobet das

Nukleinsiduremolekiil ein Nukleinsdure-Expressionskonstrukt ist, das Promotor- und
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Terminatorsequenzen umfasst, wobei der Promotor operativ verbunden ist mit der

Nukleinsduresequenz, die fiir eine Xylose-Isomerase (XI) kodiert.

7. Verwendung nach Anspruch 6, wobei das Nukleinsdure-Expressionskonstrukt

weiterhin 5° und/oder 3’ Erkennungssequenzen und/oder Selektionsmarker umfasst.

8. Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei die Zelle eine

Hefezelle oder eine Fadenpilzzelle ist.

0. Verwendung nach Anspruch 8, wobei die Hefezelle ein Mitglied eines Genus
ausgewidhlt aus der Gruppe aus Saccharomyces, Kluyveromyces, Candida, Pichia,
Schizosaccharomyces, Hansenula, Kloeckera, Schwanniomyces, Arxula und Yarrowia ist,

und bevorzugt ein Mitglied einer Species ausgewdhlt aus der Gruppe aus S. cerevisiae, S.
bulderi, S. barnetti, S. exiguus, S. uvarum, S. diastaticus, K. lactis, K. marxianus und K.

fragilis ist.

10.  Verwendung nach Anspruch 9, wobei die Fadenpilzzelle ein Mitglied eines Genus
ausgewdhlt aus der Gruppe aus Aspergillus, Trichoderma, Humicola, Acremonium, Fusarium,

und Penicillium ist.

11. Zelle, die mit einem Nukleinsdure-Expressionskonstrukt transformiert ist, welches
umfasst:

(a) eine Nukleinsduresequenz, die fiir eine prokaryotische Xylose-Isomerase (XI) kodiert,
wobei die Xylose-Isomerase (XI) aus Clostridium phytofermentans stammt und bevorzugt
eine Aminosiuresequenz umfasst, die zu mindestens 70%, bevorzugt mindestens 80%
identisch zu der Aminosiuresequenz nach SEQ ID NO. 1 ist,

(b) einen operativ mit der Nukleinsiduresequenz verbundenen Promoter, der die
Expression der Xylose-Isomerase (XI) in der Zelle erméglicht,

wobei die Expression des Nukleinsiure-Expressionskonstrukts der Zelle die Fihigkeit
verleiht, Xylose direkt zu Xylulose zu isomerisieren,

wobei die Zelle insbesondere eine eukaryotische Zelle ist.

12.  Zelle nach Anspruch 11, wobei die Zelle mit einem Nukleinséduremolekiil, wie in den

Anspriichen 1 bis 10 definiert, transformiert ist.
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13.  Zelle nach Anspruch 11 oder 12, wobei die Zelle eine Hefezelle oder eine

Fadenpilzzelle ist.

14.  Zelle nach Anspruch 13, wobei die Hefezelle ein Mitglied eines Genus ausgewdahlt aus
der Gruppe aus Saccharomyces, Kluyveromyces, Candida, Pichia, Schizosaccharomyces,
Hansenula, Kloeckera, Schwanniomyces, Arxula und Yarrowia ist,

und bevorzugt ein Mitglied einer Species ausgewihlt aus der Gruppe aus S. cerevisiae, S.
bulderi, S. barnetti, S. exiguus, S. uvarum, S. diastaticus, K. lactis, K. marxianus und K.

fragilis ist.

15. Zelle nach Anspruch 13, wobei die Fadenpilzzelle ein Mitglied eines Genus
ausgewihlt aus der Gruppe aus Aspergillus, Trichoderma, Humicola, Acremonium, Fusarium,

und Penicillium ist.

16.  Zelle nach einem der Anspriiche 11 bis 15, welche mit dem Nukleinsdure-
Expressionskonstrukt oder dem Nukleinséuremolekiil, wie in den Anspriichen 1 bis 10

definiert, transient oder stabil transformiert ist.

17.  Zelle nach einem der Anspriiche 11 bis 16, welche weiterhin eines oder mehrere
Enzyme  exprimiert, die der Zelle die  Fahigkeit verleihen,  weitere
Verstoffwechselungsprodukte zu produzieren,

wobei die weiteren Verstoffwechselungsprodukte bevorzugt ausgewéhlt sind aus der Gruppe
der biobasierten Chemikalien, wie Milchsdure, Essigsdure, Bernsteinsdure, Apfelséiure, 1-
Butanol, Isobutanol, 2-Butanol, andere Alkohole, Aminosduren, 1,3-Propandiol, Ethylen,
Glycerol, ein p-Lactam-Antibiotikum oder ein Cephalosporin, Alkanen, Terpenen,
Isoprenoiden oder dem Vorldufermolekiil Amorphadien des Antimalaria-Wirkstoffes

Artemisinin.

18.  Verwendung einer Zelle nach einem der Anspriiche 11 bis 16 fiir die Umsetzung und
Verstoffwechselung, insbesondere Fermentation, von Xylose-haltigem Biomaterial und/oder

die Herstellung von Bioethanol.
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19.  Verwendung einer Zelle nach einem der Anspriiche 11 bis 17 fiir die Umsetzung und
Verstoffwechselung, insbesondere Fermentation, von Xylose-haltigem Biomaterial und/oder
zur Produktion eines Verstoffwechselungsprodukts,

wobei das Verstoffwechselungsprodukt bevorzugt ausgewdhlt ist aus der Gruppe der
biobasierten Chemikalien, wie Milchsdure, Essigsiure, Bernsteinsiure, Apfelsdure, 1-Butanol,
Isobutanol, 2-Butanol, andere Alkohole, Aminosduren, 1,3-Propandiol, Ethylen, Glycerol, ein
B-Lactam-Antibiotikum oder ein Cephalosporin, Alkanen, Terpenen, Isoprenoiden oder dem

Vorliufermolekiil Amorphadien des Antimalaria-Wirkstoffes Artemisinin.

20.  Verfahren zur Produktion von Bioethanol, umfassend die Schritte:

(a) Umsetzung eines Mediums, welches eine Xylose-Quelle enthilt, mit einer Zelle nach
einem der Anspriiche 11 bis 16, die Xylose zu Ethanol umsetzt,

(b)  optional, Erhalten des Ethanols.

21.  Verfahren nach Anspruch 20, wobei das Medium eine weitere Kohlenstoffquelle,

insbesondere Glukose, enthilt.

22.  Verfahren nach Anspruch 20 oder 21, wobei die Produktion von Bioethanol mit einer
Rate von mindestens 0,03 g Ethanol pro g Hefetrockengewicht und Stunde erfolgt.

23.  Verfahren nach einem der Anspriiche 20 bis 22, wobei die Ethanolausbeute
mindestens 0,3 g Ethanol pro g Xylose ist.

24.  Verfahren zur Produktion eines Verstoffwechselungsprodukts umfassend die Schritte:
(a) Umsetzung, eines Mediums, welches eine Xylose-Quelle enthalt, mit einer Zelle nach
Anspruch 17, die Xylose umsetzt, um das Verstoffwechselungsprodukt zu produzieren,

(b)  optional, Erhalten des Verstoffwechselungsprodukts,

wobei das Verstoffwechselungsprodukt bevorzugt ausgewshlt ist aus der Gruppe der
biobasierten Chemikalien, wie Milchséiure, Essigsdure, Bernsteinséure, Apfelsiure, 1-Butanol,
Isobutanol, 2-Butanol, andere Alkohole, Aminoséuren, 1,3-Propandiol, Ethylen, Glycerol, ein
B-Lactam-Antibiotikum oder ein Cephalosporin, Alkanen, Terpenen, Isoprenoiden oder dem

Vorlaufermolekiil Amorphadien des Antimalaria-Wirkstoffes Artemisinin.
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25.  Verfahren nach Anspruch 24, wobei das Medium eine weitere Kohlenstoffquelle,

insbesondere Glukose, enthilt.
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