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Das unterschatzte biotechnologische
Potenzial der Darmmikrobiota
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The human gut microbiota harbors untapped potential for biotechno-
logical applications. Within the phylum of Bacteroidota, Phocaeicola
vulgatus stands out as a promising candidate for sustainable produc-
tion of key platform chemicals like succinate. However, genetic engi-
neering of Phocaeicola sp. remains challenging due to its intricate
molecular landscape. This study lays the groundwork for manipulating
the central carbon pathways in Phocaeicola vulgatus, offering insights
into overcoming genetic hurdles for increased succinate yields.
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B Die symbiotische Beziehung zwischen der
Darmmikrobiota und dem menschlichen Ver-
dauungstrakt beeinflusst maBgeblich die
humane Physiologie und Gesundheit. Dazu
zahlt die Entwicklung des Immunsystems,
der Schutz vor Krankheitserregern und die
Verdauung von komplexen Kohlenhydraten
aus der Nahrung. Die Phyla Bacillota und
Bacteroidota dominieren den menschlichen
Dickdarm, wobei Spezies der Gattungen
Bacteroides und Phocaeicola zu den wichtigs-
ten Vertretern der Bacteroidota gehoren [1].
Bisherige Studien zur Darmmikrobiota fokus-

sierten sich hauptsédchlich auf die mikro-
bielle Zusammensetzung und deren Wech-
selwirkung mit dem Wirt, vor allem im Kon-
text der menschlichen Gesundheit. Diese
Organismen und ihre Stoffwechselwege ber-
gen jedoch auch Potenzial fiir die industriel-
le Anwendung unter Verwendung nachwach-
sender Rohstoffe, beispielsweise fiir eine
nachhaltige Synthese von Succinat. Ehemals
bekannt als Bacteroides vulgatus wird Pho-
caeicola (P.) vulgatus aufgrund seiner hohen
Abundanz als eines der wichtigsten Darm-
kommensale im menschlichen Dickdarm
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A Abb. 1: Schematische Darstellung der genetischen Werkzeuge fiir Phocaeicola vulgatus. A,
pG 106 Shuttle-Vektor: High-Copy-Plasmid fiir die konstitutive homologe und heterologe Uberex-
pression von Genen in P. vulgatus. B, Genom-integrativer Vektor pMM656: Uber eine NBU2-Inte-
grase wird das Plasmid im Genom von P. vulgatus inseriert und ein Rhamnose-induzierbarer Pro-
motor erlaubt eine kontrollierte Expression von Genen. C, modularer Vektor fiir eine markerlose
Gendeletion auf Basis von pMM656. Frei wéhlbare homologe Sequenzen zu der Zielregion im
Genom ermdoglichen die Deletion des gewiinschten Gens durch Rekombination.

betrachtet [2]. Zudem besitzt das Bakterium
Enzymsysteme fiir den Abbau pflanzlicher
Polysaccharide. Daher eignet sich P. vulgatus
als Modellorganismus fiir genetische Modifi-
kationen und fiir die Validierung des biotech-
nischen Potenzials fiir die Produktion der
Plattformchemikalie Succinat.

Entwicklung genetischer Werkzeuge
fiir Phocaeicola vulgatus

In den letzten Jahren wurden bereits einige
Werkzeuge fiir die genetische Manipulation
von Arten der Ordnung Bacteroidales ent-
wickelt, die sich jedoch tiberwiegend auf
Bakterien der Risikogruppe 2 bezogen. Des-
halb ist es nicht moglich, diese Organismen
industriell als Produktionsstimme fiir eine
nachhaltige Succinat-Produktion einzuset-
zen. Um P. vulgatus als alternative Plattform
zu etablieren, erfolgte eine Neuausrichtung
dieser genetischen Werkzeuge. Die aktuelle
genetische Toolbox fiir P. vulgatus basiert auf
zwei Plasmid-Systemen: dem Shuttle-Vektor
pG106 und dem Genom-integrativen Vektor
pMM656 (Abb. 1) [3, 4]. Nach Anpassung
der Methodik lieBen sich beide Plasmide mit-
tels Konjugation aus geeigneten E. coli-Stam-
men zuverldssig in P. vulgatus iibertragen.
Mithilfe des pG106-Shuttle-Vektors wurde
zunichst ein System zur Uberproduktion von
Proteinen in P. vuigatus entwickelt [5]. Durch
die Kombination des potenten konstitutiven
Promotors des Gens der Lactat-Dehydroge-
nase (ldh, bvu_2499) und Genen des Zentral-
stoffwechsels wurde bestatigt, dass sich der
Kohlenstofffluss in P. vulgatus modifizieren
lasst. Konkret wurde gezeigt, dass die ldh-
Uberexpressionsmutante eine ca. 1500-fache
Steigerung der [dh-Transkriptmenge und
eine 200-fach hohere Enzymaktivitdt im Ver-
gleich zum Wildtyp aufwies. Letztendlich
fiihrte dies dazu, dass die Lactat-Produktion
um das Zehnfache gesteigert wurde. Ahnliche
Effekte beziiglich der Formiat-Produktion
wurden durch die Uberproduktion der Pyru-
vat-Formiat-Lyase (PFL, BVU_2880) in P. vul-
gatus erzielt (Abb. 3A).

Neben der Uberproduktion von Enzymen
war auch die Deletion von Genen von wichti-
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ger Bedeutung. Fiir eine Modifizierung des
Stoffwechsels mithilfe der markerlosen
Deletion von Gensequenzen durch homologe
Rekombination wurde fiir P. vulgatus ein
potenter Gegenselektionsmarker identifiziert
und evaluiert [6]. Die Kombination des Plas-
mid-Riickgrats von pMM656 und des sacB-
Gens ermoglichte die Entwicklung eines
modularen Deletionsvektors, welcher sich
fiir die Durchfiihrung einer markerlose Dele-
tion in P. vulgatus eignet. Als Demonstration
wurden, mit SacB als Gegenselektions-
marker, die Enzyme des Uracil-,salvage
pathways“ (BVU_0984 und BVU_3649) aus-
geschaltet. Somit wurde erstmals gezeigt,
dass eine Deletion von mehr als einem Gen
in P. vulgatus moglich ist. Dariiber hinaus
wurde die Basis fiir die Einfiihrung eines
zusdtzlichen Systems zur markerlosen Dele-
tion von Genen in P. vulgatus gelegt. Dieses
System beruht auf den Genen bvu_0984 und
bvu_3649 als Gegenselektionsmarker, wobei
5-Fluoruracil eingesetzt wird [5].

Die Deletionssysteme wurden nachfolgend
auf mehrere Gene des Zentralstoffwechsels
angewandt, wobei Mutanten erzeugt wurden,
die Inulin bzw. Rhamnose nicht mehr ver-
werten konnten. Die Mutanten dienten nach-
folgend fiir die Aufkldarung der Stoffwechsel-
wege zur Verwertung von Fruktanen und zur
Synthese von Phenolsduren. Zusammenfas-
send wurden Systeme fiir P. vulgatus etab-
liert, die die Uberexpression, Regulation und
Deletion von Genen des zentralen Stoffwech-
sels erlauben.

Phocaeicola vulgatus als Succinat-
Fabrik

Succinat wird vielseitig in der Lebensmittel-,
Chemie- und Pharmaindustrie verwendet
und ist somit eine der weltweit wichtigsten
Plattformchemikalien. Die Verwendungs-
moglichkeiten von Succinat umfassen die
Produktion von Kosmetika, Reinigungsmit-
teln, Losungsmitteln und biobasierten Poly-
meren wie Polybutylen-Succinat [7]. Ange-
sichts der aktuellen Diskussionen tiber den
Klimawandel und dem zunehmenden Inter-
esse an nachhaltigen Herstellungsprozessen
ist ein Wechsel von der herkommlichen pet-
rochemisch basierten Succinat-Produktion
hin zu umweltfreundlichen, biobasierten
Herstellungsmethoden erforderlich. Durch
die Metabolisierung von nachhaltigen pflanz-
lichen Polysacchariden produziert P. vulga-
tus von Natur aus groBe Mengen an Succinat
und eignet sich daher als umweltfreundliche
Produktionsplattform. Der Organismus kann
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A Abb. 2: Schema des zentralen Kohlenstoffstoffwechsels von Phocaeicola vulgatus. Die aus

dem Abbau von pflanzlichen Kohlenhydraten res

ultierenden Zucker-Monomere werden zu kurz-

kettigen Fettsauren umgesetzt, wie Succinat, Propionat, Lactat, Formiat und Acetat. Rot: deletier-
te Gene und ausgeschaltete Produkte. Griin: Giberproduzierte Enzyme und Produkte. GAP: Glycer-
aldehyd-Phosphat; F6P: Fructose-6-Phosphat; CoA: Coenzym A.
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ntifizierung der Endprodukte: Wildtyp (schwarzer
de Mutante (grauer Balken) und Lactat-Dehydro-

genase-lberproduzierende Mutante (weiBer Balken). B, Succinat-Produktion: Wildtyp (schwarzer
Balken), Tripel-Mutante (A0309-10 A2449 A2880; grauer Balken) und Tripel-Mutante mit Uberex-
pression des tkt-Gens (weiBer Balken). Gezeigt werden die Mittelwerte der Produktbildung in
Abhéngigkeit des Trockengewichts. Die Standardabweichungen sind durch entsprechende Fehler-

balken angegeben.

auch zur CO,-Reduktion beitragen, da durch
die biologische Produktion von 1 kg Succinat
theoretisch 0,37 kg CO, fixiert werden, was
vor allem aus umwelttechnischer Perspek-
tive einen Vorteil gegeniiber dem chemisch
basierten Syntheseprozess bedeutet.

Der zentrale Metabolismus von P. vulgatus
beruht auf einer gemischten Sauregidrung
wobei neben Succinat auch Acetat, Propio-
nat, Formiat und Lactat produziert werden
(Abb. 2). Polysaccharide werden mittels
Hydrolasen in Monosaccharide iiberfiihrt
und iiber die Glykolyse werden Substrate

zundchst in Phosphoenolpyruvat (PEP)
umgewandelt, wobei dieses Intermediat zu
Oxalacetat carboxyliert (respiratorischer Ast)
oder zu Pyruvat (fermentativer Ast) metabo-
lisiert werden kann. Im Zug der Fumarat-
Atmung wird Oxalacetat (OAA) zunéchst zu
Fumarat und anschlieBend zu Succinat redu-
ziert. Succinat kann anschlieBend in Propio-
nat umgewandelt werden. Im fermentativen
Ast kann Pyruvat zu Lactat reduziert werden
(BVU_2499) oder es erfolgt die Bildung von
Acetyl-CoA mittels einer Pyr:Fd-Oxidoreduk-
tase (BVU_3787) bzw. einer Pyr:Formiat-
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Lyase (BVU_2880), wobei in diesem Fall
zusatzlich Formiat entsteht. Zur Steigerung
der Succinat-Ausbeute war es daher notwen-
dig, die Synthese der Nebenprodukte zu ver-
ringern oder ganz zu unterbinden (Abb. 2).

Dazu wurde zunédchst das Gen fiir die
Methylmalonyl-CoA-Mutase (bvu_0309-10)
in P. vulgatus mittels des SacB-Deletions-
systems ausgeschaltet. Das entsprechende
Enzym ist Bestandteil des Synthesewegs fiir
Propionat und dessen Ausschaltung resul-
tierte in einer Erhohung der Succinat-Aus-
beute um fast 100 % im Vergleich zum Wild-
typ. Weitere Deletionen der Gene fir die
Pyruvat-Formiat-Lyase und die D-Lactat-
Dehydrogenase verhinderten die Synthese
der Endprodukte Formiat und Lactat. Diese
Dreifachmutante produzierte nur noch Suc-
cinat und Acetat in dquimolaren Mengen.
Weitere Ansédtze sind geplant, um den Anteil
von Acetat so weit wie moglich zu reduzie-
ren. Die Ergebnisse legen nahe, dass es mog-
lich ist, mehrere Gene des zentralen Kohlen-
stoffmetabolismus von P. vulgatus zu entfer-
nen (Abb. 3B).

Da fiir die Erzeugung von Succinat wah-
rend der Fumarat-Atmung Reduktionsaqui-
valente in Form von NADH bendtigt werden,
wurden im ndchsten Schritt Gene des Pento-
sephosphatwegs (0xPPW) iiberexprimiert.
Insbesondere der oxidative Teil dieses Stoff-
wechselwegs nimmt eine entscheidende Rol-
le bei der Erzeugung von NAD(P)H ein. Daher
wurde die Transketolase (BVU_2318), eines
der Schliisselenzyme des oxPPW (Abb. 2), in
der Dreifachmutante von P. vulgatus homolog
iiberproduziert. Dieses Vorgehen fiihrte zu
einer weiteren Erhohung des Succinat-
Ertrags um 35 % (Abb. 3B). Daher repriasen-
tiert die erzeugte Tripel-Deletionsmutante
P. vulgatus A0309-10 A2449 A2880, ergénzt
durch das Plasmid zur Uberproduktion der
Transketolase, ein geeignetes biotechnologi-
sches Modell fiir eine nachhaltige und bio-
basierte Succinat-Herstellung.

In der industriellen Produktion wird Suc-
cinat hauptsdchlich liber eine petrochemi-
sche Synthese aus raffiniertem Erdol herge-
stellt. Dieser Herstellungsprozess erfordert
hohe Temperaturen und Driicke und ist mit
komplexen Reinigungsschritten, einem
hohen Energieverbrauch und somit auch
immensen CO,-Emissionen verbunden [8].
Aufgrund der massiven Umweltbelastung
hat die Herstellung von biobasiertem Suc-
cinat in den letzten Jahren an Bedeutung
gewonnen. Verschiedene, meist aus dem
Pansen isolierte Mikroorganismen wurden

bereits als effiziente Succinat-Produzenten
identifiziert und die genetische Manipulation
des Stoffwechsels fiihrte schlussendlich zu
einer Steigerung der Ausbeuten [9]. Dazu
zdhlen unter anderem Actinobacilllus succi-
nogenes, Actinobacilllus succiniciproducens,
Basfia succiniciproducens, Corynebacterium
glutamicum, Escherichia coli, Mannheimia
succiniciproducens und Vibrio natriegens. Die
hier dargestellten Ansdtze zur Optimierung
der Succinatproduktion in P. vulgatus reiht
sich somit in das aktuelle Forschungsgebiet
der Synthese von Bio-Succinat ein. |
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