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Seit Jahrhunderten nutzt die Menschheit Hefe zur Herstel-
lung von Brot und zum Brauen alkoholischer Getrédnke.
Mittlerweile ist Saccharomyces cerevisiae zur wichtigsten eu-
karyotischen Zellfabrik avanciert und findet in einer Vielzahl
biotechnologischer Prozesse zur Herstellung von Chemikali-
en und Enzymen Anwendung. Smolke und Mitarbeitern ist es
nun gelungen, eine erste Hefe-Zellfabrik zur Umwandlung
von D-Glukose in die Opiate Thebain und Hydrocodon zu
erschaffen.!]

Die von den Autoren hierfiir gewéhlte Herangehensweise
basiert auf der Anwendung synthetischer Biologie (SynBio).
Wihrend aktuell fiir Biokatalysen meist die klassische, re-
kombinante DNA-Technologie genutzt wird und der Fokus
auf der Anwendung eines oder weniger Enzyme fiir einzelne
Biotransformationen liegt, zielt SynBio darauf ab, rational
entwickelte, komplexe Systeme wie Organismen mit kom-
plett neuen Stoffwechselwegen zu erzeugen.”! Opiat-Alka-
loide stellen komplexe, funktionalisierte tertidre Amine dar,
und die Machbarkeitsstudie ihrer Synthese durch den Syn-
Bio-Ansatz hebt das Potential dieser Technologie hervor: Die
Arbeit von iiber einem Jahrzehnt fiithrte zu einem Hefe-
stamm, der 23 Gene aus Hefe, Pflanzen, wie dem Opiate-
produzierenden Papaver somniferum, Bakterien und Ratte,
kiinstlich exprimiert. Diese Arbeit entspricht dem grofiten
synthetischen Stoffwechselweg, der bislang publiziert wurde.
Die Eleganz des Systems — gegeniiber der Vielzahl an Ver-
suchen einer chemischen Totalsynthese von Opiaten®! — liegt
darin, dass es sich um eine Art Eintopfreaktion handelt.
Keine zwischenliegenden Aufarbeitungs- oder Reinigungs-
schritte sind notwendig, und Glukose und einfache Amino-
sduren waren die alleinigen Ausgangsstoffe und Reagentien
fir den Aufbau aller benotigten Katalysatoren. In den fol-
genden Abschnitten werden wir die wichtigsten Erfolge und
Herausforderungen dieser Studie zusammenfassen, die das
grof3e Potential, aber auch die Hindernisse der aktuellen
SynBio-Technologie aufzeigt.
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Der Aufbau der Opiat-Grundstruktur bedarf der Kom-
bination einiger Amin-manipulierender Enzyme (Schema 1).
Schliisselschritte sind wie folgt: 1) Eine asymmetrische Pictet-
Spengler-Reaktion baut das Tetrahydroisochinolingeriist auf
(Modul III). 2) Das durch nachfolgende Hydroxylierungs-
und Methylierungsschritte gebildete tertiire Amin (S)-Reti-
culin geht eine Stereoinversion ein (Modul VI). 3) Das te-
tracyclische Salutaridin wird durch intramolekulare C-C-
Kupplung erhalten. Darauf folgende Reduktions- und Tau-
tomerisierungsreaktionen bilden letztlich das Opiat Hydro-
codon.

Die Wissenschaftler wihlten ein fiir SynBio typisches,
modulares Vorgehen: In S. cerevisae wurden sieben DNA-
Module eingebracht, die jeweils fiir zwei bis sieben Enzyme
codieren (Schema 1). Im Design der Module zeigt sich, wie
die Smolke-Gruppe die Aufgabe anging, einen komplexen
Stoffwechselweg zu konstruieren:

1) Metaboliten aus dem Primérstoffwechsel miissen in aus-
reichenden Mengen zur Verfiigung stehen, um den meta-
bolischen Fluss zu den Zielprodukten zu leiten. Modul I
gewihrleistet den metabolischen Fluss von Glukose zu
Tyrosin und 4-Hydroxyphenylacetaldehyd (4-HPAA) als
wichtige Vorstufenmolekiile. In zukiinftigen Projekten
kann solch ein Hefestamm als Grundgeriist fiir weitere
,,Einsteck“-DNA-Module fungieren, um andere Substan-
zen ausgehend von Tyrosin aufzubauen.

2) Vier der sieben Module erméglichen iiber eine Reihe von
Transformationen die Bildung von Metabolitstrukturen,
die jeweils einen Verzweigungspunkt in der Biosynthese
darstellen. Dies unterstreicht erneut das modulare Kon-
zept, wiederverwendbare, funktionale Einheiten zu nut-
zen: So konnten z.B. die Norcoclaurin-, Reticulin- und
Thebain-produzierenden Stimme durch weitere Module
ergianzt werden, um andere Derivate der Isochinolin-Al-
kaloid-Familie zu produzieren.

3) Ein einzelner enzymatischer Schritt im kompletten Stoff-
wechselweg benotigte Tetrahydrobiopterin (BH4) als
Cofaktor, der in S. cerevisae jedoch nicht gebildet wird.
Daher wurde ein BH4-Synthesemodul entworfen. Dieses
kann spéter fiir die Konstruktion ,,sofort betriebsbereiter*
Hefestimme mit anderen, BH4-abhingigen Stoffwech-
selwegen genutzt werden.

4) Um einen ausreichenden Fluss durch alle Schritte des
synthetischen Stoffwechselwegs zu gewdihrleisten, muss-
ten Engpésse beseitigt werden. Modul V stellt groere
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Modul I: Stoffwechsel-Flussoptimierung zu Tyr & 4-HPAA
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Modul IV: Methylierung von Norcoclaurin zu (S)-Reticulin
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Modul VI: Epimerisierung zu (R)-Reticulin und Bildung von Thebain
MeO

MeO O MeO
mMe % MO S—
: —_—

(S)Reticulin  —X-5 :g 7
MeO]@/ MeO

(R)-Reticulin Salutaridin

Modul VII: Bildung von Hydrocodon
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Schema 1. Konstruierte SynBio-Module fiir die Synthese von Opiaten aus Glukose. E4P = Erythrose-4-phosphat, PEP = Phosphoenolpyruvat.

Mengen dreier geschwindigkeitsbestimmender Enzyme  glied gefunden, um vorher entwickelte Schritte in Richtung
bereit, um die Akkumulation dreier Intermediate zu ver-  der Opiatsynthese in Hefe zu verbinden. Die Stereoinversion
ringern, die in einer Flussanalyse identifiziert wurden. wird durch eine zweistufige Reaktion erreicht: (S)-Reticulin
reagiert in einem P450-Oxidase-katalysierten Schritt mit

Eine weitere bedeutende Leistung bei diesem Projekt war ~ molekularem Sauerstoff und bildet ein Imin-Intermediat.
die Identifizierung der Aminosduresequenz der Reticulin- Eine NADP-abhingige Reduktase bildet anschlieBend das R-
Isomerase (kiirzlich unabhédngig von Farrow etal. publi- Enantiomer (Schema2). Die entdeckte Isomerase ist ein
ziert"). Damit wurde ein lang gesuchtes, fehlendes Binde-  natiirliches Fusionsprotein und enthilt beide Aktivititen. Im
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Schema 2. Die Stereoinversion von Reticulin erfolgt in zwei Schritten und wird durch ein Fusionsprotein mit zwei katalytischen Doménen ermdg-
licht. DRS: 1,2-Dehydroreticulin-Synthase-Domine, DRR: 1,2-Dehydroreticulin-Reduktase-Domine.
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Unterschied zu einer Racemisierung ist dieser Prozess uni-
direktional, da beide Schritte hoch enantioselektiv ablaufen
und damit nur den Umsatz vom S- zum R-Enantiomer er-
moglichen. Interessanterweise wurde kiirzlich eine dhnliche
Kaskade fiir die Deracemisierung von sekunddren Aminen
von Turners Gruppe publiziert: Eine umgestaltete Mono-
amin-Oxidase (MAO) wurde mit einer Imin-Reduktase
(IRED) kombiniert.”! Damit besteht Zugang zu beiden
Amin-Enantiomeren, wenn stereokomplementidre Enzyme
verwendet werden. IREDs und MAOs werden zurzeit als
wichtige Hilfsmittel fiir die biokatalytische Herstellung chi-
raler Amine erforscht.l”

Ein zweiter Schliisselerfolg war die Optimierung der ge-
schwindigkeitsbestimmenden Salutaridin-Synthase (SalSyn).
Umfangreiche Analysen offenbarten eine unvorteilhafte
Orientierung von SalSyn im endoplasmatischen Retikulum
(ER), wodurch sie nur eingeschrinkt fiir die Enzymkatalyse
zur Verfiigung stand. Zur Losung dieses Problems wurde eine
rational entworfene Bibliothek chimirer Proteine erstellt: In
den Varianten wurde der N-terminale Bereich in variabler
Léange entfernt und die verbliebene, katalytische Doméne mit
N-terminalen Regionen aus pflanzlichen und bakteriellen
P450-Oxygenasen fusioniert, deren korrekte Orientierung in
die Hefe-ER-Membran aus fritheren Studien bekannt war.

Die grofite noch bevorstehende Aufgabe in dieser Kon-
zeptstudie bleibt die Optimierung des Produkttiters: Ausge-
hend von 20 gL' Glukose konnten 6.4 ugL."' Thebain und
0.3 ugL~! Hydrocodon produziert werden. Diese Ausbeuten
sind GroBenordnungen entfernt von der 5-gL~'-Grenze, die
als Minimaltiter fiir eine praktikable Alternative zum
Mohnanbau angesehen wird. Hier fehlten uns in der Studie
eine eingehende Analyse der Griinde fiir diese geringe Aus-
beute und eine Diskussion iiber mogliche Optimierungen.
Andere SynBio-Projekte, wie die Hefe-basierte Produktion
der Antimalaria-Vorstufe Artemisininsdure, haben dhnliche
Aufgaben bewiltigt.”) Die Firma Amyris nutzte eine Kom-
bination aus Systembiologie (Computersimulation metaboli-
scher Stoff-Fliisse), Metabolic Engineering sowie Bio- und
Chemieprozess-Entwicklung, um innerhalb weniger Jahre die
Ausbeuten von 100 mgL™" auf 25 gL' zu erhohen.®

Traditionelle, pflanzliche Produktionsprozesse durch mi-
krobielle Prozesse zu ersetzen, birgt Vorteile wie kiirzere
Produktionszeiten (Tage gegentiber einem Jahr fiir die ein-
jahrige Mohnpflanze), Unabhéngigkeit von externen Fakto-
ren wie dem Klima und eine hohe Konsistenz von Chargen.
Laut der Weltgesundheitsorganisation'!! haben insbesondere
Entwicklungslédnder einen eingeschriankten bis gar keinen
Zugang zu bendtigten Schmerzmitteln, weshalb eine alter-
native Quelle fiir Schmerzmittel dieses Problem abmildern
konnte. Die Arbeit von Galanie et al. stellt einen wichtigen
Schritt in diese Richtung dar und zeigt, dass Wissenschaftler
Losungen fiir globale Probleme entwickeln konnen. Es ver-
bleibt jedoch die Aufgabe sicherzustellen, dass diese Bemii-
hungen der Gesellschaft zu Gute kommen, in diesem Fall
insbesondere Menschen in Entwicklungsldndern, die drin-
genden Bedarf an Schmerzmitteln haben. Dariiber hinaus hat
das Ersetzen eines traditionell pflanzlich basierten Prozesses
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durch einen SynBio-basierten, mikrobiellen Prozess einen
unvermeidbaren Einfluss auf die Mérkte. Ein Fall mit vielen
Parallelen ist die Herstellung von Artemisininsdure durch
Hefe. Wihrend diese ein wichtiger Schritt im Kampf gegen
Malaria ist, bedroht sie ebenso das Gewerbe vieler Landwirte
des einjdhrigen BeifuBes (Artesemia annum) in malariage-
plagten Entwicklungslindern.”!

Wie bei allen disruptiven Technologien muss der Einfluss
der synthetischen Biologie auf die Gesellschaft bewertet
werden, besonders wenn sie zum Brauen von Substanzen mit
hohem Missbrauchspotential genutzt werden kann. Die Pu-
blikation beriihrt diesen Punkt durch die Beschreibung der
Auflagen die ein Labor, das mit Betdubungsmittel-produzie-
renden Mikroorganismen arbeitet, erfiillen muss. Diese um-
fassen Sicherheitsiiberpriifungen der involvierten Wissen-
schaftler, gesteigerte biologische Sicherheitsmaffnahmen im
Umgang mit den Hefestimmen und Laborsicherung sowie
strikte Kontrolle durch die U.S.-Drogenaufsichtsbehorde.

Synthetische Biologie ist die jiingste Evolutionsstufe der
Gentechnologie und wird es uns ermoglichen, fortgeschrit-
tene Biokraftstoffe, Grundchemikalien, Pharmazeutika und
Feinchemikalien nachhaltig zu produzieren. Dr. Smolke und
ihr Team sind bestrebt, ihre Verfahren mit ihrer komplett
unter weiblicher Fithrung stehenden Firma Antheia (Grie-
chische Go6ttin der Blumen) zu kommerzialisieren.
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