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The tremendous body of knowledge about genetics, cell biology, and
metabolism of Saccharomyces cerevisiae, as well as its long history
and robustness in industrial fermentations, have made this yeast one
of the most popular microbial cell factories. Novel genetic tools have
enabled the rapid construction of strains producing various platform
chemicals, fuels, or pharmaceuticals. The relevance of synthetic biolo-
gy approaches, such as the construction of fully synthetic genomes
and artificial cellular compartments are not only relevant for biotech-
nological applications but can also lead to new insight into basic prin-

ciples of life.
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B Die Hefe Saccharomyces cerevisiae dient
den Menschen schon lange. Zudem ist sie
unempfindlich gegeniiber industriellen Pro-
zessbedingungen. Dank der Wissensfiille
iber ihre Genetik, Biochemie und Zellbio-
logie (siehe Artikel von Westermann und
Klecker, S. 11) wird sie nach der Erfindung
der rekombinanten DNA-Technologie erfolg-

reich in der modernen Biotechnologie einge-
setzt.

Von ihr profitieren beispielsweise Diabeti-
ker seit Jahrzehnten: In das Hefegenom wur-
de das menschliche Insulingen ,einge-
pflanzt“, sodass dieser winzige Organismus
einen GroBteil des menschlichen Hormons
fiir die Therapie von Diabetes produziert.

A Abb. 1: Eine Industrieanlage fiir die Produktion von Bioethanol der zweiten Generation.
In dieser Anlage wird Ethanol mithilfe von Hefe aus Lignocellulose, etwa aus Stroh, produziert.
Foto: Clariant.

Durch enorme Fortschritte der Gentechnik
und Genomik wédhrend der letzten Jahre
haben sich neue Forschungsdisziplinen ent-
wickelt, die tiber das Einbringen einzelner
Gene hinausgehen: Metabolic Engineering
und Synthetische Biologie streben eine sys-
temweite Umgestaltung der Zellphysiologie
an, etwa um Chemikalien von industrieller
Bedeutung effizienter und umweltfreund-
licher herstellen zu konnen als das mit kon-
ventionellen Methoden moglich ist.

Neue gentechnische Werkzeuge und
synthetische Hefegenome

S. cerevisiae ist fiir genetische Modifikationen
besonders leicht zugénglich. Das ist der Tat-
sache geschuldet, dass ein DNA-Reparaturme-
chanismus, die homologe Rekombination, in
dieser Hefe besonders effizient ist. Durch
homologe Rekombination kann prinzipiell an
beliebiger Stelle im Hefegenom ein DNA-Frag-
ment eingefiigt werden, wenn es von relativ
kurzen Sequenzen flankiert wird, die mit
Abschnitten an der Einbaustelle tibereinstim-
men. Auf diese Weise konnen Gene eingefiigt,
ausgetauscht oder ausgeschaltet werden. Die-
se Methode wird seit Jahrzehnten benutzt; sie
ermoglichte u. a. die Konstruktion von Stamm-
sammlungen, die fiir die Grundlagenfor-
schung von unschatzbarem Wert sind.

Die CRISPR-Technologie erweiterte die
Moglichkeiten der Gentechnik enorm [1].
Mithilfe dieser ,Genschere“ kann ein DNA-
Doppelstrang an beliebiger Stelle in einem
Genom prézise geschnitten werden. Dann
kommt wieder die homologe Rekombination
ins Spiel: Die Zelle benutzt homologe Sequen-
zen, um den ,Schnitt“ in ihrer DNA zu schlie-
Ben - und Forscher konnen dies nutzen, um
dabei Sequenzen ihrer Wahl einzuschleusen.
Im Unterschied zur einfachen homologen
Rekombination kénnen jetzt mehrere Gen-
kassetten wie eine Kette gleichzeitig einge-
fiihrt werden. Fiir ihre Anzahl scheint es bis
dato keine Obergrenze zu geben. Zudem
ermoglicht CRISPR Modifikationen an meh-
reren Stellen im Genom gleichzeitig, was mit
traditionellen Methoden unmaoglich oder bes-
tenfalls sehr ineffizient war.
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Beschleunigte Evolution im
Reagenzglas

Doch die Ambitionen der synthetischen Bio-
logie enden nicht mit der Modifikation eines
bestehenden Genoms. Das von Jef Boeke
(Johns-Hopkins-Universitét) geleitete Sc2.0-
Projekt hat sich zum Ziel gesetzt, in S. cerevi-
siae das erste synthetische Genom einer
héheren (eukaryotischen) Zelle zu konstru-
ieren. Die 16 natiirlichen Chromosomen der
Hefe sollen dabei durch im Reagenzglas her-
gestellte Gegenstiicke ersetzt werden [2]. Es
handelt sich hierbei nicht um synthetische
Kopien der Hefechromosomen; vielmehr
wurden bestimmte Designprinzipien ange-
wandt, um das Genom Kkleiner (um ca. 8 %)
und fiir kiinftige Anwendungen leichter
zuganglich zu machen. So wurden z. B. Ele-
mente ohne funktionelle Bedeutung fiir die
Zellphysiologie, wie Transposons (bei denen
es sich um evolutionare Relikte vergangener
Virusinfektionen handelt), weggelassen.
Andererseits wurden an zahlreichen Stellen
kurze Sequenzabschnitte eingebaut, die als
Hotspots fiir homologe Rekombination die-

nen, wenn ein molekularer Schalter aktiviert
wird (SCRaMbLE-Methode). Dies ermdglicht
eine Neuanordnung der Gene innerhalb des
Genoms in unzahligen Varianten, die nach-
folgend auf der Basis ihrer Fitness unter ver-
schiedenen Bedingungen selektiert werden
konnen. Man konnte das Prinzip als eine
beschleunigte Evolution im Reagenzglas
beschreiben.

Nachdem 2011 das erste synthetische
Chromosom in die Hefezellen eingepflanzt
wurde, machte das Projekt rasante Fort-
schritte, und nun steht ,Saccharomyces cere-
visiae 2.0“ kurz vor seiner Vollendung.
Davon erhofft sich die Wissenschaft nicht
nur eine handliche Plattform fiir biotechno-
logische Anwendungen, sondern auch einen
Erkenntnisgewinn tiber die Prinzipien, die
der Architektur eines eukaryotischen
Genoms zugrunde liegen.

Umgestaltung des Hefestoffwechsels
fiir biobasierte Chemikalien

Natiirlicherweise vergirt S. cerevisiae vor
allem die Hexosezucker Glucose und Fructo-

se zu Ethanol (siehe auch Beitrag von Wes-
termann und Klecker, S. 11). Diese Eigen-
schaft wird nicht nur fiir die Produktion von
alkoholischen Getranken, sondern seit lan-
gem auch fiir die groBtechnische Herstellung
von Ethanol als wichtige Chemikalie oder als
Biokraftstoff genutzt.

Da Glucose und Fructose vor allem aus
Nahrungspflanzen wie Mais oder Zuckerrohr
gewonnen werden, fiihrt diese traditionelle
Produktion zu einem ,Tank-oder-Teller“-
Dilemma. Einen Ausweg bietet Metabolic
Engineering, eine wissenschaftliche Diszip-
lin, die sich mit der Umgestaltung des Stoff-
wechsels mithilfe der Gentechnik beschif-
tigt. Forscherteams konnten durch Einbrin-
gen von Genen aus anderen Pilzen oder
Bakterien die Hefe in die Lage versetzen, die
natiirlichen Zucker aus Holz wie Xylose in
Ethanol umzuwandeln, sodass nun pflanzli-
che Abfallstoffe anstelle von Lebensmitteln
als Rohstoff dienen konnen [3]. Eine Indu-
strieanlage, die Ethanol nach diesem Verfah-
ren produziert, zeigt Abbildung 1. Die in
Podari, Rumanien, gebaute Anlage verarbei-
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» Abb. 2: Metabolic Engineering von Hefe. Mithilfe der gen-

technisch verénderten Hefe kdnnen Produkte fiir vielféltige
Anwendungsbereiche produziert werden - etwa Arznei-
mittel, Kraftstoffe, Aromastoffe oder Bausteine fiir

Polymere. Gezeigt sind einige Beispiele.

tet im Jahr ca. 250.000 Tonnen Stroh zu
50.000 Tonnen Cellulose-Ethanol (Cla-
riant sunliquid®-Technologie).

Fir die Erweiterung des
Produktspektrums gibt es noch viel-
faltige Moglichkeiten: Der Stoffwech-
sel ist vielfach verzweigt, und der
Fluss iiber die einzelnen Verzweigun-
gen lasst sich durch Abschwachen und
Verstarken von enzymatischen Reaktio-
nen an jedem einzelnen Knotenpunkt
steuern. So ldsst sich beispielsweise anstel-
le von Ethanol vermehrt Bernsteinsaure her-
stellen, ein gewohnliches Stoffwechselpro-
dukt, das industriell als ein Baustein fiir
Polyester verwendet werden kann [4]. Darti-
ber hinaus stellen unzahlige Zwischenpro-
dukte des Stoffwechsels Ausgangspunkte fiir
neue, in der Hefe nicht vorkommende meta-
bolische Reaktionen dar.

Eine von vielen Erfolgsgeschichten ist die
Artemisininsdure, eine Vorstufe des Malaria-

wirkstoffs Artemisinin. Sie kann durch eine
sehr ausgefeilte ,Umleitung” des Isoprenoid-
Biosyntheseweges so effizient produziert
werden, dass die Technologie auch den Weg
zur industriellen Produktion fand [5]. Sie
bietet zudem eine Ausgangsbasis, um weite-
re, chemisch verwandte Stoffe wie den

nicht nachhaltigen Produktionswei-

= sen.
(@ )
Neugestaltete Zelle
Insulin Ethanol durch synthetische
Opioide Farnesen Kompartimente
el el er ity Metabolic Engineering
Artemisininsdure Isobutanol erfordert hiufig eine
massive Umleitung
des Stoffwechsels,
was Folgen fiir die
Zellphysiologie hat.
Die gentechnisch
eingefiihrten Enzy-
Bernsteinsdure Cinnamylalkohol mﬁk?nk“mer?;“;t
zelleigenen off-
Muconsaure Phenylel‘hanol wechseigwegen um die
Fettsauren Geraniol Ausgangsstoffe und

A

Ersatz-Flugzeugkraftstoff Farnesen herzu-
stellen.

Nach dhnlichen Prinzipien lassen sich mit
Hefe viele Arten chemischer Verbindungen
wie Fette, Kohlenwasserstoffe, Aromastoffe,
Pigmente, Alkaloide oder Flavonoide herstel-
len [6, 7], die bisher aus Rohdl oder durch
eine aufwédndige Extraktion aus Pflanzen
gewonnen wurden. Einige Beispiele zeigt
Abbildung 2. Daher bietet Metabolic Engi-
neering einen moglichen Ausweg aus diesen

<« Abb. 3: Membran-
umschlossene Vesi-
kel als kiinstliche
metabolische Kom-
partimente. Die Vesi-
kel stellen separate
Reaktionsrdume dar,
in denen die
gewlinschten Stoff-
wechselreaktionen,
etwa die Mucon-
saurebiosynthese,
getrennt vom norma-
len Zellstoffwechsel
stattfinden kénnen.
Die Vesikel wurden
mit dem Griin fluo-
reszierenden Protein
und das Cytosol mit
dem Rot fluoreszie-
renden Protein
mCherry sichtbar
gemacht.

Zwischenprodukte. Eine

Anhdufung bestimmter che-

mischer Verbindungen kann

auch giftig fiir die Hefezelle sein

oder ihre Steuerungssysteme , verwirren®.

Manchmal werden aus diesem Grund wich-

tige Vorstufenmolekiile aus der Zelle ausge-

schleust, was wiederrum eine niedrigere

Ausbeute der gewlinschten Produkte zur
Folge hat.

Auch zwischen den in der Zelle natiirlich
vorkommenden Stoffwechselwegen kann es
zu unvorteilhaften Wechselwirkungen kom-
men, was die eukaryotischen Zellen durch
Kompartimentierung - eine raumliche Tren-
nung verschiedener biochemischer Prozesse
in membranumschlossenen Organellen -
vermeiden. Ein sehr aktuelles Forschungs-
feld innerhalb der Synthetischen Biologie
beschiftigt sich daher mit der Frage, wie die
Kompartimente fiir die Steigerung der Pro-
duktausbeuten genutzt werden konnen.

Ein wichtiger Erfolg wurde z. B. bei der
Produktion von Benzylisoquinolin-Alka-
loiden (BIA) erzielt. Zu dieser Klasse gehdren
viele pharmazeutisch relevante Verbindun-
gen, wie die Betaubungsmittel Codein und
Morphin. Fiir ihre Biosynthese miissen ver-
schiedene pflanzliche Enzyme in die Hefe
eingebracht werden, aber eines von ihnen
(Norcoclaurinsynthase) ist fiir die Zellen in
groBerer Menge toxisch, wenn es sich im
Cytoplasma befindet. Wird es dagegen in
abgeschlossene Zellorganellen - die Peroxi-
somen - dirigiert, bleibt die toxische Wir-
kung aus und die Zellen konnen deutlich
mehr BIA-Vorstufenmolekiile synthetisieren
[8]. Neben solchen Beispielen, wie bestehen-
de Organellen umfunktioniert werden kon-
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nen, gibt es auch Ansatze, neuartige mem-
branumschlossene Kompartimente zu
generieren und damit das natiirliche
Repertoire der Zelle zu erweitern.

So ist es uns kiirzlich gelungen, drei
Enzyme fiir die Biosynthese von Mucon-
sdure, einer Vorstufe von Nylon, in blds-
chenartige Vesikel zu verpacken (Abb. 3),
die in Hefe in dieser Form nicht vorkom-
men [9, 10]. Das Prinzip haben wir uns
bei Pflanzen abgeschaut: Sie verpacken in
Samen spezielle Proteine in Vesikel, die
dann bei der Keimung als Speicherstoffe
niitzlich sind, aber keine enzymatische
Aktivitat haben. Eine groBe Unbekannte
am Anfang unseres Projekts war daher
die Frage, ob die Enzyme der Muconsau-
rebiosynthese in den Vesikeln ihre Akti-
vitat behalten. Tatsachlich konnten wir
fiir jeden Reaktionsschritt ein Enzym fin-
den, das auch in den Vesikeln seine Auf-
gabe erfiillt. Das eroffnet die Moglichkeit,
die Muconsauresynthese vom Rest der
Zelle abzuschirmen und zeigt beispiel-
haft, wie die Arbeitsteilung in der Zelle
durch neue Reaktionsrdaume optimiert
werden kann.

Solche schnellen Fortschritte in der Bio-
technologie wéiren ohne die Wissensfiille
aus der Grundlagenforschung nicht mog-
lich gewesen. Die Erforschung von Sac-
charomyces cerevisiae bleibt spannend
und wird bei der gesellschaftlichen Trans-
formation zu nachhaltigeren Wirtschafts-
formen eine wichtige Rolle spielen.
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