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Neuartige, metabolisch aktive
Organellen in eukaryotischen Zellen
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Microbial production of chemicals is a sustainable alternative to
conventional industrial processes. However, the implementation of
exogenous metabolic pathways is hampered by slow diffusion rates,
competing pathways, or secretion of intermediates. Pre-existing
organelles have been harnessed to overcome these problems, but

these approaches suffer from interference with endogenous pathways.

We have developed a new concept for the compartmentalization of
enzymatic pathways in ER-derived vesicles.
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in der Biotechnologie zunehmend fiir das
Einbringen heterologer Stoffwechselwege
genutzt. So wurde der Biosyntheseweg fiir
die Produktion des Biotreibstoffs Isobutanol
komplett in die Mitochondrien der Hefe ein-
gebracht [2]. Die Nutzung von Mitochondrien
wird jedoch durch das Vorhandensein endo-
gener Stoffwechselwege erschwert. Seit eini-
gen Jahren werden zunehmend Peroxisomen
eingesetzt, um toxische Enzyme zu isolieren
[3] und diverse heterologe Produktionswege
einzubringen [4]. Die relativ unselektive Per-
meabilitdt der Peroxisomenmembran fiir
niedermolekulare Substanzen stellt fiir bio-
technologische Anwendungen oft einen Vor-
teil dar, kann sich aber auch nachteilig aus-

A
B Biotechnologische Produktionsverfahren ER SP 8xPPPVHL
sind eine ressourcenschonende Alternative cc o ccC C
zu den traditionellen, erdolbasierten Pro-
zessen der chemischen Industrie. Mithilfe
mikrobieller Zellfabriken kénnen pflanzliche Zera-sGFP Uberlagerung

Rohstoffe in eine breite Palette von Grund-
und Feinchemikalien, Arznei- und Kraftstoffe
umgewandelt werden. Aufgrund ihrer
Robustheit und Toleranz gegeniiber indus-
triellen Bedingungen wird die Hefe Saccha-
romyces cerevisiae schon seit vielen Jahren
fiir biotechnologische Produktionsverfahren
genutzt.

Veranderungen des Stoffwechsels und Ein-
schleusung von Fremdgenen mit Methoden
des Metabolic Engineerings haben in den
vergangenen Jahren die biotechnologische
Herstellung einer Vielzahl von Produkten
ermoglicht [1] und zu erheblichen Steigerun- »
gen in Produktausbeuten gefiihrt. Dabei ~
kann es jedoch zu Problemen kommen. Oft \ [>
werden Zwischenprodukte, bevor sie weiter-
verwertet werden konnen, aus der Zelle aus- *~ Sekretorischer
geschleust oder reagieren mit anderen Sub- Weg
stanzen zu unerwiinschten Nebenprodukten. ER
Weiterhin kann die Anhdufung toxischer
Zwischenprodukte den Zellstoffwechsel
beeintrachtigen. Die Natur 16st diese Proble-
me durch Einschluss von Stoffwechselwegen
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A Abb. 1: Neuartige metabolische Vesikel. A, Aufbau der Zera-Sequenz mit Signalpeptid (SP)
flr den Transport in das ER (gelb), cysteinreicher Region (grau, Cysteine als ,C“) und repetitiver,
prolinreicher Region (blau). B, fluoreszenzmikroskopische Darstellung der Vesikelbildung.
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C, Die Fusion von Zera an Enzyme fiihrt zum Einschluss dieser Enzyme in aus dem ER gebildeten

in membranumschlossene Reaktionsraume,
in Organellen. Zelleigene Organellen werden
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Vesikeln. Adaptiert mit Erlaubnis aus [7]. © 2020 American Chemical Society.



398

Glucose

Pentose
¥ Phosphat

Glykolyse Weg
] 1

\ \

PEP  E4P

+ COH CO,H
AroYprFmn
3-DHS AroZ
Shikimat
PCA

. 3-DHS

CO,H
GDCQZatA

Catechol

—» Adipinsdure
—» £-Caprolactam
HO,C

—» Terephthalsaure
ccMm

A Abb. 2: Synthese von cis,cis-Muconsaure (CCM) in ER-abgeleiteten Vesikeln. Aus Glucose wird
Gber den Shikimatweg 3-Dehydroshikimat (3-DHS) gebildet. 3-DHS dient als Ausgangsstoff fiir die
Synthese von CCM in den Vesikeln. Die drei Reaktionsschritte werden durch die Enzyme 3-DHS-
Dehydratase (AroZ), PCA-Decarboxylase (GDC bzw. AroYP™N) und Catechol-1,2-Dioxygenase
(CatA) katalysiert. PEP: Phosphoenolpyruvat; PCA: Protocatechuat.

wirken. Auch liegen Peroxisomen in S. cere-
visiae nur in geringer Zahl vor, wenn Zucker
als Kohlenstoffquelle genutzt werden. Eine
Stimulierung der Peroxisomenproliferation
erfordert weitere genetische Modifizierungen
[3]. Entsprechend wird in der Biotechnologie
nach neuen Ansitzen gesucht, um Kompar-
timente de novo (bottom-up) zu generieren.

Das endoplasmatische Retikulum als
Basis fiir neuartige Organellen

Wir haben ein neues Verfahren entwickelt,
um kiinstliche Organellen in Hefezellen zu
erzeugen und darin Stoffwechselwege einzu-
bringen, die metabolischen Vesikel. Dazu
haben wir ein aus einem pflanzlichen Spei-
cherprotein abgeleitetes Peptid verwendet.
Pflanzliche Speicherproteine werden in
Samen in aus dem ER abgeschniirte Vesikel
verpackt und dienen als Aminosaurereser-
voir fiir den Keimling. Die modifizierte N-ter-
minale Doméne des Speicherproteins y-Zein
(,Zera“) aus Mais reicht aus, um die Bildung
dieser Vesikel zu induzieren [5]. Zera
beinhaltet ein N-terminales Signalpeptid,
welches den ,Adressaufkleber® fiir den
Transport in das ER darstellt und danach
abgespalten wird. Gefolgt wird diese Ziel-
steuerungssequenz von einer charakteristi-

schen repetitiven prolinreichen Sequenz
(8xPPPVHL) und einer C-terminalen cystein-
reichen Region (Abb. 1A). Die cysteinreiche
Region sorgt {iber die Bildung von Disulfid-
briicken fiir den Verbleib im ER. Zusammen
mit der repetitiven prolinreichen Sequenz
vermittelt sie die Bildung groBer Oligomere
und schlieBlich den Einschluss dieser Oligo-
mere in Vesikel. An Zera fusionierte Proteine
werden dabei miteingeschlossen. Die dichte
Packung von an Zera fusionierten Proteinen
in diesen Vesikeln haben sich Forscher
bereits fiir die Produktion von Enzymen in
Pflanzenzellen zunutze gemacht [6]. Fusio-
niert an den Fluoreszenzmarker superfol-
derGFP (Zera-sGFP) fiihrt das Peptid Zera
auch in Hefezellen zur Bildung von an das ER
(sichtbar gemacht mit dem Markerprotein
mCherry) angrenzenden Vesikeln (Abb. 1B).

Produktion von cis,cis-Muconsaure in
metabolischen Vesikeln

Um die Eignung dieser Zera-induzierten
Vesikel als stoffwechselaktive Kompartimen-
te zu untersuchen, haben wir einen drei-
stufigen Reaktionsweg zur Synthese der
Basischemikalie cis,cis-Muconsédure (CCM) in
die Vesikel eingebracht (Abb. 1C, [7]). In der
chemischen Industrie kann CCM als Aus-
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gangstoff fiir die Synthese von Adipinséure,
Terephtalsdure, und e-Caprolactam dienen,
wichtigen Bausteinen bei der Produktion von
Kunststoffen (Abb. 2).

CCM kann biotechnologisch in Hefe aus
Zuckern wie Glucose — also aus nachwach-
senden Rohstoffen - erzeugt werden (Abb. 2,
[8]). Daflir muss der Syntheseweg fiir aroma-
tische Aminoséduren (Shikimatweg) umfunk-
tioniert werden. Im Shikimatweg flieBen
zwei Stoffwechselwege des zentralen Kohlen-
stoffwechsels, die Glykolyse und der Pento-
sephosphatweg, iiber ihre Zwischenprodukte
Phosphoenolpyruvat (PEP) und Erythrose-
4-Phosphat (E4P) zusammen. Nach ihrer
Kondensation entsteht in mehreren enzyma-
tisch katalysierten Schritten 3-Dehydroshiki-
mat (3-DHS). Eine Weiterverarbeitung zu
Shikimat wird nun durch Eliminierung der
betreffenden enzymatischen Aktivitit unter-
bunden. 3-DHS wird durch die Uberexpres-
sion der heterologen Enzyme 3-DHS-Dehy-
dratase AroZ, Protocatechuat(PCA)-Decarbo-
xylase GDC und Catechol-Dioxygenase CatA
iiber die Zwischenprodukte Protocatechuat
und Catechol zu CCM umgesetzt. Limitierend
fiir die Produktausbeute ist der von der PCA-
Decarboxylase katalysierte Schritt zu Cate-
chol.

Die Fusion der drei Enzyme des Mucon-
sdurewegs an Zera fiihrte zu einem erfolgrei-
chen Einbau in die Vesikel. Eines der ver-
wendeten Enzyme, die PCA-Decarboxylase
(GDC), zeigte jedoch keine Aktivitdt bei
Zufiitterung des Substrats Protocatechuat.
Hier konnten die N-terminale Zera-Fusion,
aber auch folgende spezifische Eigenschaften
des ER-Milieus eine Rolle spielen: (1) Pro-
teine des ER werden iiber N-Glykosylierung
modifiziert, (2) im ER liegt ein oxidatives
Milieu vor, d. h. Proteine werden durch Disul-
fidbriicken quervernetzt, und (3) es steht
eine andere Ausstattung an Chaperonen, also
Helfern fiir die Proteinfaltung, zur Verfiigung
als im Cytosol. Einen Einfluss der N-Glyko-
sylierung konnten wir durch Mutagenese
entsprechender Aminosduren ausschlieBen.

Die erfolgreiche Etablierung des funktio-
nellen Wegs in den Zera-induzierten Vesi-
keln gelang erst durch Verwendung der bak-
teriellen PCA-Decarboxylase AroY (Abb. 3).
Zellen mit den die drei Zera-fusionierten
Enzyme enthaltenden metabolischen Vesi-
keln (Zera-Fusion) produzierten bis zu 62 mg
L' CCM. Der fiir die Aktivitiit von AroY bend-
tigte Ko-Faktor prenyliertes FMN (prFMN)
sowie das Substrat 3-DHS konnen offenbar
iiber die Vesikelmembran aufgenommen und
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A Abb. 3: Funktionalitdt der metabolischen
Vesikel. Die Produktion von cis,cis-Mucon-
saure in Abhangigkeit der intrazelluléren
Lokalisation des Biosyntheseweges wurde
im Kulturmedium nachgewiesen. Adaptiert
mit Erlaubnis aus [7]. © 2020 American
Chemical Society.

das Produkt CCM ausgeschleust werden.
Dass nicht importiertes, cytosolisch lokali-
siertes Enzym zur Aktivitat des vesikularen
Stoffwechselwegs beitragt, konnten wir mit
einer Kontrolle ausschlieBen. Hier wurden
die drei mit Zera fusionierten Enzyme mit
deletiertem Signalpeptid (ASP-Zera-Fusion)
im Cytosol exprimiert und wiesen dann fast
keine Aktivitdt auf (Abb. 3). Das Ergebnis
zeigt insgesamt eine vielversprechende
Umsetzung unseres Konzepts, obwohl noch
weiterer Optimierungsbedarf besteht, da der
cytosolische Weg bisher noch effektiver ist
(159 mg L' CCM).

Potenzial und Herausforderungen fiir
die kiinftige Forschung

Es ist uns gelungen, ein neuartiges, stoff-
wechselaktives Kompartiment zu erzeugen,
das die Moglichkeit bietet, beliebige Biosyn-
thesewege zu integrieren. Die Methode hat
ein groBes Potenzial, wie z. B. einen Protein-
abbau im Cytoplasma zu verhindern und,
durch die dichte Packung der Enzyme, die
Umsetzung von Intermediaten zu beschleu-
nigen. Zur weiteren Optimierung bieten sich
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verschiedene Ansatzpunkte an. So ist die
Vesikelbildung abhéangig von der verfligba-
ren Oberfliche der ER-Membran. Durch
Modulierung regulatorischer Faktoren kann
die Proliferation der ER-Membran erhoht
werden. Eine Steigerung der Menge an ER-
Chaperonen ist ein zusatzlicher moglicher
Losungsansatz, um die Aktivitat vesikularer
Enzyme zu steigern, ebenso wie eine Abspal-
tung der gesamten Zera-Sequenz nach dem
Einschluss der Enzyme in die Vesikel. Die
Durchldssigkeit der vesikuldren Membran zu
manipulieren, stellt eine weitere zukiinftige
Herausforderung dar. Welche Transporter
sind in der Vesikelmembran vorhanden? Ent-
hélt das Lumen noch typische ER-Proteine?
Diese Fragen miissen in weiteren For-
schungsarbeiten beantwortet werden.
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