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Sachbericht = Teil I: Kurzbericht

GBil1M: Produktion von Cannabinoiden in Dictyostelium discoideum (ProDICAN)
- Entwicklung eines biologischen Chassis
Forderkennzeichen: 03LW0129K

Projektleitung: Hochschule Wismar University of Applied SciencesTechnology, Business
and Design, Prof. Dr. Falk Hillmann

Projektlaufzeit: 01.05.2022 — 31.10.2024

Verbundpartner: Universitat Bielefeld, Prof. Dr. Johann Kufs

Aufgabenstellung & Stand der Forschung

Ziel des Vorhabens ProDICAN war die Entwicklung eines alternativen biotechnologischen
Verfahrens zur Herstellung von Cannabinoiden, insbesondere A®-Tetrahydro-
cannabinolsaure (THCA), in einem neuartigen Wirtsorganismus: dem Schleimpilz
Dictyostelium discoideum. Die Besonderheit dieses Ansatzes liegt in der Kombination aus
synthetischer Biologie und einem regulatorisch vorteilhaften Modellorganismus. Wéhrend
bisherige Forschungsarbeiten auf klassische Mikroorganismen wie Saccharomyces
cerevisiae oder Escherichia coli fokussierten, zielte ProDICAN auf ein eukaryotisches
System, das Uber eine native Biosynthese von Polyketiden und Terpenen verfigt und
dazu sowohl genetisch manipulierbar als auch fir die GMP-konforme Produktion geeignet
erscheint. Das Projekt knupfte an etablierte Pfade der Polyketid-Biosynthese an und
versuchte, durch metabolisches Engineering und gezielte Prozessentwicklung, die
Produktion von bioaktiven Molekulen (z.B. Olivetolsgure, THCA) in Dictyostelium zu
ermoglichen.

Ablauf des Vorhabens
Das Vorhaben gliederte sich in drei technische Arbeitsschwerpunkte:

AS1 — Biosynthesewege fur APIs (Universitit Bielefeld):

In AS1 wurden Gene zur THCA-Biosynthese (z. B. OLS, OAC, THCAS, PT4, STS, CHS)
synthetisiert, codon-optimiert und funktionell in Vektoren assembliert. Erste Systeme
wurden erfolgreich in S. cerevisiae getestet und anschlieRend an Dictyostelium
angepasst. Durch die Bereitstellung funktioneller Gensétze bildete AS1 die molekulare
Grundlage des Gesamtprojekts.

AS2 — Entwicklung eines biologischen Chassis (Hochschule Wismar):




An der HS Wismar wurde Dictyostelium discoideum als Produktionsorganismus
aufgebaut. Durch Integration der Gene aus AS1 und Optimierung von
Wachstumsbedingungen konnte die Produktion von Olivetolsaure erfolgreich
demonstriert werden. Eine Screening-Plattform, die GMP-kompatible Medien (z. B. VL6)
sowie genetische Varianten (z. B. fps-Mutanten) testet, wurde etabliert.

AS3 — Bioprozessentwicklung (Universitit Bielefeld und Hochschule Wismar):

Hier wurde ein skalierbares Kultivierungssystem fir Dictyostelium entwickelt.
Prozessparameter wie Zellbankaufbau, Batch/Feed-Strategien, Sauerstoffbedarf und
Downstream-Prozesse wurden konzipiert. Eine préaparative Sporenproduktion wurde
aufgesetzt, um Phasen hoher Sekundarmetabolitaktivitat zu nutzen. Erste SOPs flir
GMP-konforme Produktion wurden entwickelt.

Vorabreiten wurden zunachst am Leibniz-HKI in Jena aufgenommen und spater an der
Hochschule Wismar und an der Universitat Bielefeld weitergefiihrt. Von Wismar aus
erfolgte auch die Koordination des Gesamtprojekts mit Arbeiten zu einem teilweise
automatisierten  Screening-System  zur  Analyse von = Zellwachstum  und
Metabolitenproduktion (AS2) und die Bioprozessentwicklung bis zu einer vorindustriellen
Kultivierung im Maf3stab > 100 Litern durchgefihrt (AS3). Weiterhin wurden an der
Hochschule Wismar zur Entwicklung eines Produktions-Chassis u. a. mehrere Gene zur
THC Biosynthese aus Pilzen und Pflanzen exprimiert. Diese wurden teilweise fest ins
Genom von Dictyostelium integriert um die Enzymbiosynthese zu stabilisieren und die
Verflugbarkeit metabolischer Vorstufen gezielt zu optimieren. Verschiedene Kulturmedien
wurden hinsichtlich ihres Wachstumspotenzials, allgemeiner Verfligbarkeit und ihrer
GMP-Kompatibilitdt getestet. Die regulatorischen Voraussetzungen fur den Einsatz von
Dictyostelium in der Produktion von Cannabinoiden und ahnlicher Wirkstoffe wurde im
Rahmen eines Kickoff-Meetings beim Bfarm eruiert.

Ergebnisse & Zusammenarbeit

Die Produktion von Olivetolsaure konnte experimentell nachgewiesen werden. Die
vollstandige THCA-Synthese gelang bislang nicht, v. a. aufgrund unzureichender GPP-
Verfugbarkeit und Expressionsleistung. Allerdings konnte beim Kooperationspartner in
Bielefeld eine THC -Biosynthese bei Fitterung von Vorstufen gezeigt werden. Dies
gelang aufgrund eines erfolgreichen Metabolic Engineering von Dictyostelium und der
Etablierung  neuer, medienbasierter Strategien. Neben einem GMP-kompatiblen
Produktionsmedium, konnte im Austausch mit dem Bfarm sichergestellt werden, dass
derzeit keine regulatorischen Ausschlusskriterien fir eine Produktion pharmazeutischer
Wirkstoffe mit Dictyostelium existieren. Die Meilensteine MS1 (Assemblierung der
Biosynthese-Gene) und MS2a (Chassis-Entwicklung) wurden erreicht. Die Kooperation
mit dem Leibniz-HKI und der Universitat Bielefeld sowie die regulatorische Beratung durch
das BfArM und Dr. Silke Alt (DZIF) trugen maf3geblich zum erfolgreichen Abschluss des
Projekts bei.



Sachbericht — Teil Il: Eingehende Darstellung

GBilM: Produktion von Cannabinoiden in Dictyostelium discoideum (ProDICAN)
- Entwicklung eines biologischen Chassis
Forderkennzeichen: 03LW0129K

Projektleitung: Hochschule Wismar University of Applied Sciences Technology,
Business and Design, Prof. Dr. Falk Hillmann (kurz: HS Wismar)

Verbundpartner: Universitat Bielefeld, Prof. Dr. Johann Kufs (kurz: Uni Bielefeld)

Projektlaufzeit: 01.05.2022 — 31.10.2024

1. Projektziel und wissenschaftlich-technischer Hintergrund

Das Projekt ProDICAN hatte zum Ziel, ein neuartiges, biotechnologisch nutzbares
Chassis zur Produktion von Cannabinoiden zu entwickeln. Als Modellorganismus wurde
Dictyostelium discoideum gewahlt, ein Schleimpilz, der sich durch seine Eukaryoten-
nahen Zellstrukturen, genetische Zuganglichkeit und regulatorisch attraktive
Eigenschaften auszeichnet. Im Zentrum stand die Produktion von AS-Tetrahydro-
cannabinolsaure (THCA), einer Vorstufe von THC. Dabei wurden Gene aus pflanzlicher
und mikrobieller Herkunft in Dictyostelium eingefiihrt, mit dem Ziel, eine funktionale
Biosynthese-Kaskade aufzubauen. Das Projekt basierte auf vorangegangenen Arbeiten
zur Expression pflanzlicher Biosynthesewege in Hefen, strebte aber durch die Nutzung
eines neuen Wirtsorganismus langfristig robustere und skalierbarere Produktionssysteme
an.

Die Arbeiten wurden im Rahmen der GO-Bio-initial-Forderlinie unterstitzt und in drei
technische Arbeitsschwerpunkte (AS1-AS3) gegliedert. AS1 befasste sich mit der
Etablierung der API-Biosynthesewege, AS2 mit der Entwicklung des biologischen Chassis
in Dictyostelium und AS3 mit der Bioprozessentwicklung. Die Hochschule Wismar
Ubernahm die Verantwortung fur AS2, einschliel3lich der molekularbiologischen Arbeiten,
Medienentwicklung und Screening-Methoden.

2. Ergebnisse der Arbeitspakete
- Ergebnisse mit ausschliel3lichem Bezug zum Projektpartner Uni Bielefeld in grau

2.1 Arbeitsschwerpunkt 1 — API-Biosynthese (Uni Bielefeld)



Der Arbeitsschwerpunkt AS1 verfolgte das Ziel, die genetischen Voraussetzungen fir eine
funktionale Cannabinoid-Biosynthese in Dictyostelium discoideum zu schaffen. Grundlage
daflr war die ldentifikation, Optimierung und Expression relevanter pflanzlicher und
mikrobieller Gene, um eine neuartige, eukaryotische Produktionsplattform zu realisieren.

In mehreren aufeinander abgestimmten Arbeitspaketen wurden zunéachst alle
notwendigen Gene fir die THCA- und CBDA-Synthese identifiziert und synthetisch
erzeugt. Die Konstruktion von Genkassetten und ihre Assemblierung in geeignete Shulttle-
Vektoren fiur Dictyostelium erfolgte unter Verwendung molekularbiologischer
Standardmethoden. Die so erstellten Expressionskassetten wurden in D. discoideum
eingebracht und dort hinsichtlich Expression und Funktionalitat analysiert. Es gelang die
erfolgreiche Konstruktion eines ersten Produktionsstammes, der durch Nachweis der
Zielgenexpression sowie durch Bildung der Vorstufe Olivetolsdure (OA) validiert wurde.

Zur Vervollstandigung der Biosynthese zum THCA wurden anschlieBend die
Prenyltransferase (PT4) und die THCA/CBDA-Synthase aus C. sativa in dem
Produktionsstamm exprimiert. Zur Analyse von THCA und CBDA wurde eine
entsprechende LC-MS Methode entwickelt und etabliert. Bei Wachstum auf Glukose
konnte allerdings kein THCA detektiert werden. Die Funktionalitdt der THCA-Synthase
konnte jedoch durch Zufutterung der Vorstufe CBGA nachgewiesen werden.
Insbesondere die Prenylierung der OA stellte somit eine Herausforderung dar, da die PT4-
Expression in Kombination mit OA-Supplementation allein zu keiner CBGA-Produktion
fuhrte. Im physiologischen System C. sativa ist die PT4 an der aul3eren Membran der
Chloroplasten gebunden. Um diese Lokalisation zu imitieren, wurde die PT4 an
intrazellulare Lipidtropfchen durch Fusion an das PLN1-Protein aus S. cerevisiae
immobilisiert. Dies fuhrte zur Wiederherstellung der Enzymaktivitat und Detektion von
CBGA und THCA nach Supplementation mit OA und GPP in zellularen Lysaten. Damit
wurde die Funktionalitat aller fir die THCA-Produktion bendétigten Enzyme nachgewiesen.
In vivo konnte allerdings noch kein THCA detektiert werden, da von einem Engpass in der
GPP-Biosynthese ausgegangen werden kann. Um die intrazellulare GPP-Konzentration
zu steigern wurde die Strategie entwickelt, eine dominant negative FPP-Synthase (Erg20)
aus der Hefe S. cerevisiae zu exprimieren, die das Gleichgewicht in Richtung GPP
verschiebt. Zur besseren Untersuchung der GPP-Biosynthese wurde anschliel3end ein
Reporterstamm generiert, welcher die Limonen-Synthase von Mentha spicata exprimiert.
Dadurch lassen sich intrazellulare GPP-Titer in D. discoideum anhand der Limonen-
Produktion vergleichen. Dieser Ansatz wurde im Arbeitspaket 2 zur Vorstufensteigerung
weiterbearbeitet. Das ebenfalls im Arbeitspaket 2 entwickelt Screening-System wurde
aulRerdem angewendet um Polyketid-Uberproduzierende Mutanten von D. discoideum zu
generieren. Dazu wurde ein Reporterstamm verwendet, der optisch aktive Polyketide, die
sogenannten Dictyodene produziert. Durch chemische Mutagenese wurden Mutanten
erzeugt, die anschlieBend mithilfe einer optischen Screening-Methode untersucht und
selektiert wurden. Dadurch ist es gelungen, einen Polyketid-Uberproduzenten mit 5-facher
Dictyoden-Produktion zu generieren. Die molekularen Zusammenhange dieser Mutante
sollen durch Genomsequenzierung identifiziert und auf andere Stamme Ubertragen
werden.



Weiterhin hat die genomische Integration und Erh6hung der Kopienzahl des fir die OA-
Synthese verantwortlichen Hybridenzyms hat zu einer 20-fach erhohten
Produktkonzentration geftihrt. Die Ergebnisse verdeutlichen, dass die Biosynthese von
THCA mithilfe der Amoébe D. discoideum prinzipiell moglich ist und stellen somit den
Machbarkeitsnachweis dar.

Parallel dazu wurde eine regulatorische Analyse des Expressionsstammes durchgefuhrt,
um mogliche GMP-widrige Eigenschaften frihzeitig zu erkennen. Unter informeller
Beratung durch Dr. Silke Alt (DZIF-TPMO) konnten GMP-relevante Kriterien bereits in der
Planungsphase beriicksichtigt und in einem BfArM-Kickoff-Meeting strukturell vorbereitet
werden.

Fazit AS1:

Die molekulare Infrastruktur fir die THCA-Biosynthese wurde vollstandig aufgebaut. Der
Nachweis von THCA unter Vorstufenzugabe deutet auf eine funktionale, aber noch nicht
autarke Biosynthese hin. Das Arbeitspaket lieferte wesentliche Bausteine fur das
Expressionschassis und bereitete die Grundlage fir das weitere metabolische
Engineering sowie die nachgeschaltete Prozessentwicklung.

2.2 Arbeitsschwerpunkt 2 — Entwicklung eines biologischen
Produktionssystems in Dictyostelium discoideum (HS Wismar)

Im Rahmen des Arbeitsschwerpunktes 2 wurde das Konzept des Produktionssystems fir
die Cannabinoid-Vorstufen in Dictyostelium discoideum schrittweise implementiert und
verbessert.

Das in Arbeitsschwerpunkt 1 verwendete System zur Expression der funktionellen Gene
zur Produktion der Cannabinoid-Vorstufen, wahrend effektiv fir die funktionelle
Bestéatigung der Machbarkeit des biosynthetischen Produktionskonzeptes, war nicht
optimal fir die Etablierung einer Produktionsbasis fur die benannten Vorstufen. Zur
Verbesserung der Stabilitat und Produktivitdt des Systems, wurden die priméren
biosynthetischen Gene fir die Cannabinoid-Vorstufe Olivetolsaure schrittweise, aus dem
Vektor basierten Expressionssystem bewegt und stattdessen direkt in das Genom von D.
discoideum integriert.

Erstes Ziel fur die Integration in das Genom von D. discoideum war die Hybrid
Polyketidsynthase pks370LS, von der angenommen wird, dass ihre Produktivitat die
Gesamt-Produktion der Cannabinoid-Vorstufen bestimmt. Das Gen, welches die Hybrid
Polyketidsynthase pks370LS codiert, wurde mit dem Promotor und Terminator des D.
discoideum nativen Actl5 Gens versehen, um eine stabile und kontinuierliche Expression
zu gewadhrleisten. Dieses Konstrukt wurde dann mit einer LoxP/Cre kompatiblen
Selektionskassette kombiniert. Das so entstandenen finale Integrationskonstrukt wurde
durch Ektopische Integration in das Genom von D. discoideum integriert und mehrere
Mutanten-Stamme, die auf einzelne Integrationsevents zurlickzuftihren sind, isoliert. Die
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Prasenz des Integrationskonstrukts, im Genom der isolierten Mutanten, wurde durch PCR
und mRNA Expressionsanalysen bestatigt.

Die so isolierten und identifizierten Mutanten-Stamme wurden auf ihre Produktivitat
getestet, indem in ihnen das Gen fur die Olivetolsaure-Cyclase (OAC) uber ein
Vektorsystem exprimiert wurde und die so resultierende Produktion von Olivetolsaure, der
so entstandenen Produktionsstamme in Batchkulturen, untereinander verglichen wurde.
Der relative Hochstproduzent von Olivetolsaure wurde dann n&hergehend untersucht und
seine Produktion quantifiziert, wodurch eine deutliche Steigerung des Olivetolsaure Titers,
relativ. zum rein auf Vektoren basierender Expression, auf 80.5 pg/L ermittelt werden
konnte.

Die Mutante, auf die der Hochstproduzent zuriickzufiihren ist, wurde dann eingehender
untersucht um sie als Basis fir die Entwicklung des Produktionsstammes zu verwenden.
Hierflr war es von Interesse zu untersuchen, wo die Integrationskassette, welche das Gen
fur die Hybrid Polyketidsynthase pks370LS enthélt, in das Genom von D. discoideum
integriert wurde. Hierfir wurde das gesamte Genom des Stammes durch Next-
Generation-Sequencing auf Illumina Basis mithilfe eines Serviceanbieters an der
Universitat  Bielefeld durchgefihrt. Dabei wurde festgestellt, dass das
Integrationskonstrukt der Hybrid Polyketidsynthase pks370LS funktional 4-mal in den
nativen pks37 Locus, durch homologe Rekombination integriert worden ist. Obwohl die
Integration durch homologe Integration in den nativen pks37 Locus nicht beabsichtig war,
Uberzeugte die Mutante durch ihre stabile Produktion und Abwesenheit von
Wachstumsdefekten, weshalb entschieden wurde die Mutante als Basis eines
Produktionsstammes weiter zu verwenden.

Fur eine weitere Optimierung des Produktionsstammes wurden die im
Integrationskonstrukts  der  Hybrid Polyketidsynthase pks370LS verwendete
Selektionskassette mithilfe des kompatiblen LoxP/Cre Systems entfernt. Hierflir wurde die
Cre-Rekombinase Uber ein Vektorsystem im Produktionsstamm exprimiert und die
verwendete Selektionskassette des Integrationskonstrukts vollstdndig aus dem Genom,
durch Rekombination der LoxP-Sites, entfernt. Die so erzeugte Mutante wurden vereinzelt
und als einzelne Stdmme wieder isoliert um zu gewahrleisten, dass die so isolierten
Mutantenstamme auf eine einzelne Zelle und deren Genom zurtickzufiihren ist und somit
einen reinen genetischen Ursprung haben. Die Isolate wurden dann mithilfe von PCR und
Wachstumsversuchen auf die Entfernung der Selektionskassetten getestet. Die als positiv
identifizierten Isolate wurden dann auf ihre Produktivitdt getestet indem in ihnen die
Olivetolsaure-Cyclase (OAC) Uber ein Vektorsystem exprimiert und die resultierende
Olivetolsaure-Produktion in Batchkulturen quantifiziert wurde. Dies diente dazu
sicherzustellen, dass die Expression der Hybrid Polyketidsynthase nicht durch die
rekombination, zur Entfernung der Selektionskassette, beeintrachtigt wurde. Dabei wurde
ein Isolat Identifiziert, dass einen neuen Hochst-Titer n von Olivetolsdure in Batchkulture
mit 166.2 pg/L erreichte. Dieses Isolat wurde dann weiter als Basis fur die Entwicklung
eines  Produktionsstammes verwendet. Fur die weitere Entwicklung des
Produktionsstammes wurde die Olivetolsdure-Cyclase (OAC) ektopisch in das Genom
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integriert. Einzelne Mutanten wurden isoliert und via PCR und Detektion der Produktion
von Olivetolsaure kontrolliert. Durch die Integration konnte die Produktivitat des Stammes
in Batchkulturen auf einen Olivetolsaure Titer von 375 ug/L gesteigert werden.

Bei Geranyl Pyrophosphat (GPP) handelt es sich um ein essentielles Metabolit welches
fur die Cannabinoid Biosynthese bendétigt wird und in diesem Projekt somit als eine
Cannabinoid-Vorstufe klassifiziert wird. Um die Bereitstellung von GPP fir die
Biosynthese von Cannabinoiden in D. discoideum zu erh6hen wurde ein Enzym aus
Saccharomyces cerevisiae, die Erg20 untersucht. Dieses Enzym synthetisiert GPP, setzt
dieses allerdings direkt zu Farnesyl Pyrophosphat um. Es existiert allerdings eine
modifizierte Version dieses Enzym welches spezifisch GPP produziert, indem die
Fahigkeit des Enzyms GPP weiter zu FPP umzusetzen, durch gezielte Mutation
ausgeschaltet wurde. Fiur diese modifizierte Variante von Erg20 aus S. cerevisiae wurde
ein Codon optimiertes Gen fir D. discoideum synthetisiert und mit den weitere
biosynthetischen Genen in einem Vektorsystem, fir eine polycistronische Expression,
zusammengefigt. Dieses Expressionskonstrukt wurde in einen Produktionsstamm mit
integrierter Hybrid Polyketidsynthase, transferiert. Hierbei wurde festgestellt, dass die
modifizierte Erg20 in D. discoideum keine messbare Aktivitat zeigte. Es wurde deshalb
das Erg20 &aquivalente Enzym Fps in D. discoideum identifiziert und Kopien des
codierenden Gens, welche die gleichen Modifikationen der modifizierten Erg20 erhielten,
generiert. Die modifizierten Varianten des fps Gens wurden fir den Test im D. discoideum
Produktionsstamm vorbereiten, konnten aber nicht zeitlich fertiggestellt werden.

Zur Bewertung der entstandenen Stamme wurde ein automatisiertes Screening-System
entwickelt, das im 96-Well-Format sowohl Wachstums- als auch Produktionsparameter
erfasst. Erganzt wurde dies durch ein HPLC-basiertes Verfahren zur quantitativen Analyse
von Olivetolsaure. Das Screening-System wurde angewendet um Polyketid-
Uberproduzierende Mutanten von D. discoideum zu generieren. Dazu wurde ein
Reporterstamm verwendet, der optisch aktive Polyketide, die sogenannten Dictyodene
produziert. Durch chemische Mutagenese wurden Mutanten erzeugt, die anschliel3end
mithilfe einer optischen Screening-Methode untersucht und selektiert wurden. Dadurch ist
es gelungen, einen Polyketid-Uberproduzenten mit 5-facher Dictyoden-Produktion zu
generieren. Die molekularen Zusammenhénge dieser Mutante sollen durch
Genomsequenzierung identifiziert und auf andere Stamme Ubertragen werden.

Um eine spatere industrielle Umsetzung der mikrobiellen Produktion von Cannabinoiden
mit D. discoideum zu erleichtern wurde nach einem GMP-Kompatiblem Kulturmedium
gesucht. Kandidaten wurden in Abstimmung mit dem BfArM identifiziert und getestet. Das
auf pflanzlichem Pepton basierende Kulturmedium VL6 ist GMP-Konform und zeigt keine
Signifikante Beeintrdchtigung des Produktions Titers der Cannabinoid-Vorstufe
Olivetolsaure, im Vergleich zum bisher verwendeten HL5 Medium. Das VL6 Medium
verbesserte allerdings die Wachstumsrate von D. discoideum im direkten Vergleich zum
HL5 Medium um etwa den Faktor 2, die maximal erreichte Zelldichte ist allerdings nicht
signifikant unterschiedlich. Ein urspriinglich geplantes System zur respiratorischen
Aktivitatsmessung (RAMOS) wurde aus Ressourcengrinden nicht fortlaufend



implementiert, da priorisierte Arbeiten im Bereich des genetischen Engineerings mehr
Relevanz fur die Zielerreichung hatten.

Fazit AS2:

Arbeitsschwerpunkt 2  fihrte erfolgreich zur  Entwicklung eines stabilen
Produktionschassis in Dictyostelium discoideum fir die rekombinante Synthese von
Cannabinoid-Vorstufen. Die Produktion von Olivetolsdure konnte zuverlassig etabliert
werden, wahrend die vollstandige THCA-Biosynthese funktionell vorbereitet, jedoch noch
nicht abgeschlossen ist. Besonders hervorzuheben sind die Entwicklung eines
skalierbaren Assays, die medienbasierte Prozessoptimierung sowie die regulatorische
Vorarbeit. Die Ergebnisse bilden eine belastbare Grundlage fir ein Folgeprojekt mit Fokus
auf vollstandige Synthese, Produktreinigung und Prozesstberfihrung in die industrielle
Anwendung.

2.3 Arbeitsschwerpunkt 2 — Bioprozessentwicklung (HS-Wismar & Uni Bielefeld)

AS3 hatte das Ziel, ausgehend von molekular validierten Produktionsstammen, einen
skalierbaren Bioprozess zu entwickeln. Die Arbeit umfasste sowohl Aspekte der
Kultivierungsoptimierung als auch der Extraktion und Reinigung der Zielverbindungen.

Bereits in der Sondierungsphase konnten erste Kultivierungen im BioreaktormalRstab (bis
zu 200 L) durchgefuhrt werden. Aufbauend auf diesen Vorarbeiten wurden in AS3
optimierte Kultivierungsbedingungen fir Dictyostelium validiert, unter Bertcksichtigung
der Produktionsphasen (z.B. vegetativ vs. Fruchtkorperbildung), Temperatur, pH,
Nahrstoffversorgung und Rihrung. In der Studie von Kufs et al. (2022) wurde zun&chst
ein skalierbares Bioprozesskonzept zur Produktion der Cannabinoid-Vorstufe
Olivetolsaure (OA) in D. discoideum entwickelt, bei dem die Ubertragung des Prozesses
vom Schiuttelkolben Uber 7 L- bis hin zum 300 L-Fermenter realisiert wurde. Die maximale
lokale Energiedissipation (emax = 3,9 W/kg) diente als zentrales Skalierungskriterium. Die
scherempfindlichen Dictyostelium Zellen wurden erfolgreich an die Bedingungen groRerer
Reaktoren angepasst, was eine hohe Zellviabilitat und produktive Fermentation
ermoglichte. Im gréften Mal3stab wurden Zellzahlen von Uber 1,2 x 10® Zellen/mL und
eine OA-Ausbeute von 4,8 ug/L erreicht — ein Beleg fur die industrielle Skalierbarkeit des
Systems, wenn auch die Konzentration 6konomisch nicht ausreichend war. Die
Ergebnisse zeigten, dass kontrollierte Skalierung unter Beachtung biophysikalischer
Grenzwerte fur die biotechnologische Umsetzung der Cannabinoid-Biosynthese
realisierbar ist.

Besonderes Augenmerk lag auch auf GMP-konformer Medienwahl, Ressourceneffizienz
und Reproduzierbarkeit. Im Rahmen des ProDICAN-Projekts fand am 19. Februar 2025
ein erstes regulatorisches Kick-off-Meeting mit dem Bundesinstitut fr Arzneimittel und
Medizinprodukte (BfArM) statt. Ziel war die Klarung zentraler Anforderungen fur die
geplante klinische Weiterentwicklung der THC-Produktion in D. discoideum. Das BfArM
bestatigte, dass fur biotechnologisch hergestelltes THC eine Wirkstoffreinheit von 295 %
akzeptabel ist, sofern die Vorgaben relevanter Leitlinien (u.a. ICH Q6B, Ph. Eur.,



Richtlinie 2001/83/EG) erflillt sind. Das eingesetzte Kulturmedium VL6 wurde unter
Vorbehalt als TSE-sicher und potenziell GMP-konform eingestuft. Der Einsatz von
Antibiotika (Doxycyclin, Geneticin) ist prinzipiell méglich, setzt jedoch einen robusten
Downstream-Prozess zur Entfernung kritischer Verunreinigungen voraus. Fir den
verwendeten GVO missen umfangreiche Daten zur Zelllinie, genetischen Stabilitat und
Lagerung dokumentiert werden. Eine neue Monographie im Européischen Arzneibuch ist
hingegen nicht erforderlich. Das BfArM empfahl dem ProDICAN-Team, im weiteren
Projektverlauf ein offizielles Scientific-Advice-Gesprach zu beantragen. Das Treffen
markiert einen wichtigen Meilenstein zur regulatorischen Absicherung der innovativen
Produktionsplattform.

Im Downstream-Processing wurden verschiedene Extraktionsverfahren evaluiert, wobei
besonderes Augenmerk auf die Nachhaltigkeit der Verfahren gelegt wurde. Die
entwickelte Strategie ermdglicht eine selektive Gewinnung von Produkten mit hoher
Reinheit. Dartber hinaus wurde ein Konzept zur Umwandlung von THCA und CBDA in
die wirksamen neutralen Cannabinoide THC bzw. CBD skizziert.

Fazit AS3:

AS3 ermdglichte die Ubertragung molekularer Resultate in biotechnologisch relevante
Produktionsbedingungen. Die im Rahmen des Arbeitsschwerpunkts entwickelte
Downstream-Strategie legt die Grundlage flr eine spéatere industrielle Produktion. Flr den
abschlielenden Meilenstein MS3 (erste Fermentation zur API-Produktion) wurden alle
vorbereitenden MalRnahmen erfolgreich umgesetzt.

2.4 Arbeitsschwerpunkt 4 — Strategische Beratung

- siehe 5. Beratungsleistungen & Dienstreisen

3. Zielerreichung & Bewertung der Meilensteine

Das Projekt ProDICAN war auf eine systematische Abarbeitung definierter technischer
und wissenschaftlicher Meilensteine (MS) ausgelegt, die entlang eines verbindlichen
Zeitplans realisiert werden sollten. Diese Meilensteine wurden im Arbeitsplan des
Vorhabens klar formuliert und mit messbaren Zielparametern hinterlegt. Im Folgenden
wird die Erreichung dieser Meilensteine detailliert reflektiert:

MS1 - Molekulare Zusammenstellung der Biosynthesewege

Dieser Meilenstein umfasste die Assemblierung der Gene zur Cannabinoid-Biosynthese,
die Bereitstellung der intrazellularen Vorstufen und die Klonierung geeigneter
Expressionssysteme. Die zentrale Herausforderung bestand in der genetischen
Komplexitat der THCA-Biosynthese. Im Projektverlauf gelang die Assemblierung und
funktionelle Expression mehrerer Gene — insbesondere OLS und OAC — in Dictyostelium.



Auch die Integration von Erg20 wurde erfolgreich realisiert. Ein vollstandiger,
durchgangiger Biosyntheseweg konnte allerdings auf molekularer Ebene noch nicht als
biochemisch funktional bestétigt werden, was primar auf limitierte GPP-Verflugbarkeit
zurtickzuftihren war. Dennoch kann der Meilenstein als erreicht bewertet werden, da die
molekulare Basis und Infrastruktur fir den Weg vollstéandig etabliert wurde.

MS2a — Entwicklung eines ersten biologischen Chassis

Im Rahmen dieses Meilensteins wurde ein funktionstiichtiger Dictyostelium-Stamm mit
integrierten THCA-Genschaltkreisen erzeugt. Die Validierung erfolgte Uber
molekularbiologische Nachweise (PCR, RT-qPCR) sowie die erfolgreiche Detektion von
Zwischenprodukten (v.a. Olivetolsdure). Das biologische Chassis reagierte stabil auf
standardisierte Wachstumsbedingungen, was die Grundlage fir die spatere
Prozessskalierung bildet. Insofern wurde MS2a erreicht.

MS2b - Qualifizierung des Chassis

Der zweite Teil dieses Meilensteins zielte auf die funktionale Prifung des Chassis unter
biotechnologischen Produktionsbedingungen ab. Aufgrund der Schwierigkeiten in AP2
und einer priorisierten Mittelverwendung wurde dieser Meilenstein nicht vollstandig
abgeschlossen. Dennoch konnten durch medienbasiertes Metabolic Engineering (AP4 &
AP5) und den erfolgreichen Einsatz synthetischer Medien Teilerfolge erzielt werden. Die
Ergebnisse deuten jedoch stark daraufhin, dass die Zelle fir eine funktionale Biosynthese
von THC einen nicht ausreichend hohen metabolischen Fluss von Vorstufen wie GPP und
Olivetolsaure bereitstellt. Hier sind Ansatzpunkte fur weitere Arbeiten.

MS3 — Prozessuberfihrung und Fermentation

Dieser Meilenstein war fir das zweite Halbjahr 2024 vorgesehen. Im Reporting-Zeitraum
2022/2023 wurde bereits durch Aufbau und Validierung der Screening-Infrastruktur (inkl.
Assay und Medienplattform) die Basis gelegt. Die Fermentation wurde erfolgreich
durchgefihrt. Obwohl 6konomisch relevante Produktionstiter nicht erreicht wurden,
konnte ein funktionales proof-of-principle demonstriert werden.

Fazit zur Zielerreichung:

Insgesamt ist festzuhalten, dass trotz anfanglicher Verzogerungen bei
Personalubernahme und Standortwechsel die malRgeblichen Zielstellungen im
Wesentlichen erreicht wurden. Die verbleibenden Herausforderungen betreffen
insbesondere die finale Kaskadierung der Biosynthese in Dictyostelium. Die strukturelle
und methodische Basis zur Losung dieser Aufgabe wurde im Projektzeitraum jedoch
erfolgreich gelegt.



Meilenstein Zielformulierung Status

MS1 Assemblierung der Biosynthesegene Erreicht
MS2a Entwicklung eines ersten Chassis Erreicht
MS2b Qualifizierung unter Teilweise erreicht

Produktionsbedingungen

MS3 Fermentation im Bioprozess Teilweise erreicht

4. Mittelverwendung

4.1 Beschaftigungsverhéltnisse und Zeitanteile

Die Personalstruktur basierte auf Mitteln aus den Kategorien 0812 (wissenschaftliches
Personal), 0817 (technische Assistenz) und 0822 (wissenschaftliche Hilfskrafte).
Aufgrund von Personalengpassen wurde ein Umwidmungsantrag fur Mittel der
technischen Assistenz zugunsten von Hilfskraftstellen bewilligt und 2023 wirksam
umgesetzt.

Das Projektteam an der Hochschule Wismar bestand aus:

Name Funktion Projekt- Zeitraum
finanziert
(Ja/Nein)
Prof. Dr. Projektleitung, konzeptionelle Nein 05/22 — 10/24
F. Hillmann Steuerung, regulatorische
Koordination
Dr. Alexander  Wissenschaftliche Ja, 100%  09/22 — 02/24
Bissell Bearbeitung AS2 und AS3,

Metabolic Engineering,

Bioprozessentwicklung
Studentische  Assistenz, technische Ja, 100%  08/23 — 10/24
Hilfskrafte* Unterstutzung

*Auszeichnung mit dem Schweriner Innovationspreis, Matthea Gruben,
https://www.schwerin.de/news/inovationspreis-2023/

Das Projektteam an der Universitét Bielefeld bestand aus:

Name Funktion Projekt- Zeitraum
finanziert
(Ja/Nein)
Prof. Dr. Projektleitung, konzeptionelle Nein 05/22 — 10/24
J.E. Kufs Steuerung, regulatorische

Koordination


https://www.schwerin.de/news/inovationspreis-2023/

Dr. Christin Wissenschaftliche Ja, 100% 10/22 — 10/24
Reimer Bearbeitung AS1 und AS3,

Metabolic Engineering,

Bioprozessentwicklung

Dr. Alexander Wissenschaftliche Ja, 100%  03/24 — 10/24
Bissell Bearbeitung AS3, Metabolic

Engineering,

Bioprozessentwicklung
Nicolai Assistenz, technische Ja, 100% 10/22 — 09/23
Krampitz Unterstitzung beim

Projekttransfer, extern am

Leibniz-HKI
Dr. Ana Wissenschaftliche Ja, 50% 03/24 — 10/24
Barrera Bearbeitung AS2,

Mutagenese und Screening

von

Polyketidiberproduzenten

4.2 Sachmittel und Dienstleistungen

Ausweislich der Belegliste und des korrigierten Finanzplans (Februar 2022, Excel-
Dokument) wurden die bereitgestellten Sachmittel verwendet fir:

o Verbrauchsmaterialien: molekularbiologische Kits, Medien, Antibiosen, Standards
und Ldsungsmittel fir Metaboliten-Analysen, Anschaffung von Einwegmaterial
(Pipettenspitzen, Reaktionsgefalle, Zellkulturschalen)

Dienstleistungen: DNA-Sequenzierung, Gen-Synthesen (z.B. codon-optimierte
pks-Varianten), chemische Analytik, Beratung zum GMP (Dr. Silke Alt, DZIF) und
Bioprozesstechnik, sowie Downstream Processing

4.3 Beratung

4.3.1 Regulatorische Beratung (DZIF / BfArM)

Ein zentrales Element der Projektumsetzung war die frihzeitige Einbindung
regulatorischer Expertise. In enger Zusammenarbeit mit Dr. Silke Alt (DZIF-TPMO)
wurden Fragen zur GVO-Zulassung, Medienwahl, Reinheit (=295 % fur THCA) sowie
Sicherheitsanforderungen (z.B. Antibiotikarlickstdnde) adressiert. Diese Beratung
mindete in einem regulatorischen Kick-off-Meeting beim BfArM das aus
Termingrinden erst im Februar 2025 stattfand, dessen Ergebnisse jedoch in in AP4 und
die finale SOP-Strategie einflossen.

4.3.2 Beratung im Bereich Prozesstechnik und Businessplan
Fur die Erarbeitung einer Amdbenbasierten Produktionsstrategie von THC vor allem im
Hinblick auf Chancen und Risiken einer Auslagerung an Contract Manufacturing
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Organisations (CMOs) sowie einer geeigneten Downstream-Technologie wurde Dr.
Markus Fritsch von Fritsch Bioprocess beauftragt.

4.3.3 Verwertungsberatung (Ascenion GmbH)

Zur wissenschaftlichen und wirtschaftlichen Anschlussféahigkeit wurde Ascenion GmbH fur
eine Beratung im Bereich Schutzrechte und IP-Management beauftragt. Hieraus
ergab sich eine konsolidierte Verwertungsstrategie auf Grundlage der eingereichten
Patentschrift (\W02022003126A1).

4.4 Dienstreisen

e Teilnahmen an mehreren GO-Bio Grindungsgesprachen in Berlin von 2022 bis
2024 (F. Hillmann, J. Kufs)

e Reise nach Bielefeld (CeBiTec): Austausch von Stammen und THCA-
Nachweisprotokollen (A. Bissell)

e Himmelfahrtstagung on Bioprocess Engineering 2023 - Novel production routes
and processes for bio-pharmaceuticals and industrial bioeconomy (J. Kufs)

5. Verwertungsperspektiven, Schutzrechte & Offentlichkeitsarbeit

5.1 Schutzrechte und wissenschaftlicher Output

Schon vor Projektbeginn wurde eine internationale Patentschrift zur Produktion von
Olivetolsaure in Dictyostelium eingereicht:

e WO02022003126A1: Method for producing olivetolic acid in an amoebozoa host
species (Hillmann, Reimer, Kufs, Valiante). Diese Schutzrechtsanmeldung bildet
die Basis fir kinftige industrielle Nutzungen, insbesondere in der GMP-konformen
Herstellung von Vorstufen fir Cannabinoide.

Die darin schutzrechtlich gesicherten Erfindungen wurden durch weitere Ergebnisse im
Projekt substantiiert.

Folgende Veréffentlichungen (nur peer-review) mit direktem Projektbezug wurden
innerhalb der Laufzeit realisiert:

Kufs JE, Reimer C, Steyer E, Valiante V, Hillmann F, Regestein L. Scale-up of an amoeba-

based process for the production of the cannabinoid precursor olivetolic acid. Microbial
Cell Factories. 2022;21(1): 217.
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Kufs JE, Reimer C, Stallforth P, Hillmann F, Regestein L. The potential of amoeba-based
processes for natural product syntheses. Current Opinion in Biotechnology. 2022;77:
102766.

Folgende weitere Veroffentlichungen der bereits jetzt erreichten Ergebnisse sind denkbar:

e ,Synthetic biology approach to THCA production in Dictyostelium discoideum®
o ,Automated media screening for secondary metabolite production in Amoebozoa“

Die Ergebnisse dieser Publikationen wiirden jedoch mit der wirtschaftlichen Verwertung
interferieren, z.B. waren dann weitere Patentanmeldungen unwahrscheinlich. Aus diesem
Grund wurde bisher von der direkten Publikation der Ergebnisse innerhalb der Laufzeit
des Projekts abgesehen.

5.2 Offentlichkeitsarbeit
Die Projektergebnisse wurden u. a. Gber folgende Kanale kommuniziert:

e 2022, Beitrag in 3sat NANO (Okt. 2022): Darstellung der Vision ,THC aus
Amoben®, https://www.3sat.de/wissen/nano/221018-kleine-zellen-als-mini-thc-
fabriken-nano-100.html

o Diverse weitere online-Beitrage u.a.
o Analytik News: https://analytik.news/presse/2023/325.html,

o Deutschlandfunk: https://www.deutschlandfunk.de/medizinische-
anwendungen-amoeben-koennten-zu-thc-produzenten-werden-dlf-
21c253fe-100.html

e 2023, Wissenschaftspreis des Beutenberg-Campus Jena e.V. fur die beste
Dissertation, Christin Reimer, http://www.jena-
tv.de/mediathek/71968/Christin_Reimer_erhaelt Wissenschaftspreis.html

e 2023, Schweriner Innovationspreis, Bachelorarbeit Matthea Gruben zur
Olivetolsaure-Produktion, https://www.schwerin.de/news/inovationspreis-2023/

e 2023, Vortrag Frihjahrestreffen der Biotechnologie, DECHEMA, Johann Kufs
e 2023, Pitch GO-Bio initial - Industry Online Meeting, Johann Kufs
e 2024, Eingeladener Vortrag an der ETH Zirich, Falk Hillmann

e 2024, Vortrag und Poster bei der ,,German Conference on Synthetic
Biology“, Johann Kufs, Christin Reimer

6. Fazit und Ausblick

Das Projekt ProDICAN konnte zentrale technische und wissenschaftliche Grundlagen fur
die heterologe Biosynthese von Cannabinoiden in einem eukaryotischen, nicht-
pathogenen Modellorganismus schaffen. Der gewéhlte Ansatz mit Dictyostelium
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discoideum ist innovativ, regulatorisch gut begrindbar und besitzt Potenzial fir
Folgeentwicklungen. Die wichtigsten Erkenntnisse:

e Die Produktion von Olivetolsdure ist in Dictyostelium madglich und reproduzierbar.

e Die THCA-Produktion wurde auf molekularer Ebene vorbereitet, funktional jedoch
nur unter Zufitterung chemischer Vorstufen erreicht.

o Die dabei erhaltenen THCA-Ertrage sind derzeit 0Okonomisch nicht
konkurrenzfahig und erfordern weitere Entwicklungsarbeit.

e Medienentwicklung, genetische Werkzeuge und regulatorische Infrastruktur
wurden erfolgreich etabliert.

Ausblick: Ein Folgeprojekt sollte sich auf die vollstandige THCA-Biosynthese inklusive
Downstream-Prozess fokussieren. Hierzu werden weitere genetische Modifikationen
(z. B. CRISPR-basiertes Feintuning) sowie prazise Prozesskontrollen erforderlich sein.
Die Zusammenarbeit mit der Universitat Bielefeld bietet hierfiir eine geeignete Plattform
und wird zur Zeit fortgesetzt.
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