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Abstract: Psilocybin ist der psychotrope, vom Tryptamin ab-
geleitete Naturstoff der Psilocybe-Fruchtkorper, der so ge-
nannten ,, Zauberpilze“. Obwohl dessen Struktur seit 60 Jahren
bekannt ist, blieb die enzymatische Grundlage ihrer Biosyn-
these ungekldrt. Wir charakterisierten vier Psilocybin-Biosyn-
theseenzyme, nimlich i) PsiD, welches zu einer neuen Klasse
pilzlicher L-Tryptophan-Decarboxylasen gehort, i) PsiK,
welches den Phosphotransfer-Schritt katalysiert, iii) die Me-
thyltransferase PsiM, welche einen wiederholten N-Methyl-
transfer als abschlieffenden Biosyntheseschritt katalysiert,
sowie iv) PsiH, eine Monooxygenase. In einer kombinierten
Reaktion mit PsiD, PsiK und PsiM wurde Psilocybin vom 4-
Hydroxy-L-tryptophan ausgehend nach einer schrittokonomi-
schen Route synthetisiert. Angesichts des wieder aufkommen-
den pharmazeutischen Interesses an Psilocybin kénnten unsere
Ergebnisse die Grundlage fiir dessen biotechnologische Pro-
duktion schaffen.

Zahlreiche Pilze der Gattung Psilocybe produzieren psy-
chotrope Naturstoffe, die nach Aufnahme die Wahrnehmung
tiefgreifend verdndern. Mittelamerikanische Kulturen be-
trachteten diese Pilze als heilig und nutzten sie fiir religitse
Zwecke. In neuerer Zeit wurden die Fruchtkorper, um-
gangssprachlich ,,Zauberpilze“ genannt, als Rauschmittel
gebraucht. Die pharmakologischen Effekte werden durch
modifizierte Tryptamine hervorgerufen,) von denen Psi-
locybin (1, Schema 1) der hauptséchliche Inhaltsstoff dieser
Pilze ist.”! Dieser Wirkstoffvorliufer wird nach Aufnahme
rasch dephosphoryliert, wodurch die eigentliche psychotrope
Verbindung Psilocin (2) entsteht, welche hauptsichlich als
partieller Agonist am SHT,,-Rezeptor des menschlichen
zentralen Nervensystems angreift.!'! 1 hat die Aufmerksam-
keit der Pharmazie erregt, da klinische Studien einen positi-
ven Trend in der Behandlung von Existenzingsten bei
Krebspatienten im fortgeschrittenen Stadium und bei Niko-
tinabhiingigkeit zeigten.” Studien zum klinischen Einsatz von
1 gegen Depressionen sind noch nicht abgeschlossen.
Hofmann und Mitarbeiter kldarten 1959 die Strukturen
von 1 und 2 auf! Spiter wurden die Desmethylanaloga
Baeocystin (3) und Norbaeocystin (4) sowie das trimethy-
lierte Aeruginascin (5; Schema 1) beschrieben.” Die Abfolge
der Biosyntheseschritte, die zu 1 mit seiner einzigartigen 4-
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Schema 1. Chemische Strukturen von Psilocybe-Naturstoffen und
Enzymsubstraten.

Phosphoryloxy-Gruppe am Indolgrundgertist fithren, wurde
1968 basierend auf "*C- und *H-Radioisotopenmarkierungen
beschrieben.”! Es wurde vorgeschlagen, dass L-Tryptophan
(6) zunidchst decarboxyliert wird, wodurch Tryptamin (7)
entsteht, gefolgt von N,N-Dimethylierung, Hydroxylierung an
C4 sowie 4-O-Phosphorylierung.

Hier berichten wir iiber Enzyme der Biosynthese von
1 aus P, cubensis, darunter eine L-Tryptophan-Decarboxylase,
eine Kinase, eine S-Adenosyl-L-methionin(SAM)-abhingige
N-Methyltransferase sowie eine Monooxygenase. Die Er-
gebnisse zeigten, dass diese Biosynthese nicht in der oben
beschriebenen Reihenfolge erfolgt. Unter Verwendung von
heterolog hergestellten Enzymen und 4-Hydroxy-L-trypto-
phan (8) als Ausgangssubstrat rekonstituierten wir den Bio-
syntheseweg fiir 1 in vitro. Unsere Ergebnisse umfassen auch
die Identifizierung einer neuen Klasse pilzlicher L-Trypto-
phan-Decarboxylasen und den Beweis, dass die N,N-Dime-
thylierung den letzten Schritt darstellt. Daher stellen wir
einen weiterentwickelten Vorschlag fiir einen Biosynthese-
weg von 1 vor.

Die Genome von P. cubensis und P. cyanescens wurden
sequenziert. In Pilzen sind die Gene, die eine bestimmte
Biosynthese codieren, iiblicherweise in zusammenhéngenden
Genclustern colokalisiert und umgeben meistens Gene fiir
Polyketidsynthasen, Peptidsynthetasen oder Terpencycla-
sen.! Die Biosynthese von 1 erfordert jedoch keines dieser
Gene. Ebenso war unklar, ob ein Gen fiir eine aromatische L-
Aminosiure-Decarboxylase, beispielsweise CsTDC,®! im
Cluster vorhanden sein konnte, da die entsprechende enzy-
matische Aktivitdt auch im Primérmetabolismus erforderlich
ist. Stattdessen wurden lediglich Gene fiir eine Methyltrans-
ferase, eine Hydroxylase sowie eine Kinase fiir die Biosyn-
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these von 1 erwartet. In beiden Genomen wurde ein geneti-
scher Lokus identifiziert (P. cubensis: 21.8 kb, P. cyanescens:
25 kb), welcher die erwarteten Gene beinhaltete (nachfol-
gend als psiM, psiH und psiK bezeichnet; Abbildung 1, Ta-
belle S1) sowie ein vermutliches Decarboxylase-Gen (psiD).
Gene fiir Transporter der ,,Major-facilitator“-Familie (psiT1
und psiT2) sowie fiir einen Transkriptionsregulator (psiR) mit
einer  Helix-Schleife-Helix-Domine  (,,helix-loop-helix*,
HLH) wurden ebenfalls gefunden.
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Abbildung 1. Karte der syntinischen Loci (psi) fiir die Biosynthese von
1in P. cubensis (1) und P. cyanescens (I1). Relevante Gene fiir die enzy-
matische Synthese sind in Fettdruck beschriftet und farbig hervorgeho-
ben. Die Gencluster umfassen Gene fiir eine Kinase (psiK, rot), eine
Methyltransferase (psiM, griin), L-Tryptophan-Decarboxylase (psiD,
blau) und eine P,5-Monooxygenase (psiH, orange). Weiterhin codiert
der Locus fuir zwei ,,Major-facilitator“-artige Transporter (PsiT1 und
PsiT2) und fir einen vermutlichen Transkriptionsregulator (PsiR).
Hypothetische Gene sind hellgrau dargestellt. Introns sind nicht einge-
zeichnet.

Die meisten Basidiomyceten sind einer genetischen Ver-
dnderung nicht zuginglich, was Strategien der reversen Ge-
netik oder Gen-Stilllegung ausschlieft.”! Um zu beweisen,
dass dieser Lokus der Biosynthese von 1 zuzuordnen ist,
folgten wir einem In-vitro-Ansatz. Angesichts der hohen
Ahnlichkeit der vorhergesagten Enzyme, die in P. cubensis
und P. cyanescens codiert sind (zwischen 78 und 85 % iden-
tische Aminosduren), haben wir P. cubensis als Modell ge-
wihlt. Die cDNAs von psiD, psiK und psiM wurden kloniert,
um die Expressionsplasmide pJF24, pJF23 und pFB13 zu er-
zeugen. Escherichia-coli-KRX wurde jeweils einzeln mit
ihnen transformiert, um N-terminale Hexahistidin-Fusions-
proteine  herzustellen, die mittels Metallaffinitéts-
chromatographie gereinigt wurden (Abbildung S1).

PsiD ist ein 49.6-kDa-Enzym (439 Aminosduren in nativer
Form, berechneter pl5.3), das zur Familie der PLP-unab-
hingigen Phosphatidylserin-Decarboxylasen (E.C. 4.1.1.65)
gehort und am &dhnlichsten zu hypothetischen Proteinen an-
derer Basidiomyceten ist, z.B. aus Fibulorhizoctonia sp.
(GenBank-Zugangsnummer: KZP09902.1, 60% identische
AS) und Moniliophthora roreri (XP_007857499.1, 52%
identische AS). PsiD ist nicht verwandt mit PLP-abhéngigen
aromatischen L-Aminosdure-Decarboxylasen (E.C. 4.1.1.28,
Abbildung S2),*'! jedoch mit Phosphatidylserin-Decarb-
oxylasen.!"!! LC-MS-Analysen zeigten Produktbildung, wenn
6 als Substrat zugegeben wurde (Abbildung2A). Uberra-
schenderweise wurde 8 von PsiD ebenso als Substrat akzep-
tiert. Fraktionen, die das fiir Indole typische UV/Vis-Spek-
trum ergaben, eluierten nach einer Retentionszeit von tz =
14.0 min in der Reaktion mit 6 und nach 7z = 9.8 min in der
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Abbildung 2. Chromatographische Analyse der Produktbildung durch
Enzyme der Biosynthese von 1 in vitro. Chromatogramme wurden bei
A=280 nm aufgenommen. A) Durch PsiD katalysierte Reaktionen.
Oberste Spur (Uberlagerung der Chromatogramme): Referenzsubstan-
zen von 6-9. Chromatogramme a und b: Reaktion mit 6 als Substrat
sowie Negativkontrolle (hitzeinaktiviertes Enzym); c und d: Reaktion
mit 8 sowie Negativkontrolle. B) Reaktionen mit PsiM. Oberste Spur:
Referenzsubstanzen von 6-10, Chromatogramme a und b: Reaktion
mit 6 sowie Negativkontrolle; c und d: Reaktion mit 7 und Negativ-
kontrolle; e und f: Reaktion mit 8 und Negativkontrolle; g und h: Re-
aktion mit 9 und Negativkontrolle. C) Reaktionen mit PsiK. Oberste
Spur: Referenzsubstanzen von 1, 2, 8 und 9. Chromatogramme a und
b: Reaktion mit 8 und Negativkontrolle; c und d: Reaktion mit 9 und
Negativkontrolle; e und f: Reaktion mit 2 und Negativkontrolle. Die
Signale bei t;=7.7 min kommen sowohl in Negativkontrollen als auch
in enzymatischen Reaktionen vor und stammen vom 1,4,5-Oxadithi-
epan, das sich aus B-Mercaptoethanol bildete. Die Abbildungen rechts
zeigen HR-MS-Spektren der HPLC-Signale, die den in Klammern ange-
gebenen Verbindungen zugehéren.

Reaktion mit 8. Die massenspektrometrischen Signale fiir
diese Fraktionen korrespondierten zu denen von 7 und 4-
Hydroxytryptamin (9, Abbildung2A, Tabelle S2). Daher
identifizierten wir PsiD als ein wahrscheinliches Biosynthe-
seenzym fiir 1. Es gehort zu einer Klasse von Decarboxylasen,
fiir das 6 bislang nicht als Substrat beschrieben worden ist,
und das sich abhebt von anderen pilzlichen und pflanzlichen
aromatischen L-Aminosdure-Decarboxylasen. Angesichts
des Umsatzes von 8 erschien eine schrittokonomische, auf
drei Enzymen beruhende In-vitro-Synthese von 1 moglich.
Als nichstes untersuchten wir die vermutliche SAM-ab-
hingige Methyltransferase PsiM (34.5 kDa, 309 AS). Sie
dhnelt hypothetischen Methyltransferasen aus Basidiomyce-
ten, z.B. aus Heterobasidion irregulare (XP_009549744.1,
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52%  identische = AS) und  Dichomitus  squalens
(XP_007367644.1, 50 % identische AS). PsiM ist eine Klasse-
I-Methyltransferase, welche eine Rossmann-Faltung mit der
Sequenz '*G-V-D-I-G-T-G-A-S'"" als plausibles Kernmotiv
aufweist.'” Basierend auf der vorgeschlagenen Abfolge der
Biosyntheseschritte fiir 1) ist zu erwarten, dass PsiM den
wiederholten Methyltransfer auf die Aminogruppe von 7
katalysiert, um N,N-Dimethyltryptamin (10) zu erzeugen.
Mechanistische Uberlegungen lieBen 6 als Substrat unwahr-
scheinlich erscheinen, da der Decarboxylierungsschritt ein
primdres Amin fiir die Bildung einer Schiff-Base erfordert.
Enzymreaktionen mit SAM und 6, 7, 8 oder 9 wurden mittels
LC-MS analysiert.

Mono- oder dimethylierte Produkte wurden aber nicht
detektiert (Abbildung 2B), und die Verwendung von 9 als
Substrat resultierte lediglich in Produktspuren. Auch eine
kombinierte Reaktion mit PsiD/PsiM erbrachte keine me-
thylierten Produkte (Abbildung 3). Daher nahmen wir an,
dass die Phosphoryloxy-Gruppe eine strukturelle Vorausset-
zung fiir Substrate von PsiM darstellt, weswegen wir nach-
folgend den Phosphotransfer-Schritt untersuchten.

Die vermutliche Kinase PsiK (40.4 kDa, 362 AS) ist der 5-
Methylthioribose-Familie der Kinasen zugehorig. Die
hochste Ahnlichkeit bestand zu hypothetischen Enzymen aus
Fibulorhizoctonia sp. (KZP10121.1, 41 % identische AS) und
Daedalea quercina (KZT 74976.1, 31% identische AS).
Reines PsiK setzte 2 in 1 um, wie aus der LC-MS-Analyse
ersichtlich ist (Abbildung 2 C, Tabelle S2). Der Vergleich mit
authentischem 1 als Standard zeigte identische Retentions-
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Abbildung 3. LC-MS-Analysen der gekoppelten enzymatischen Reaktio-
nen. Die Chromatogramme wurden bei 1 =280 nm aufgenommen.
Oberste Spur: Referenzsubstanzen von 1-3 sowie 6-10 (Uberlagerung
der Chromatogramme). Spur a zeigt die gekoppelte PsiD/PsiM-Reakti-
on mit 6 als Substrat (Spur b: Negativkontrolle) und 7 als Produkt.
Spur c zeigt die gekoppelte PsiD/PsiM-Reaktion mit 8 als Substrat und
9 als Produkt (Spur d: Negativkontrolle). Spur e zeigt die gekoppelte
PsiD/PsiK-Reaktion mit 8 als Substrat und der Bildung von 4 (Spur f:
Negativkontrolle). Spur g zeigt die kombinierte PsiD/PsiK/PsiM-Reakti-
on (Spur h: Negativkontrolle) mit der Bildung von 1, 3 und 4 in vitro.
Das Signal bei t;=4.7 min stammt vom S-Adenosyl-L.-Homocystein.
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zeiten. Wurde 8 als Substrat verwendet, konnte keine Pro-
duktbildung detektiert werden. Dieses Ergebnis zeigte zum
einen eine Zuriickweisung dieser Verbindung durch PsiK an,
und zum anderen, dass ein decarboxyliertes Substrat erfor-
derlich ist. Wurde 9 als Substrat angeboten, dann wurde die
Bildung von 4 beobachtet (Abbildung 2 C). Um zu bestitigen,
dass ein decarboxyliertes Substrat notig ist, und um gleich-
zeitig einen weiteren Schritt in der enzymatischen Synthese
zu etablieren, wurde eine gekoppelte PsiD/PsiK-Reaktion
mit 8 als Substrat durchgefiihrt, die in der Bildung von 4 re-
sultierte, wie durch LC-MS gezeigt wurde (Abbildung 3, Ta-
belle S2). Daher beschreiben wir PsiK als die spezifische
Kinase, die den 4-O-Phosphorylierungsschritt der 1-Biosyn-
these katalysiert.

PsiK ist eine der wenigen biochemisch charakterisierten
Naturstoffkinasen, zu denen auch die fiir die Paeninodin- und
Calyculin-Biosynthese gehéren.” Um Methyltransferase-
Aktivitdt zu zeigen und um unserem enzymatischen Ansatz
fiir die Synthese von 1 den dritten Schritt hinzuzufiigen,
wurde anschlieBend eine PsiD/PsiK/PsiM-Reaktion mit 8 als
Substrat durchgefiihrt. Die LC-MS-Analyse bewies eindeutig
die Bildung eines Produktes, das hinsichtlich Retentionszeit
sowie UV/Vis- und Massenspektren identisch mit authenti-
schem 1 als Standard war (Abbildung 3, Spur g; Abbildung 4).
Eine nachfolgende Reaktion im vergroBerten Malstab mit
15 umol (d.h. 3.3 mg) 8 als Ausgangsmaterial ergab 3.9 umol
1.

Geringfiigige Mengen von 3 und 4 wurden ebenfalls de-
tektiert. Wir schlie3en daher, dass 4 das hauptsédchliche Sub-
strat von PsiM ist, welches von PsiD und PsiK produziert und
dann prozessiv N,N-dimethyliert wird, um 1 zu ergeben.
Unsere Ergebnisse implizieren daher, dass 2 nicht das ei-
gentliche Substrat auf der Biosyntheseroute zu 1 ist. Da aber
PsiK 2 problemlos in 1 umsetzt, schlagen wir vor, dass diese
Aktivitit einen Schutzmechanismus darstellt, um im Fall von
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Abbildung 4. Produktion von 1 durch i) die enzymatische In-vitro-
Route, beginnend mit 8, sowie ii) durch Biosynthese in P. cubensis,
ausgehend von 6. Der gestrichelte Pfeil von 1 nach 2 symbolisiert eine
hypothetische intrazellulare Dephosphorylierung.
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intrazelluldrer Esterspaltung das instabile 2 wieder zum sta-
bilen 1 zu phosphorylieren (Abbildung 4).

Iterativer Methyltransfer auf niedermolekulare Verbin-
dungen durch Enzyme wurde bereits zuvor untersucht, dar-
unter RemG, fiir welches die Katalyse der geminalen C-Di-
methylierung wihrend der Resistomycin-Bildung gezeigt
wurde."! Die mykobakterielle Methyltransferase EgtD,
deren Struktur gelost wurde, katalysiert die prozessive N-
Trimethylierung der Aminogruppe von L-Histidin wihrend
der Ergothionein-Biosynthese.['! Jedoch sind EgtD und PsiM
nicht nahe verwandt, da erstere der Methyltransferase-Fa-
milie 33 zugehorig ist, wohingegen letztere in die Familie 10
fallt. Ebenso ist PsiM nicht verwandt mit der Indolethylamin-
N-Methyltransferase aus Siugern.'*

In einer fritheren Publikation"”! wurde bereits spekuliert,
dass 3 ein moglicher Vorldufer von 1 sei, was durch unsere
gegenwirtige Arbeit bewiesen wurde. Ebenso wurde vermu-
tet,”™®l dass P cubensis frith hydroxylieren wiirde, d.h. in
einer von Sdugern bekannten Serotonin-artigen Abfolge der
Biosyntheseschritte."¥] Angesichts der Substratflexibilitit von
PsiD gegeniiber 8 erschien es plausibel, dass Decarboxylie-
rung und 4-Hydroxylierung austauschbare Schritte sein
konnten. Um den Hydroxylierungsschritt aufzukldren, wurde
die P,5,-Monooxygenase PsiH heterolog in Aspergillus niger
tJF02.05 produziert. Der Umsatz von entweder 6 oder 7,
welche zu den Kulturen gegeben wurden, zu 8 bzw. 9 wurde
mittels LC-MS untersucht (Abbildung S3). Waihrend die
Bildung von 8 nicht detektiert werden konnte, wurde der
Umsatz von 7 in 9 jedoch beobachtet. Da die Hydroxylierung
von N-alkylierten Tryptaminen bereits gezeigt wurde,"”
konnte 10 als Substrat von PsiH dienen, was 2 als Vorstufe
ergeben wiirde. Der Pilz jedoch schliet diese Route durch
die strikte Spezifitdt von PsiM aus. Daher zeigten wir, dass die
Biosynthese von 1 ein weitgehend linearer Prozess ist (Ab-
bildung 4) und von der von PsiD katalysierten Decarboxy-
lierung als Einstiegsschritt eingeleitet wird. 2 kommt als eine
Nebenverbindung in Psilocybe-Fruchtkérpern vor und ent-
steht wahrscheinlich durch intrazelluldire Dephosphorylie-
rung, die durch PsiK nicht vollstdndig kompensiert wird.
Nichtenzymatischer Umbau von 1 in 2 wihrend der Isolie-
rung kann zusétzlich die anscheinenden Konzentrationen von
2 erhohen.

Unsere Ergebnisse bereiten den Weg fiir die heterologe
Produktion von 1 fiir pharmazeutische Zwecke in einer
kontrollierten Umgebung durch gentechnisch verdnderte
Mikroben als Wirte, sollte der wiederentdeckte pharmazeu-
tische Wert zu einem erhohten Bedarf fiihren.
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