Biochemie und
Molekularbiologie 2007

{Trendbericht)

Modifizierte, kiinstliche Systeme der Replikation und der Regulation der Expression leisten

wertvolle Beitrdge zur synthetischen Biologie. Zum Proteindesign lassen sich evolutive

und rationale Methoden verwenden, zunehmend auch kombinierte Ansdtze, welche die

Vorteile beider Methoden vereinen. Durchbruch bei der Stammzellforschung: Induzierte

pluripotente Stammzellen kénnten den Weg in Richtung Stammzelltherapie weisen.

Synthetische
Biologie

@ ,Synthetische Biologie“ beschrieb
schon vor mehr als 25 Jahren rekom-
binante DNA-Technologien, in de-
nen durch menschliche Intervention
(synthetisch) Bakterien (Biologie)
neue FEigenschaften erhielten. Daher
war dieser Begriff lange gleichbedeu-
tend mit Bioengineering. Heute
reicht das Forschungsfeld der syn-
thetischen Biologie von der Kon-
struktion neuer Organismen durch
genetische Manipulation bis hin zur
chemischen Synthese artifizieller
Replikationssyteme.

In diesem Bericht werden wir uns
auf ausgewahlte Beispiele zur Ent-
wicklung von artifiziellen Replikati-
onssystemen und steuerbaren RNA-
Schaltern beschranken. Zur Vertie-
fung sei auf sehr gute Ubersichten
verwiesen.'™”

Um Darwinistische Evolution zu
ermoglichen, mussen artifizielle Re-
plikationssyteme ebenso wie das na-
tirliche Vorbild DNA Information
speichern und auf die Nachkom-
menschaften iibertragen. Dies setzt
eine verlassliche Erkennung durch
Hybridisierung mit komplementa-
ren Systemen und die Weitergabe

der
gesteuerte Prozesse voraus.

Information durch templat-

Artifizielle Replikationssysteme

@ Auf der Suche nach im Vergleich
zur DNA vereinfachten genetischen
Systemen beschrieben Eschenmoser
et al. eine Nucleinséure auf der Basis
von o-L-Threose (TNA).4) Sie enthalt
eine im Vergleich zur DNA verkurz-
te Wiederholungseinheit, in der die
Pentose 2'-Desoxyribose durch die
Tetrose Threose ersetzt ist (Abbil-
dung 1). TNA kann sowohl mit sich
selbst als auch mit DNA und RNA
paaren. Szostak et al. untersuchten,
inwieweit sich TNA als Substrat fur
eine enzymatische Replikation eig-
net.”” Sie konnten eine DNA-Poly-
merase identifizieren, die TNA tem-
platabhangig polymerisiert.

Meggers et al. berichteten von ei-
ner Nucleinsiure, die ein weiter ver-
einfachtes Ruickgrat enthalt und ent-
wickelten daraus GNA (Glycerol-
Nucleinsaure).” Hier ersetzt eine of-
fenkettige  Glyceroleinheit  das
2-Desoxyribose-Ruckgrat der DNA
(Abbildung 1). GNA paart selektiv
mit sich selbst und mit RNA, nicht
jedoch mit DNA. Kurzlich berichte-
ten Szostak et al., dass eine DNA-Po-
lymerase GNA als Templat zur DNA-
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Polymerisation verwendet.” Dieser
Informationstransfer erfolgt mit be-
achtlicher Selektivitat. Es bleibt zu
untersuchen, inwieweit GNA durch
enzymatische Synthese templat-
gesteuert erhalten werden kann.
Alle bekannten artifiziellen Repli-
kationssysteme arbeiten bisher weni-
ger effizient als mit dem natiirlichen
Substrat DNA — nicht weiter erstaun-
lich, wurden doch diese Systeme
durch Evolution fur die Verwendung
von DNA optimiert. Gerichtete Evo-
lution konnte ein viel versprechender
Ansatz sein, effiziente nicht auf DNA

basierende Systeme zu verbessern.

Riboswitches

@ Neben artifiziellen Replikations-
systemen zeichnet sich ein breites
Einsatzgebiet fur funktionale Ribo-
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Abb. 1.

Vergleich der Struk-
turen von DNA, TNA
und GNA.
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Abb. 2.

Mechanismen natiir-
licher Riboswitches.
A: Kontrolle der Ex-
pression auf Ebene
der Transkription.

B: Kontrolle der Initia-
tion der Translation.
C: Ribozymvermittelte
Spaltung der mRNA
im glmS-Schalter.
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Kontrolle der Transkription:
Induktion eines Terminators

Genexpression: AUS

nucleinsduren zur Regulation biolo-
gischer Funktionen ab. Mit syntheti-
scher Biologie lassen sich beispiels-
weise einfache, programmierbare
Schalter zur Regulation der Gen-
expression entwickeln. RNA eignet
sich fiir diese Zwecke hervorragend,
da es komplexe Aufgaben ohne Betei-
ligung von Proteinen erftillen kann.
Beispielsweise entdeckten Breaker
und Mitarbeiter vor wenigen Jahren,
dass eine Feinregulation der Gen-
expression in Bakterien durch direkte
Interaktion von Metaboliten mit Bo-
ten-RNA moglich ist.” Bei diesen Ri-
boswitches binden bestimmte Ele-
mente der mRNA ein niedermoleku-
lares Stoffwechselprodukt. Dies fiihrt
zu einer veranderten Expression rele-
vanter Gene: Beispielsweise wird in
vielen Fallen die Biosynthese der ent-
sprechenden Metaboliten im Sinne
einer Ruckkopplung gedrosselt. Bei-
spiele fur regulatorisch aktive Ligan-
den sind etwa die Purin-Nucleobasen
und Derivate, einige Aminosauren
sowie eine Reihe von Co-Faktoren
wie TPP, SAM, Cobalamin und
FMN.” Die RNA-basierten Systeme
ermoglichen eine Feinabstimmung
der Genexpression in Abhingigkeit
von der Effektor-Konzentration ohne
Natiirlich
vorkommende Riboswitches erfullen

regulatorische Proteine.

viele der Anforderungen, die an Sys-
teme der synthetischen Biologie ge-
stellt werden. Zum einen sind sie we-
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Kontrolle der Translation:
Maskierung der Ribosomen-Bindungsstelle

AUS

gen fehlender Proteine weniger kom-
plex, zum anderen gehorchen sie all-
gemeinen Designprinzipien und be-
sitzen einen hochgradig modularen
Aufbau (Abbildung 2).

Artifizielle RNA-Schalter

@ In jungster Zeit hat es einige inte-
ressante Ansitze gegeben, dhnliche
RNA-basierte Schalter de novo zu
konstruieren. Ein Vorteil solcher Sys-
teme liegt in der Entkopplung der
Schalter von den Restriktionen des
Stoffwechsels der Zelle. Beispielsweise
gelang die Konstruktion von Schalt-
elementen, die durch das Purin-Deri-
vat Theophyllin ausgelost werden.
Theophyllin wird in Zellen, aufSer in
einigen Pflanzen, weder synthetisiert
noch abgebaut — ein wichtiges Kriteri-
um fur einen Effektor zur externen
Kontrolle der Genexpression.

Sufl, Hillen et al. versahen eine
mRNA in Bacillus subtilis mit einem
theophyllinbindenden Aptamer und
konstruierten so einen Schalter, der
die Expression bei Zugabe von Theo-
phyllin reduziert.'” Die umgekehrte
Reaktivitit, namlich die Induktion
der Expression durch Theophyllin,
gelang der Gruppe von Gallivan in
Escherichia coli (Abbildung 3a).m In
einer weiterfithrenden Studie nutzten
Gallivan und Mitarbeiter diesen
RNA-Schalter, um eine komplexe
Aufgabe zu meistern: Sie koppelten

C glmS Ribozym

Glucosamin- o
6-phosphat

Ribozym-vermittelte Spaltung der mRNA:
Hemmung der Genexpression

AUS

den theophyllinabhiangigen RNA-
Schalter an die Expression eines Pro-
teins, welches die Bewegung der bak-
teriellen Flagellen kontrolliert und
konstruierten so ein synthetisches
Bakterium mit einer artifiziellen Che-

12 Als Chemotaxis bezeich-

motaxis.
net man die gerichtete Bewegung ent-
lang von Konzentrationsgradienten
bestimmter Reizstoffe.

Bei Abwesenheit von Theophyllin
ist das Bakterium unfahig, sich vor-
wirts zu bewegen und ftihrt unkoor-
dinierte Taumelbewegungen aus. Bei
Kontakt mit Theophyllin wird das
Protein exprimiert, dieses fithrt zu ei-
ner gerichteten Vorwartsbewegung.
Auf diese Weise bewegen sich derart
umprogrammierte Bakterien entlang
von Pfaden des artifiziellen Lockstof-
fes Theophyllin. Diese Anwendung
zeigt, wie RNA-basierte Schaltele-
mente Ziele erreichen konnen, die
mit proteinbasierten Techniken nur
schwer zu realisieren waren.

Mechanismen zur Kontrolle
der Genexpression

@ Naturlich vorkommende RNA-
Schalter Gen-
expression, indem sie die Elongation

kontrollieren die

der Transkription oder die Initiation
der Translation beeinflussen. Eine
Ausnahme ist ein katalytisch aktives
RNA-Motiv (ein Ribozym) in der
mRNA des Gens glmS."” Der regula-
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torisch aktive Effektor, Glucosamin-
6-phosphat, wird von der mRNA ge-
bunden und dient als Co-Faktor fur
die autokatalytische Spaltung der
RNA. Dies hemmt die Genexpressi-
on (Abbildung 2¢).

Kiurzlich realisierten Mulligan und
Mitarbeiter artifizielle Systeme auf
Basis von phosphodiesterspaltenden
Ribozymen: Sie benutzten dazu ein in
die mRNA eingefugtes Hammerhead-
Ribozym, um in Saugerzellen die
Genexpression zu reduzieren.'” Ri-
bozym-Inhibitoren ermoglichen eine
ligandengesteuerte Reaktivierung der
Expression (Abbildung 3b). Am
wirksamsten zeigte sich hier das Nu-
cleosid-Analogon Toyocamycin. Der
Einbau des Analogons in die zellulare
mRNA inaktiviert das Ribozym und
aktiviert dadurch die Expression. Ob-
wohl dieser Art der Kontrolle ein sehr
unspezifischer Mechanismus zugrun-
de liegt, gelang die Regulation der
Genexpression mit dem Hammerhe-
sogar

ad-Ribozym im Mausver-

such.'?

Ein verallgemeinertes Design einer
solchen ribozymbasierten Strategie
gelang unlangst der Gruppe um Smol-
ke. Sie fiigten eine Fusion eines Ribo-
zyms und eines Aptamers (Aptazyme)
in die mRNA ein.”” Durch geschick-
tes Design des Aptazymes gelang es,
die Spaltungsaktivitit und dadurch
die Genexpression durch die Zugabe
des Aptamer-Liganden zu regulieren.

Ao = e aaaaaas

Biochemie {Magazin>

5"-Cap m—

57-Cap m—

Hammerhead Ribozym

Ribozym-
spaltung

AUS

Die vorgestellten Beispiele zeigen
exemplarisch, dass sich Nucleinsau-
ren generell gut fiir die Realisierung
komplexer Funktionen eignen. Mo-
difizierte, artifizielle Systeme der Re-
plikation oder der Regulation der
Expression leisten somit einen wert-
vollen Beitrag fir die synthetische
Biologie.
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