Synthetische Bio-
logie: Perspektiven

@ Die Veroffentlichung des J. Craig
Venter Institute, erstmals eine Bakte-
rienzelle geschaffen zu haben, die
durch ein chemisch synthetisiertes
Genom gesteuert wird Y (Abbil-
dung 1), erregte im vergangenen
Jahr international viel Aufsehen.
Wissenschaft, Politik, Medien und
Offentlichkeit diskutierten lebhaft,
ob es sich hier um ein erstes Beispiel
fir von Menschen geschaffenes Le-
ben handele. Dartiber hinaus wurde
der bereits zuvor begonnene Diskurs
uber Risiken und Chancen der syn-
thetischen Biologie intensiviert.

Noch im Monat der Ankundi-
gung der Venter-Publikation beauf-
tragte der US-amerikanische Pra-
sident seine Bioethik-Kommission,
eine Studie zur synthetischen Biolo-
gie durchzufuhren, deren Ergebnisse
im Dezember 2010 vorgelegt wur-
den.” Hierzulande hatten schon im
Juli 2009 die Deutsche Forschungs-
gemeinschaft DFG, die Deutsche
Akademie der Technikwissenschaf-
ten acatech und die Deutsche Natio-
nale Akademie der Wissenschaften
Leopoldina eine gemeinsame Stel-
lungnahme veroffentlicht.”

Beide Studien bescheinigen der
synthetischen Biologie grof8es Inno-
vationspotenzial sowohl far die
Grundlagenforschung, um ein bes-
seres Verstandnis tiber grundlegende
Vorgénge in lebenden Zellen zu ge-
winnen, als auch fur die industrielle
Anwendung. Sie befiirworten die
Fortfuhrung und Forderung dieser
Forschungsrichtung unter beglei-
tender Abschatzung und ggf. Ein-
grenzung moglicher Risiken.

Die Tages- und Online-Presse rea-
gierte auf das chemisch synthetisier-
te Genom oft sehr effektheischend,
die FAZ titelte am 21. Mai beispiels-
weise: ,Synthetische Biologie: Die
Angst vor dem Amok der Mikro-
ben®. Allerdings war das von Gibson
et al.” beschriebene Ergebnis beilei-
be kein Schopfungsakt von neuarti-
gem Leben. Das von der Venter-
Gruppe synthetisierte DNA-Molekul
war namlich eine nur leicht modifi-

zierte Kopie der durch Evolution
entstanden Erbinformation eines na-
tarlich vorkommenden Bakteriums.
Auch die Zellhulle, in die das syn-
thetisierte Genom eingebracht wur-
de, war die Hille eines im Labor ge-
ziichteten, aber in der Natur existie-
renden Bakteriums.

Was ist eigentlich
synthetische Biologie?

@ Synthetische Biologie ist gar nicht
so neu, wie oft vermutet wird. Den
Begriff und auch diese Teildisziplin
der Biowissenschaften gab es bereits
lange vor der Veroffentlichung der
Venter—Gruppe.z’H) Es fallt schwer,
eine kurze, pragnante Definition fir
synthetische Biologie zu geben,
denn viele Experimente, die man da-
runter subsumieren kann, werden
schon lange durchgefithrt. Auch die
Ubergiange zu Verfahren der Gen-
technik, der Systembiologie und des
Metabolic Engineering sind flie-
Rend. Deshalb bleiben generelle Be-
schreibungen der synthetischen Bio-
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logie oft unscharf. Die auf der Inter-
netseite http:/syntheticbiology.org
aufgefithrte Beschreibung definiert
sehr breit: ,Synthetische Biologie ist
a) das Design und der Aufbau neuer
biologischer Bausteine und Systeme
und b) der Nachbau existierender
natiirlicher biologischer Systeme fur
nutzliche Zwecke. [Synthetic Biolo-
gy is a) the design and construction
of new biological parts, devices, and
systems, and b) the re-design of exis-
ting, natural biological systems for
useful purposes].“ Hilfreich ist es,
die in der synthetischen Biologie
verfolgten Strategien und Arbeits-
methoden zu betrachten, die sich in
Top-down- und Bottom-up-Ansitze
einteilen lassen (Abbildung 2).2>
Beim Top-down-Ansatz dienen
existierende Organismen und ihre
Gene als Basis. Diese werden mit
molekularbiologischen =~ Methoden
reduziert (im Extremfall bis zum Mi-
nimalgenom,” das nur noch die le-
bensnotwendigen Gene enthalt) und
durch Ersatz von Genen oder Ergan-

zung neuer Gene so modifiziert,

bekannte Genomsequenz
von Mycoplasma mycoides

Experimentelles Design
* Oligonukleotid-

Synthesizer

Synthese von 1.078 Kasetten (je 1.080 bp)
aus Oligonukleotiden
* Zusammenbau mit

Vektor in Hefe
Klonierung in E. coli

109 Teilstiicke (je 10.080 bp)

Zusammenbau
in Hefe

11 Teilstiicke (je 100.000 bp)
* Zusammenbau

in Hefe

Gesamtgenom (1.077.947 bp)

restriktionsdefekte Zellen Isolierung
von Mycoplasma capricolum Transplantation in Zelle
Mycoplasma mycoides
mit synthetisiertem Genom

Abb. 1. Vorgehensweise bei Synthese und Transplantation des Genoms von

Mycoplasma mycoides nach Gibson et al.”
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Entwicklung von Produktionszellen
ist aus Sicht der industriellen An-
wendung nicht unattraktiv, aber si-
cherlich nicht kurzfristig zu errei-
chen. Realistischer ist da schon die
wissensbasierte, schrittweise Opti-
mierung (im Sinn einer Verbes-
serung von Produktionseigenschaf-
ten) von Genomen bereits eingesetz-
ter Produktionsorganismen in itera-
tiven Zyklen von genomischer Mo-
difikation und Analyse der Stamm-
eigenschaften.

Die Wissenschaft muss ange-
sichts der Chancen der syntheti-
schen Biologie an aktiver und sachli-
cher Informationsverbreitung in Po-
litik und Offentlichkeit interessiert
sein. Sie muss den Eindruck vermei-
den, die Wissenschaft versuche, in
Frankenstein-Manier Leben, also
womoglich unkontrollierbare Orga-
nismen, zu erschaffen. Mit Blick auf
Risiken und Gefahren des Miss-
brauchs miuissen Wissenschaftler
und Wissenschaftsgemeinschaft ihre
Verantwortung wahrnehmen und
Maflnahmen zur Abschitzung und
Regulierung von Gefahren ergreifen.
Die Tatsache alleine, dass Risiken
denkbar sind, darf jedoch nicht die
Forschung lahmen. Die synthetische
Biologie sollte im Kern als ein Er-
kenntnisinstrument verstanden wer-
den, mit dem biologische Systeme
(nach)gebaut und so besser verstan-
den werden konnen — dhnlich wie
die synthetische Chemie fur die

Chemie.*®
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dass die so erhaltenen, genetisch ver-
anderten Organismen verbesserte
oder neue genetische oder metabo-
lische Eigenschaften aufweisen.

Der Bottom-up-Ansatz baut dage-
gen nicht auf existierenden, leben-
den Zellen auf. Stattdessen sollen
nicht lebendige Komponenten zu
kunstlichen biologischen Systemen
zusammengesetzt werden. So wer-
den Module mit bekannter Funktion
neu kombiniert und es entstehen
Systeme mit neuen Eigenschaften.
Das Zusammenfugen derartiger
Funktions- oder auch Regulations-
module kann in Wirtsorganismen
erfolgen oder kunftig theoretisch
auch in ganzlich kunstlichen biolo-
gischen Systemen. Exemplarisch fur
diesen Ansatz initiierten Wissen-
schaftler des Massachusetts Institute
of Technology (MIT), der Harvard
University und der University of Ca-
lifornia (UCSF) einen offenen Kata-
log von biologischen Standard-
DNA-Modulen (BioBrick standard
biological parts), die fiir grundlegen-
de biologische Funktionen kodieren
und kombinier- und austauschbar
sind.”’ Eine grofe Herausforderung

ist es zu lernen, wie man Basismodu-
le derart miteinander verkniipft oder
in bestehende biologische Systeme
einpasst, dass sie sich wie vorherge-
sagt verhalten.”

Die folgenden Beispiele und mog-
lichen Anwendungen entstammen
vor allem dem Bereich der Mikroor-
ganismen. Hier ist, gerade was das
Potenzial der synthetischen Biologie
in absehbarer Zeit anbelangt, der
grofite experimentelle Fortschritt zu
erwarten.

Genomtransplantation

@ Zweifellos handelt es sich bei der
Veroffentlichung des J. Craig Venter
Institute” um eine bis dato unver-
gleichliche Leistung der Molekular-
biologie. Der wissenschaftliche Wert
dieser Arbeit besteht vor allem da-
rin, wesentliche technische Hiirden
iberwunden zu haben. Erstmals ist
es gelungen, ein komplettes bakte-
rielles Genom von Mycoplasma my-
coides (mit einer Gesamtlange von
etwa 1,08 Mbp ubrigens ein ver-
gleichsweise recht kleines Bakterien-
genom) synthetisch nachzubauen.

Hierfur wurden fast 1100 jeweils
1080bp grofie, uberlappende DNA-
Kasetten aus kleinen in vitro synthe-
tisierten Oligonukleotiden zusam-
mengesetzt und als etwa 10kbp gro-
e DNA-Stucke in Escherichia coli
kloniert. Diese Genomfragmente
wurden dann in weiteren Schritten
zunéchst zu elf etwa 100 kbp grofSen
Abschnitten und diese schlieflich
zum 1,08 Mbp grofSen, ringférmigen
Gesamtgenom assembliert (Abbil-
dung 1, S. 303)."

Der Trick dabei war es, lebenden
Hefezellen den Zusammenbau der in
sie transformierten Gemische tuber-
lappender DNA-Fragmente zu tber-
lassen, denn die Assemblierung,
aber auch die Vervielfaltigung ins-
besondere der groffen Genomteile
war in vitro oder in Escherichia coli
nicht moglich. Auch die Isolierung
und die Handhabung von Genom-
stiicken von 100kbp oder 1Mbp
Grofle war dabei experimentell zu
bewaltigen. Eine weitere beachtliche
Leistung war es, das synthetisch her-
gestellte und in Hefe assemblierte
Genom von M. mycoides erfolgreich
in die Zellhulle einer anderen Myco-
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Abb. 2. Generelle Vorgehensweisen bei experimentellen Strategien der synthetischen Biologie.
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plasma-Art, M. capricolum, zu trans-
plantieren. Letztere sollte die einge-
fiuhrte Fremd-DNA nicht zerstoren
und war deshalb restriktionsdefi-
zient.

Es sei nochmals betont: Das ein-
gefuhrte Genom wich nicht gravie-
rend von der Genomsequenz eines
nattrlich  vorkommenden, durch
Evolution entstandenen Genoms ab.
Damit war auch die durch die Ge-
nomtransplantation erhaltene Zelle
genetisch oder physiologisch nicht
grundlegend neu oder gar eine echte
synthetische Zelle. Dieses Proof-of-
principle-Experiment demonstriert
jedoch, dass es technisch moglich
ist, ein ganzes bakterielles Genom
durch In-vitro-Synthese, Assemblie-
rung und Transfer vollstindig und
funktional in eine artfremde Zellhul-

le einzufithren.

Synthese von hochwertigen
chemischen Verbindungen

@ Ein Anwendungsgebiet der syn-
thetischen Biologie ist die Synthese
chemischer Verbindungen in biolo-
gischen Wirten, die diese Verbin-
dungen natirlicherweise nicht pro-
duzieren. Ein Beispiel hierfur ist die
Produktion von Casben, dem ver-
muteten Vorlaufermolekil vieler Di-
terpene der Pflanzengruppe der Eu-
phorbien, in der Hefe Saccharomyces
cerevisiaze. Manche Diterpene aus
Euphorbien sind medizinisch rele-
vant oder mogliche Therapeutika,
z.B. Prostratin, ein Aktivator von la-
tentem HIV-1, oder Ingenol-3-ange-
lat, ein Wirkstoffkandidat gegen
Krebs. In einem eher ungerichteten
Versuchsansatz identifizierten Kirby
etal. ¥ Diterpensynthasegene aus ei-
ner Auswahl von Euphorbien-Spe-
zies und brachten diese Pflanzenge-
ne in einem modifizierten S. cerevi-
siae-Stamm zur Expression. In die-
sem Stamm war der Stoffwechselflux
durch den Mevalonat-Weg erhoht,
und dadurch haufte sich in der Zel-
le das Casben-Vorlaufermolekil
Geranylgeranyl-Diphosphat an. Die
funktionelle Expression eines Pflan-
zen-Casbensynthasegens in diesem
noch nicht optimierten System ge-
nugte, um Casben mit einer Konzen-

tration von 31 rngL_1 zu produzie-
ren.

Ein anderes Beispiel ist das seit
mehreren Jahren intensiv bearbeitete
Gebiet der Biosynthese von naturli-
chen und nicht-naturlichen Poly-
ketiden durch Polyketidsynthasen
(PKS) [s. Nachr. Chem. 2011, 59,
29]. Durch ein immer tieferes Ver-
standnis der Funktionsweise der
einzelnen katalytischen Einheiten
der PKS™'” erschlieRen sich zuneh-
mend neue Moglichkeiten, Poly-
ketid-Biosynthesewege zu verandern
oder neu zu entwerfen (kombinato-
rische Biosynthese), um neue phar-
mazeutische Wirkstoffe zu gewin-
nen. Zhang et al. stellten beispiels-
weise mit Escherichia coli als hetero-
logem Expressionssystem neue Po-
lyketidstrukturen  her.'”  Weitere
Beispiele fur den Einsatz von Enzy-
men der Polyketidsynthese in kunst-
lich zusammengesetzten Stoffwech-
selwegen in diesem heterologen
Wirt, z. T. unter Futterung mit Vor-
laufersubstraten, sind die Produkti-
on von unnaturlichen Flavonoiden
und Curcumin-Analoga.'>"” Werne-
burg et al. berichteten kurzlich tuber
den Einsatz von Mutasynthese, Bio-
transformation und kombinatori-
scher Biosynthese fur die Herstel-
lung von 15 neuen Analoga von Au-
reothin, einem Shikimat-Polyketid-
Hybridmetabolit mit antimikrobiel-
ler und Antitumorwirkung des Akti-
nomyceten  Streptomyces  thiolu-
teus."”

In Pilzen und Bakterien gibt es ei-
ne Vielfalt an putativen Genclustern
fur Sekundirmetabolitsynthese, die
far PKS und nichtribosomale Pep-
tidsynthetasen kodieren, von denen
viele (zumindest unter den gewahl-
ten Kultivierungsbedingungen im
Labor) nicht exprimiert werden.'”
Diese konnten dennoch kunftig als
naturlicher Fundus von Enzymbau-
steinen fir die Neukombination von
PKS-Funktionen zu neuen Synthe-
sewegen dienen. Kiirzlich beschrie-
ben Li et al. einen Ansatz der verglei-
chenden Sequenzanalyse und phylo-
genetischen Klassifizierung von Pro-
dukttemplat(PT)—Doménen.16) Poly-
ketid-Cyclisierungsreaktionen von
unbekannten PKS auf Grundlage de-
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rer Sequenzen lassen sich so vorher-
sagen, was fir das Design neuer Po-
lyketidsynthesewege hilfreich sein
kann. Allerdings ist die funktionelle
heterologe Expression von Genclus-
tern fur grofSe, multimodulare Enzy-
me wie PKS nicht trivial.

Synthese von Bulk-Chemikalien:
Biokraftstoffe

@ Beispiele fur in Entwicklung be-
findliche neue Verfahren, die Metho-
den der synthetischen Biologie nut-
zen, sind die fermentative Herstel-
lung von Ethanol oder anderen Al-
koholen aus Pflanzenzellwand-Poly-
sacchariden, die Herstellung von
Ethanol aus Glycerin oder die Pro-
duktion von Bio-Olen mit modifi-
zierten  photosynthetischen — Al-
gen.”‘ls)

Erhebliche Schwierigkeiten ma-
chen bei der Produktion von Bio-
alkoholen aus Lignocellulose die
Unloslichkeit und der ineffiziente
Abbau des Pflanzenzellwand-Mate-
rials. Der Nachbau von bakteriellen
Multienzymkomplexen des Cellulo-
seabbaus (Cellulosomen) mit gen-
technischen Methoden oder das De-

) aus natur-

sign neuer Komplexe19
lich verfiigbaren oder in vitro opti-
mierten Enzymbausteinen ist eine
Option zur Entwicklung effizienter
Biokatalysatoren fur den Lignocellu-
loseabbau dar. Ein weiteres Problem
liegt darin, dass die ublicherweise
far die Ethanolproduktion einge-
setzten Stamme der Hefe Saccharo-
myces cerevisiae die monomerisier-
ten Zucker der Lignocellulose, ein
Gemisch aus vor allem Glucose und
Xylose, nicht effizient zu Ethanol
vergaren. Diese konnen entweder
nur Glucose verwerten oder, im Fall
von modifizierten Stammen, die
auch Xylose verwerten konnen, Xy-
lose nur langsam und erst nach voll-
standigem Verbrauch der Glucose
vergaren. Vielfach wurde in der Ver-
gangenheit bereits versucht, effizient
Xylose vergirende Hefestimme zu
entwickeln.'” Kirzlich wurden me-
tabolisch verbesserte Stimme mit ei-
nem hochaffinen Aufnahmesystem
* Die

Hydrolyse dieses Disaccharids aus

fur Cellobiose konstruiert.

305




306

{Magazin> Biochemie

dem Celluloseabbau zu Glucose er-
folgt dann intrazellular durch eine
B-Glucosidase. Der Effekt dieser
Stamm-Modifizierung war, dass die
Glucoserepression der Xylosever-
wertung vermieden wurde und dass
die neu entwickelten Stamme Xylose
und Glucose simultan vergoren. Die
Cofermentation von Cellobiose und
Xylose steigerte die Ethanolausbeu-
te.

Eine Alternative zu Alkoholen als
Biokraftstoffen sind Fettsaurealkyl-
ester (Biodiesel) aus kurzkettigen
Alkoholen und langkettigen Fett-
sauren. Fur die Herstellung gibt es
chemische, enzymatische und fer-
mentative Prozesse.”” Da die heuti-
ge industrielle Biodieselproduktion
hauptsichlich pflanzliche Ole und
petrochemisch erzeugtes Methanol
verwendet und meist bei Temperatu-
ren von 60 bis 70°C oder hoher ab-
lauft, waren effizientere enzymati-
sche oder mikrobielle Verfahren at-
traktiv, insbesondere die vollstandi-
ge Produktion von Fettsaurealkyl-
estern aus einfachen und nachhal-
tig verfugbaren Kohlenstoffquellen
durch dafur mafSgeschneiderte Mi-
kroorganismen. Kurzlich berichte-
ten Elbahloul und Steinbiichel tber
die Bildung von etwa 25 % Fettsdu-
reethylester in der Zelltrockenmasse
von rekombinanten E.-coli-Zellen,
die mit heterologen Genen fiir Enzy-
me der Bildung von Ethanol einer-
seits und der Fettsaureethylestersyn-
these andererseits ausgestattet wor-
den waren.

Verbesserte E.-coli-Stamme  be-
> Neben den

Fremdgenen fir die Ethanolproduk-

schrieben Steen et al.

tion (Pyruvatdecarboxylase und Al-
koholdehydrogenase) und die Acyl-
transferase waren diese so modifi-
ziert, dass sie durch die Uberexpres-
sion von Genen fiir Thioesterasen
und Acyl-CoA-Ligasen und die Aus-
schaltung des Fettsdureabbaus
durch gezielte Gendeletion einen er-
hohten Spiegel an freien Fettsauren
aufwiesen. Zudem wurden E.-coli-
Stamme generiert und fur die Her-
stellung von Fettsdureethylestern
eingesetzt, die Gene fur Enzyme
mit Xylanaseaktivitdt (XynlOB aus
Clostridium stercorarium und Xsa

aus Bacteroides ovatus) exprimierten
und dadurch Biodiesel beim Wachs-
tum auf der Hemicellulose Xylan
produzierten.”

Eine Moglichkeit fur die kunftige
Produktion von Bio-Olen sind pho-
tosynthetische Algen. Algen nutzen
als Energiequelle Sonnenlicht sind
wenig anspruchsvoll, was Wasser-
qualitat und Medium anbelangt. Au-
ferdem fixieren Algen durch ihre
autotrophe Lebensweise Kohlen-
dioxid. Die Biotech-Firma Synthetic
Genomics modifizierte Algenstam-
me fir die Produktion von Bio-O1.>"
Diese Algenstimme sind in einem
kontinuierlichen  Produktionspro-
zess einsetzbar.

Neue Funktionsmodule
und mikrobielle Wirte

@ Neue Funktionsmodule fur die
synthetische Biologie, beispielsweise
neue Gene und Gencluster fur neue
Enzyme und ganze Stoffwechselwe-
ge, lassen sich aus der immensen Di-
versitat der naturlichen Mikroorga-
nismen gewinnen. Nach Schatzun-
gen sind allerdings in manchen Pro-
ben mit komplexen Mikroben-
gemeinschaften tiber 99% der darin
enthaltenen Mikroorganismen mit
heutigen Methoden nicht kultivier-
bar. Trotzdem lasst sich mit den erst
seit wenigen Jahren verfugbaren Me-
thoden zur Metagenomanalyse (Me-
tagenom: Gesamtheit der Genome in
einer Umweltprobe) deren geneti-
sches und physiologisches Potenzial
erschlieRen. >

Fur das Aufspiren neuer Gene
aus Metagenomen gibt es grundsatz-
lich zwei Vorgehensweisen: entwe-
der sequenzbasiert oder funktions-
basiert. Beide Methoden isolieren
zunachst Metagenom-DNA  direkt
aus Umweltproben oder aus Anrei-
cherungskulturen.  AnschliefSend
werden Genbibliotheken in einem
passenden Wirt-Vektorsystem ange-
legt.

Bei der sequenzbasierten Vor-
gehensweise folgt dann eine Hoch-
durchsatz-Sequenzierung, entweder
vollig zuféllig oder mit zuvor ange-
reicherten DNA-Fragmenten. Die er-
haltenen Sequenzdaten werden in si-

lico nach Genen fiir Proteine mit Se-
quenzihnlichkeit zu bekannten En-
zymen oder Enzymgenen durch-
sucht.

Bei der funktionellen Screening-
Methodik dagegen sucht man mit
einem moglichst spezifischen und
sensitiven Aktivitatsassay in einer
Metagenom-Bibliothek nach re-
kombinanten Klonen, die metage-
nomische Gene fur eine gewtinsch-
te Funktion heterolog funktionell
exprimieren. Der funktionsbasierte
Ansatz ist also sequenzunabhangig
und bietet damit den Vorteil, dass
so auch neuartige Gene fur eine
bestimmte Funktion auffindbar
sind, die keine Sequenzihnlichkeit
zu bereits bekannten Enzymen die-
ser Funktion aufweisen. Beispiels-
weise wurden so in den letzten
Jahren Gene fur neue Esterasen
und Laccasen entdeckt, deren Pri-
marstrukturen nicht verwandt wa-
ren mit bekannten Enzymen dieser
Funktionen.””

Bei der Suche nach neuen Genen
mit funktionsbasierten Screening-
methoden werden ublicherweise
metagenomische Genbanken im
Wirtsbakterium Escherichia coli her-
gestellt und durchmustert. Aller-
dings wird so nur ein Teil der fur die
gewtinschte Funktion kodierenden
Gene detektiert, denn bei weitem
nicht alle metagenomischen Gene
sind mit dem Genexpressionsappa-
rat des klassischen Klonierungswirts
E. coli kompatibel. Alternative
Wirtsbakterien fur das funktionelle
Screening von (Meta)Genom-Gen-
bibliotheken konnen mitunter die
Ausbeute der gesuchten Gene erho-
hen.”

Neben dem von der Natur vor-
gegebenen Enzymrepertoire lassen
sich fur das Design synthetischer
Stoffwechselwege auch Enzyme ge-
winnen, deren katalytische Eigen-
schaften mit Methoden des struk-
turbasierten Designs oder moleku-
larer Evolution verandert wurden.
Auch Enzyme, die neue, in der Bio-
logie bisher nicht bekannte Reak-
tionen katalysieren, sind so mog-
lich. Jiang et al. etwa generierten
durch In-silico-Design und experi-
mentellen Nachweis Enzyme, die
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eine Retro-Aldol-Reaktion zur Spal-
tung einer C-C-Bindung in dem
(nicht in der Natur vorkommen-
den) Substrat 4-Hydroxy-4-(6-me-
thoxy-2-naphthyl)-2-butanon kata-
lysieren.

Wenn man mikrobielle Wirte fir
die industrielle Anwendung opti-
mieren will, mussen sie unter ande-
rem auch Eigenschaften aufweisen,
die sie fur die jeweiligen Prozess-
bedingungen (Substratverwertungs-
fahigkeiten, Stressresistenz usw.)
tauglich machen.’® Derzeit nuizen
die meisten Studien nur wenige mi-
krobielle

Escherichia coli, Bacillus subtilis oder

Modellorganismen  wie

Saccharomyces cerevisiae, denn fur
diese Organismen gibt es eine breite
Datenbasis, und sie sind fur geneti-
sche Modifikation gut zuganglich.
Mit der Beschrinkung auf wenige
mikrobielle Wirtsorganismen nutzt
man aber nur eine winzige Auswahl
der natirlichen genetischen und
physiologischen Vielfalt mikrobiel-
ler Zellen. Wirte unterscheiden sich
in ihren grundlegenden physiologi-
schen Eigenschaften (z.B. in ihrem
Verhiltnis zu Sauerstoff, externem
pH-Wert und zur Temperatur oder
in ihrem Energiestoffwechsel und
ihrer Fahigkeit, verschiedene Sub-
strate zu verwerten), aber auch in ih-
rer Zellwand- und Membranzusam-
mensetzung, Phagenempfindlich-
keit, Fahigkeit zur Expression hete-
rologer Gene usw. Sowohl fur die
Grundlagenforschung, als auch fur
die biotechnische Anwendung sind
daher neue Wirtsorganismen wich-
tig. Der Forschungsverbund Expres-
Sys hat sich deshalb zur Aufgabe ge-
stellt, neue Wirtsorganismen bereit-

zustellen.*V

MaRgeschneiderte Regulation

@ Eine der vielleicht wichtigsten
Erkenntnisse aus der Anwendung
moderner Hochdurchsatz-Sequen-
zierungsverfahren zur Analyse mi-
krobieller Transkriptome ist die zu-
vor unbekannte, enorme Komplexi-
tiat nichtkodierender RNAs, von de-
nen viele offenbar regulatorisch wir-
ken.”” In vielen Ansatzen zur mi-
krobiellen Stammentwicklung, die

durch  genetische Modifizierung
Stamme und deren Stoffwechsel und
Produktionseigenschaften ver-
andern wollen, spielt die Regulation
der Genexpression eine entschei-
dende Rolle. Die Verwendung von
RNA in neu entwickelten Regulati-
onssystemen erscheint hierfiir at-
traktiv.>>?

Callura et al.” beschrieben eine
vielseitig einsetzbare, neue Metho-
de, welche die Expression von Ei-
gen- und Fremdgenen steuert. Diese
konnten kunftig eingesetzt werden,
um z.B. Funktions- oder Regulati-
onsmodule in mikrobiellen Zellen
zu kontrollieren. Die Methode nutzt
synthetische Riboregulatoren, die in
Wirtszellen exprimiert und einge-
setzt werden konnen, um durch
RNA-RNA-Interaktion die

expression zu beeinflussen. So sind

Gen-

die dichte Regulation der Synthese
von (auch toxischen) Proteinen,
kurze Ansprechzeiten der Regulati-
on, einstellbare Expressionsstarke
von Genen oder die unabhingige
Regulation mehrerer Gene moglich.
Dieses RNA-basierte Regulationssys-
tem wurde auch eingesetzt, um ver-
schiedene Input-Signale in vivo zu
verrechnen und damit ein gewolltes
Regulationsereignis auszulosen, in
diesem Fall einen programmier-
baren Schalter zur Totung der Bakte-

. 3536
rienzellen.*”>®

Resiimee

@ Die aufgefithrten Beispiele betref-
fen nur subzellulare und Einzelzell-
ansatze in der synthetischen Biolo-
gie. Aus Sicht der Mikrobiologie
zahlen jedoch auch komplexere An-
satze wie die Analyse von Physiolo-
gie und Interaktionen von zwei defi-
nierten Mikroorganismen, die im La-
bor cokultiviert werden,w oder so-
gar die Analyse von kunstlich zu-
sammengestellten Okosystemen zur
synthetischen Biologie (synthetische
Mikrobiologie).

Obwohl die heute verfiigbaren,
modernen Methoden der Molekular-
biologie und Mikrobiologie Enzym-
gene und ganze Stoffwechselwege
gezielt modifizieren konnen, ist man
von der Moglichkeit neue, syntheti-
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sche Einzeller mit unnaturlichen Ei-
genschaften zu schaffen, sehr weit
entfernt, erst recht von mehrzelligen
eukaryontischen Organismen. Dafur
weils die Wissenschaft noch viel zu
wenig tuber die komplexen regulato-
rischen Vorginge sogar in ver-
gleichsweise einfachen natiirlichen

Bakterienzellen.

Dennoch bleibt die Vision, maf3-
geschneiderte Produktionsorganis-
men fur die Biotechnik zu gestalten,
also Designerzellen fur die Produkti-
on von Designer-Chemikalien zu
entwickeln.*” Hier sollte das Genom
so umgestaltet sein,

e dass moglichst billige Substrate
verwertet werden konnen,

¢ die Substratverwertung und Pro-
duktbildung optimiert sind und
zum  gewunschten Zeitpunkt
stattfinden,

e dass sich keine unerwtinschte
Nebenprodukte bilden,

e die Produkttoxizitat z.B. durch
entsprechend eingestellte Cyto-
plasmamembran und Zellwand
minimiert ist,

e die Zellphysiologie mit ihren En-
zymen auf die gewtinschten Pro-
zessbedingungen (pH, Salzgehalt,
Temperatur etc.) abgestimmt ist
usw.

Ein derartiges Design auf dem Reif3-

brett von ganzen Genomen fir die
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