Synthetische
Biologie: Techniken

@ Im Jahr 2010 gab es in der synthe-
tischen Biologie die grofiten Fort-
schritte bei den synthetischen Geno-
men. Weiterhin wuchs das Verstand-
nis beziiglich der Okonomie natir-
lich vorkommender minimaler Gen-
ausstattungen sowie der Generierung
von orthogonalen biologischen Syste-
men. Im Folgenden werden wir au-
Berdem sowohl auf den experimen-
tellen und konzeptuellen Fortschritt
bei der kinstlichen Genreduktion
(Top-down-Strategie) und der damit
verbundenen minimalen Zelle einge-
hen als auch auf die Anwendungen
nichtkanonischer Monomere bei der
(Bio)Synthese von natiirlichen Poly-
meren — die Xenobiologie.

Top-down-Strategien
und minimale Zellen

@ Das Konzept der Genminimie-
rung geht davon aus, dass sich durch
Deletion verzichtbarer Chromoso-
menabschnitte einfachere Stamme
erzeugen lassen. Diese benotigen ei-
nen geringeren Energieaufwand fir
ihre uberlebenswichtigen Funktio-
nen und sind somit effizienter in der
Wertstoffproduktion einsetzbar. Al-
lerdings herrscht noch keine Einig-
keit dariiber, wie weit die Minimie-
rung gehen kann und soll, da es ab-
hingig von den Umgebungsbedin-
gungen unterschiedliche essenzielle
Wahr-
scheinlich gibt es die minimale Zelle

Funktionen geben kann.

gar nicht. So ist bekannt, dass Myco-
plasma genitalium eine Genomgrofie
von 580 kb mit 480 proteincodieren-
den Genen aufweist, wahrend der
Endosymbiont Buchnera apidicola
bei einer Grofle von 450 kb 400 pro-
teincodierende Gene besitzt."” Nach
Koonin sollten aber 250 Gene aus-
reichen, um einer modernen Zelle
das Uberleben zu sichern.” Die wei-
tere Minimierung der genetischen
Ausstattung gibt vielleicht auch Auf-
schluss uber die genetische Zusam-
mensetzung des letzten gemein-
samen Vorfahren von Archaeen, Pro-
karyoten und Eukaryoten. Aller-
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Abb. 1. Konzept der Klonierung bakterieller Genome.* Das Genom wird zundichst in Hefezellen eingebracht. Dies

erméglicht eine effiziente Modifizierung (z. B. das Einfiigen von Insertionen, Deletionen, Neuanordnungen usw.).

AnschliefSend wird das modifizierte Genom wieder durch Genom-Transplantation in die Bakterienzelle iiberfiihrt.

Dieser Zyklus Idsst sich mehrmals wiederholen.

dings ist bei all diesen Untersuchun-
gen zu beachten, dass das Genom
von unterschiedlichen Vertretern
derselben Art sich erheblich unter-
scheiden kann. So fand das Team um
Ussery beim Vergleich verschiedener
Escherichia-coli-Stamme heraus,
dass nur 20 Prozent des Genoms
konserviert sind.”

Um Minimalzellen zur Erkennt-
nis- und Produktgewinnung im La-
bor zu erzeugen, konnen zwei Stra-
tegien angewendet werden [siehe
Kapitel ,Synthetische Biologie: Per-
spektiven“]. So sollen beim Bottom-
up-Ansatz die entsprechenden Zel-
len entworfen werden, indem die es-
senziellen Biopolymere in gereinig-
ter Form mit allen notigen Informa-
tionstragern (Genen) und nieder-
molekularen Substraten innerhalb
einer synthetischen Lipidhulle verei-
nigt werden. Das gegensatzliche
Konzept ist der Top-down-Ansatz.”
Bei beiden Ansitzen ist jeweils eine
ubergeordnete hierarchische Einheit
notig, die durchgingig stabil funk-
Allein far die Aufrecht-
erhaltung der Funktionseinheit und

tioniert.

ihrer eventuellen Reparatur sind

Nachrichten aus der Chemie | 59 | Marz 2011 | www.gdch.de/nachrichten

entsprechende Gene notig. Eine Mi-
nimalzelle muss auf jeden Fall fol-
gendes ermoglichen:

e Speicherung und Prozessierung
von Information in Form von
DNA (inkl. Replikation, Repara-
tur, Abbau und Modifizierung)
und RNA (Transkription, Trans-
lation, Abbau etc.),

e Proteinprozessierung,  -faltung
und -sekretion,

¢ Aufnahmemechanismen fur Sub-
stratmolekiile — da Minimalzellen
einen GrofSteil ihrer Substrate
und Metaboliten nicht selbst syn-
thetisieren koénnen, sind sie auf
deren Aufnahme aus dem Medi-
um angewiesen und dementspre-
chend Zellstruktur,
-wand und -prozesse darauf abge-

mussen

stimmt sein — und
der
Transport von Protonen zur Er-

e Elektronentransfer sowie
zeugung protonmotorischer Kraft
(Energiemetabolismus).s)

In den letzten Jahren wurden die
Genome von E. coli (4434 Gene) und
Bacillus subtilis (4245 Gene) redu-
ziert — teilweise auf 70 Prozent des
Ursprungswerts.(’_7> Allerdings zeigen
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die neusten Ergebnisse bezuglich My-
coplasma pneumonia (vermutlich 733
Gene), dass trotz geringer Genom-
grofSe ein hoher Grad an Komplexitit
im Proteom und Metabolom erreicht
wird.*” Diese Beobachtungen besta-
tigen erneut, dass unser Wissen und
Verstandnis auch in Bezug auf natur-
liche Redundanzen begrenzt ist. Dies
muss bei den experimentellen Arbei-
ten nach der Top-down-Strategie
stets berticksichtigt werden. Anderer-
seits lassen sich bereits jetzt wichtige
Riickschliisse ziehen: So wurde im
einfachsten Fall die Anwesenheit al-
ler wichtigen Substrate und Metaboli-
te im Kulturmedium die Deletion al-
ler Gene ermoglichen, die aus-
schliefSlich metabolische Funktion
haben. Die resultierende Minimalzel-
le ware also nur mit Genen fur die
Kernfunktionen (Replikation der
DNA, Synthese von RNA und Protei-
nen) ausgestattet. Interessanterweise
ergab die Genomsequenzierung der
Symbionten von Carsonella ruddii
(213 Gene)'” und Hodgkinia cicadi-
cola (188 Gene),n) dass nur die Kern-
funktionalititen vorhanden sind und
die Symbionten metabolisch sehr
stark von den Wirtszellen abhéngen.

Grundlegende Arbeiten aus dem
Arbeitskreis Venter helfen dabei, alle
gangigen Annahmen und Hypothe-
sen im Gebiet der Minimalzelle zu

testen, da sie DNA-Synthesen und
-Manipulationen in unbekanntem
MafS erlauben. In einer Reihe von
Experimenten aus den letzten drei
Jahren gelang es, das 580 kb grofSe
Genom von M. genitalium durch
Routinesynthese von Oligonukleoti-
den und spaterer schrittweiser Ver-
knuipfung in Hefe zu synthetisie-
ren.'” AuBerdem wurde eine neue
Assemblierungsmethode fur In-vi-
tro-Anwendungen entwickelt, die
inzwischen nach dem Autor Gibson-
Chemie benannt wurde. Eine beach-
tenswerte Weiterentwicklung war
dann die Etablierung einer Methode
zur Manipulierung und Klonierung
ganzer Genome in Hefe. Mit dieser
Technik wurde das 1,08 Mb grofSe
Genom von M. mycoides assembliert
und von einer Zelle in eine andere
transplantiert‘m

Diese Arbeiten erzeugten zwar
noch keine kunstliche Zelle, aber sie
bedeuten einen enormen Fortschritt:
Seit den 1970er Jahren war es mog-
lich, einzelne Gene zu Kklonieren,
heute konnen es nun ganze Genome
sein.'” Da Hefen sich besser gene-
tisch manipulieren lassen als Myco-
plasma, ist davon auszugehen, dass
durch die Methode von Venter meh-
rere Mikroorganismen fir die For-
schung zuginglich werden, die sich
sonst nur schwer kultivieren lassen.

Xenobiologie — CMOs statt GMOs

@& Die meisten Forscher aul dem
Gebiet der synthetischen Biologie
konzentrieren sich auf naturliche
Komponenten und versuchen, stan-
dardisierte biologische FEinzelteile,
Netzwerke und Subsysteme zu etab-
lieren. Wahrenddessen wachst die
Zahl derer, die an der Einfithrung
von nichtnaturlichen (besser: nicht-
kanonischen) Molekilen in lebende
Organismen arbeiten.

Die Chemie lebender Systeme ist
hochgradig standardisiert: Der gene-
tische Code ubersetzt das vierbuch-
stabige Alphabet der DNA in die 20
Monomere der Proteinbiosynthese.
Deshalb erfordert die Erzeugung ei-
nes tatsachlich kunstlichen Lebens
zusatzliche Codierungseinheiten, die
sich in ihren chemischen und physi-
kochemischen Figenschaften von
den natirlichen unterscheiden. Dies
lasst sich nur durch neue Basenpaare
realisieren, welche die Codierung zu-
satzlicher Aminosauren moglich ma-
chen. Auf diese Weise wire auch die
Vermehrung der kunstlichen Gense-
quenzen (und damit der kinstlichen
Proteine) moglich. Obwohl es bis da-
hin noch ein weiter Weg ist, tragen
die
Fruchte. So konnten in den letzten

langjahrigen ~ Anstrengungen

Jahren eine Reihe von nichtkanoni-
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Abb. 2. Konzept des gleichzeitigen multiplen Einbaus nicht-kanonischer Aminosduren. Mittels Genetic Code Engineering kénnen in einem Protein global bestimmte

Aminosduren durch ihre synthetischen Analoga ersetzt werden. Dadurch wird eine chemische Funktionalisierung ermdglicht, die es so in der Natur nicht gibt. Die

resultierenden Proteine werden Kongenere genannt, da sie die gleiche Gensequenz wie das native Protein haben.
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schen Monomeren fur die Synthese
von DNA und RNA eingesetzt wer-
den, die nichtnatiirliche Basenpaa-

16)

rungen erlauben. Diese Xeno-

nukleinsauren sind somit Bestandteil
der Xenobiologie.m

Neben der hoheren Biosicherheit
ermoglicht die Xenobiologie einen
Zugang zu einer ungekannten chemi-
schen Diversitit auf zellularer Ebe-
ne."® Da diese Zellen nicht nur einen
erweiterten genetischen Code haben
werden, sondern die entsprechenden
nichtnaturlichen Proteine eventuell
auch andere Kofaktoren bendtigen,
um enzymatisch aktiv zu sein, kann
man hier nicht mehr von genetisch
modifizierten Organismen (GMOs)
sprechen, sondern muss diese als
chemisch modifizierte Organismen
(CMOs) betrachten, die wirklich eine
artifizielle vom Menschen erdachte
Lebensform darstellen.

Zur Xenobiologie konnen auch
die Proteinkongenere gezahlt wer-
den, die sich mit nichtkanonischen
Aminosauren schon sehr zuverlassig
erzeugen lassen (siehe unten). In
letzter Konsequenz sind auch diese
Kongenere Vorstufen zu den be-
schriebenen CMOs. In diese Rich-
tung gehen auch die Arbeiten von
Wong, deren Anfiéinge in den 1980er
Jahren liegen. Seiner Gruppe gelang
es nun, Bacillus-subtilis-Stimme
durch Zwangsfutterung und Selekti-
on dazu zu bringen, verschiedene
Tryptophan-Analoga  proteomweit
einzubauen. Die entsprechenden
Trp-auxotrophen Stdmme vermeh-
ren sich in Anwesenheit der nicht-
kanonischen Aminosauren und sind
nicht auf Tryptophan im Medium

. 19)
angewiesen.

Auf Arsen basierendes Leben —
Fakt oder Fiktion?

& Ein sensationeller Artikel von
Wolfe-Simons und Kollegen er-
schien letztes Jahr in Science. Darin
beschreiben die Autoren die Ent-
deckung einer im kalifornischen
Mono Lake lebenden Bakterienart
(GFAJ-1), bei der Arsen statt Phos-
phor das Wachstum unterstiitzt.””
Zweifellos ist es von grofSem Interes-
se, in Zellen die Verwendung von

Arsen in Elektronentransferprozes-
sen zu studieren oder die Mechanis-
men der Adaption aufgrund von um-
weltverschmutzenden — Arsenruick-
standen in der Natur naher zu unter-
suchen. Allerdings stellen die Auto-
ren die Hypothese auf, dass bei der
gefundenen Art das Arsen Phosphor
auch in lebenswichtigen Positionen
substituiert, genauer gesagt im
Ruckgrat der Nukleinsdurepolyme-
re. Obwohl die sterischen Verhalt-
nisse solch ein analoges Verhalten
vermuten lassen, ist bisher kein Be-
weis erbracht worden, dass ein ar-
senhaltiges ATP-Analog stabil sein
wirde.””  AuRerdem ist zu ver-
muten, dass ein arsenhaltiges Nukle-
insaurertuckgrat extrem hydrolyse-
und oxidationsanfallig ist.” Darii-
ber hinaus liefern die Autoren kei-
nen eindeutigen analytischen Beweis
— z.B. durch massenspektrometri-
sche Messungen — fur die Existenz
arsenhaltiger ATP- oder DNA/RNA-
Molekiile im Zytoplasma von intak-
ten Halomonadaceae-Zellen. Daher
bleiben weitere experimentelle und
analytische Bestatigungen, die ange-
messene Kontrollen enthalten, abzu-
warten.

Allerdings werden hier auch die
Grenzen von CMOs deutlich: Wel-
che chemischen Funktionalitaten
man auch immer in Zellen einbrin-
gen mochte, sie miissen den physio-
logischen Bedingungen auf der Erde
entsprechen, also stabil in Wasser
bei etwa 300K und neutralem pH-
Wert sein. Dies schriankt die Mog-
lichkeiten erheblich ein, artifizielle
biologische Systeme zu etablieren.

Der genetische Code
und seine Interpretationen

@ Eine Moglichkeit, dem Ziel der
Konstruktion einer kunstlichen Zel-
le mit nichtnaturlichen Eigenschaf-
ten naher zu kommen, ist es, natirli-
che Substrate oder Monomere durch
synthetische Analoga zu substituie-
ren. Eine zweite ist die Einfithrung
neuer Komponenten in lebende Zel-
len. Dabei nichtkanonische Amino-
sauren, die sich von den 20 kano-
nischen unterscheiden, einzusetzen,
ist einer der direktesten Wege. Seine
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Anfange liegen in den 1950er Jah-
ren, aber erst seit den 1990ern wird
dieser Ansatz ernsthaft verfolgt. Sei-
nem langjahrigen Nischendasein ist
es geschuldet, dass derzeit Metho-
den aus dem Genomic Engineering,
Metabolic Engineering, Cell Sig-
naling und der erweiterten System-
biologie den biologischen Ansatz der
synthetischen Biologie pragen. Aller-
dings besteht kein Zweifel, dass so-
wohl Genetic Code Engineering als
auch Genetic Code Expansion zu
zentralen Themen der synthetischen
Biologie werden.

Beide Methoden verfolgen dassel-
be Ziel und nutzen jeweils die Sub-
strattoleranz verschiedener an der
Translation beteiligter Komponen-
ten, unterscheiden sich in der jewei-
ligen Vorgehensweise jedoch grund-
legend. Wahrend Genetic Code En-
gineering auf die Neuzuordnung
von codierenden Basen-Tripletts
(Codons) setzt und in Folge dessen
im Zielprotein wahrend der Trans-
lation aminosaurespezifische Substi-
tutionen erfolgen, werden bei der
Code
Codons neu interpretiert und auf

Genetic Expansion  Stop-
diesem Wege zusatzliche Aminoséu-
ren in den genetischen Code auf-
genommen. Um aber im Zielprotein
einen positionsspezifischen Aus-
tausch zu bekommen, sind mehrere
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Optimierungsschritte zu durchlau-
fen (u.a. Evaluierung eines Amino-
acyl-tRNA-Synthetase/tRNA-Paares,
Screening fur die optimale Position
des In-frame-Stop-Codons usw.).”
Obwohl beide Ansatze bisher grofs-
tenteils nur fur den Einbau von
nichtkanonischen Aminosauren in
einzelne Zielproteine verfolgt wur-
den, ist davon auszugehen, dass in
Kombination mit den bereits er-
wihnten Arbeiten von Wong und
Venter das Ziel der CMO-Herstel-
lung naher ruckt.

Bisher war in vivo durch Genetic
Code Engineering nur eine syntheti-
sche Aminosdure pro Expressions-
experiment in ein Zielprotein ein-
baubar — das Kongener erhalt somit
eine neue Figenschaft. Dies kann
beispielsweise eine Anderung der
biophysikalischen  Eigenschaften
wie Fluoreszenz oder Faltungsver-
halten oder die Einfuhrung einer
neuen, bioorthogonalen funktionel-
len Gruppe sein, die es moglich
macht, das Protein spater chemisch
zu modifizieren. Im letzten Jahr ge-
lang es unserer Gruppe allerdings, in
einem einzigen Experiment drei
neue Aminosauren in ein Zielprotein
einzufithren.”** Dadurch wurden
in einem Fall ein neuer Chromo-
phor, eine strukturstabilisierende
Aminosaure sowie eine funktionali-
sierbare Gruppe in den Barnase-In-
hibitor Barstar eingefthrt, wahrend
im anderen Fall eine Lipase mit ei-
ner grofSen Zahl von Fluoratomen
erzeugt wurde.

Etwa zur gleichen Zeit berichte-
ten zwei weitere Gruppen tiber den
parallelen Einbau von zwei Amino-
sauren durch mutierte Tyrosyl-
tRNA-Synthetase bzw. durch Pyrro-
lysyl-tRNA-Synthetase. Liu und Kol-
legen nutzten dazu die Toleranz na-
turlicher Ribosomen, die zwei che-
misch unterschiedliche synthetische
Aminosduren in das grinfluoreszie-
rende Protein tibersetzten. Die ent-
sprechende mRNA wies zwei In-
frame-Stop-Codons auf: UAG und
UAA”® Im Gegensatz dazu verwen-
dete die Gruppe um Chin ein ortho-
gonales Ribosom, das effizienter als
das natirliche das Amber-Stop-
Codon (UAG) sowie Quadruplett-

Codons tberliest.”” Das modifizier-
te Protein war in diesem Fall Calmo-
dulin. Beide Gruppen erbrachten
des
gleichzeitigen Einbaus zweier nicht-

den analytischen Nachweis
kanonischer Aminosauren sowie der
Modifizierung der reaktiven funk-
tionellen Gruppen (terminales Alkin
bzw. Azid). Orthogonale Ribosomen
bieten den Vorteil, dass aufgrund
von Mutationen in der Shine-Dalgar-
no-Sequenz nur die modifizierte
mRNA translatiert wird, wihrend
das Proteom weiter von nativen Ri-
bosomen erzeugt wird.

Ein weiterer wichtiger Schritt war
die Kombination von Genetic Code
Engineering und Genetic Code Ex-
pansion in einem Experiment. Da-
durch gelang es, ein mutiertes Pro-
teinkongener zu erzeugen, bei dem
einerseits ein positionsspezifischer
Einbau einer nichtkanonischen
Aminosaure erfolgte und gleichzei-
tig ein mehrfacher aminosaurespezi-
fischer Einbau einer weiteren nicht-
kanonischen Aminosaure. Die Vor-
teile dieser Methode liegen auf der
Hand: Durch den multiplen Einbau
Effekte

entstehen  synergistische
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(z.B. fihrt eine grofSere Zahl positi-
ver Wechselwirkungen zu einer ho-
heren Stabilitit des Proteins), und
die einzelne Aminosdure kann in
Form eines Chromophors zur De-
tektion oder als orthogonaler reakti-

ver Reaktionspartner zur weiteren

Modifikation dienen.*”

Einen wichtigen Beitrag zur Ge-
netic Code Expansion leistete auch
die Gruppe um Skerra. Sie ent-
wickelte eine neue Strategie zum
Screening von Aminoacyl-tRNA-

Synthetasen mit hoher Spezifitat fur

. . L 29
nichtkanonischen Aminosauren.””

Der auf dem grunfluoreszierenden

Protein basierende Ansatz kom-

biniert genetisches Screening mit
FACS-Selektionsmethoden zu einer
leistungsstarken Methode, die dem
bisherigen auf Antibiotika basieren-
den Vorgehen tiberlegen ist.

Neue Entwicklungen im Bereich
des multiplen Einbaus sowie kom-
binierte Methoden zur Inkorporati-
on von nichtkanonischen Amino-
sauren und bessere Screeningmetho-
den werden sicherlich in naher Zu-
kunft zu anwendungsorientierten
Kongeneren fuhren.

1) A.Mushegian, Curr. Opin. Gen. Devel.
1999,9, 709.

2) E.V.Koonin, Annu. Rev. of Genomics
Hum. Genet. 2000, 1, 99.

3) O.Lukjancenko, T. M. Wassenaar,
D. W. Ussery, Microb. Ecol. 2010, 60, 708.

4) M. C. Jewett, A. C. Forster, Curr. Opin.
Biotechnol. 2010, 21, 697.

5) R.Gil, F.J.Silva, J. Pereto, A. Moya,
Microbiol. Mol. Biol. Rev. 2004, 68, 518.

6) G. Posfai, G. Plunkett, T. Feher, D. Frisch,
G. M. Keil, K. Umenhoffer, V. Kolisnychenko,
B. Stahl, S. S. Sharma, M. de Arruda,
V. Burland, S. W. Harcum, F. R. Blattner,
Science 2006, 312, 1044.

7) E.V.Koonin, Y.I. Wolf, Nat. Rev. Genet.
2010,11,487.

8) E.VYus, T. Maier, K. Michalodimitrakis,
V.van Noort, T. Yamada, W.-H. Chen,
J. A. H. Wodke, M. Giell, S. Martinez,
R. Bourgeois, S. Kiihner, E. Raineri, I. Letunic,
0. V. Kalinina, M. Rode, R. Herrmann,
R. Gutiérrez-Gallego, R. B. Russell, A-C. Gavin,
P Bork, L. Serrano, Science 2009, 326, 1263.

9) S Kiihner, V. van Noort, M. J. Betts, A. Leo-
Macias, C. Batisse, M. Rode, T. Yamada,
T. Maier, S. Bader, P Beltran-Alvarez, D. Cas-
taio-Diez, W.-H. Chen, D. Devos, M. Gliell,
T. Norambuena, |. Racke, V. Rybin, A. Schmidt,
E. Yus, R. Aebersold, R. Herrmann, B. Béttcher,
A. S. Frangakis, R. B. Russell, L. Serrano, P Bork,
A.-C. Gavin, Science 2009, 326, 1235.

Nachrichten aus der Chemie | 59 | Marz 2011 | www.gdch.de/nachrichten



10) A. Nakabachi, A. Yamashita, H. Toh,

H. Ishikawa, H. E. Dunbar, N. A. Moran,
M. Hattori, Science 2006, 314, 267.

11) J. P McCutcheon, B. R. McDonald,

N. A. Moran, PLoS Genet. 2009, 5, e1000565.

12) D. G. Gibson, G. A. Benders, C. Andrews-
Pfannkoch, E. A. Denisova, H. Baden-
Tillson, J. Zaveri, T. B. Stockwell, A. Brownley,
D.W.Thomas, M. A. Algire, C. Merryman,
L. Young, V. N. Noskov, J. I. Glass,

J. C. Venter, C. A. Hutchison, H. O. Smith,
Science 2008, 319, 1215.

13) D. G. Gibson, J. I. Glass, C. Lartigue,

V. N. Noskov, R. Y. Chuang, M. A. Algire,
G. A. Benders, M. G. Montague, L. Ma,
M. M. Moodie, C. Merryman, S. Vashee,
R. Krishnakumar, N. Assad-Garcia,

C. Andrews-Pfannkoch, E. A. Denisova,

L. Young, Z. Q. Qi, T. H. Segall-Shapiro,

C. H. Calvey, PP Parmar, C. A. Hutchison,
H. O. Smith, J. C. Venter, Science 2010,
329,52.

14) G. A. Benders, V. N. Noskov, E. A. Denisova,
C. Lartigue, D. G. Gibson, N. Assad-Garcia,
R.Y.Chuang, W. Carrera, M. Moodie,
M. A. Algire, Q. Phan, N. Alperovich,
S.Vashee, C. Merryman, J. C. Venter,
H. O.Smith, J. I. Glass, C. A. Hutchison,
Nucleic Acids Res. 2010, 38, 2558.

15) C. Lartigue, S. Vashee, M. A. Algire,
R.-Y. Chuang, G. A. Benders, L. Ma,
V. N. Noskov, E. A. Denisova, D. G. Gibson,
N. Assad-Garcia, N. Alperovich,
D. W. Thomas, C. Merryman,
C. A. Hutchison, H. O. Smith, J. C. Venter,
J. 1. Glass, Science 2009, 325, 1693.

16) A.T. Krueger, E. T. Kool, Curr. Opin. Chem.
Biol. 2007, 11, 588.

17) M. Schmidt, BioEssays 2010, 32, 322.

18) P Marliere, Syst. Synth. Biol. 2009, 3, 77.

19) W-K. Mat, H. Xue, J. T.-F. Wong, PLoS One,
2010, 5,e12206.

20) F. Wolfe-Simon, J. S. Blum, T. R. Kulp,

G. W. Gordon, S. E. Hoeft, J. Pett-Ridge,
J. F. Stolz, S. M. Webb, P. K. Weber,

P.C. W. Davies, A. D. Anbar,

R. S. Oremland, Science 2010,

doi: 10.1126/science.1197258.

21) S.R. Adams, M. J. Sparkes, H. B. F. Dixon,
Biochem. ). 1984, 221, 829.

22) A. Danchin, J. Cosmol. 2010, 13, 3617.

23) N. Budisa, Angew. Chem. 2004, 116,
6586.

24) S. Lepthien, L. Merkel, N. Budisa, Angew.
Chem. 2010, 122, 5576.

25) L. Merkel, M. Schauer, G. Antranikian,

N. Budisa, ChemBioChem 2010, 11,
1505.

26) W.Wan, Y. Huang, Z. Wang, W. K. Russell,
P-J. Pai, D. H. Russell, W. R. Liu, Angew.
Chem. 2010, 122, 3279.

27) H. Neumann, K. H. Wang, L. Davis,

M. Garcia-Alai, . W. Chin, Nature 2010,

Kombinatorische
Biosynthese

@ Die zentrale Strategie fur die
kombinatorische Biosynthese ist die
Rekombination oder sonstige Muta-
tion von Enzymen, die an den Bio-
synthesen beteiligt sind (Abbil-
dung 1). Hiertiber werden einzelne
Reaktionen in den Biosynthesekaska-
den abgewandelt, weggelassen oder
ersetzt, so dass ein alternatives Pro-
dukt am Ende der Biosynthese steht.

Das Konzept wurde aufgrund sei-
nes Potenzials viel beachtet, und ei-
ne Reihe von Arbeitskreisen be-
schaftigt sich damit. Dabei zeigten
sich allerdings gravierende Schwie-
rigkeiten, so dass dieses For-
schungsgebiet noch am Anfang sei-
ner Entwicklung ist.
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Die grofSte konzeptionelle Heraus-
forderung fur die kombinatorische
die Identifikation
grundlegender Regeln, um Biosyn-

Biosyntese ist

thesewege umzuprogrammieren. Ei-
ne wesentliche Hiirde ist, die Inter-
aktionen zwischen den verschiede-
nen Enzymen untereinander und mit
ihren jeweiligen Substraten zu verste-
hen. Auferdem ist die kombinatori-
sche Biosynthese gegenwartig oft
durch fehlende organisch-chemische
und biochemische Methoden be-
grenzt. In den vergangenen Jahren er-
schien jedoch eine Reihe von Arbei-
ten, die das grofSe Potenzial und die
Vielseitigkeit dieser Strategie zeigen.

Allen Anstrengungen zur kom-
binatorischen Biosynthese jedweder
Substanzklasse gemeinsam sind die
Voraussetzungen, die vor jedem Ex-
periment erfillt sein mussen: Die be-

Wildtyp mit einem oder mehreren zusétzlichen Genen

Deleti

|

' neue Fermentationsprodukte

eines oder mehrerer Gene

neue Fer tationsp

neue Fermentationsprodukte
durch Mutasynthese

kiinstliche Bausteine l

ung der Deleti

neue Fermentationsprodukte

Abb. 1. Strategien in der kombinatorischen Biosynthese: Ein natiirlich vorkommender biosynthetischer Gencluster kann
mit zusdtzlichen Genen versehen werden, die der Biosynthese einzelne Syntheseschritte hinzufiigen. Daraus resultieren
neue Fermentationsprodukte. Aus einem Gencluster kénnen jedoch auch Fragmente entfernt oder inaktiviert werden.
Diese Liicke in der Biosynthese kann anschlieffend mit alternativen Genen komplementiert werden. Ein Spezialfall dieser

Variante ist die Mutasynthese, bei der gezielt Gene ausgeschaltet werden, welche die Herstellung eines definierten Bio-
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synthesebausteins dirigieren. Der dadurch entstehende Mangel Idisst sich dann durch Zugabe synthetischer Bausteine
komplementieren, auch der Einbau nichtnatiirlicher funktioneller Gruppen ist méglich. Mit oder ohne Komplementie-
rung kann auch diese Strategie Naturstoffderivate liefern. Experimentell auferordentlich anspruchsvoll ist die dritte Vari-
ante der kombinatorischen Biosynthese, in der gleich mehrere Gencluster durch molekularbiologische Methoden rekom-

biniert werden. Dadurch entstehen stark vom Ausgangszustand verschiedene Gencluster.

Nachrichten aus der Chemie | 59 | Marz 2011 | www.gdch.de/nachrichten



