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Die erste kiinstliche Zelle — ein revolutionarer Schritt fir

die synthetische Biologie?

Uwe T. Bornscheuer*

N achdem es ihm als erstem Wissenschaftler gelungen war,
das Humangenom zu sequenzieren,!!! hat Craig Venter mit
seinem Team nun wiederum {iiber eine herausragende Leis-
tung berichtet: die Erschaffung des ersten selbst-vermehren-
den kiinstlichen Mikroorganismus.”) Wie wurde dies erreicht
und was bedeutet es fiir die Chemie?

Ausgangspunkt war die Sequenzierung des kompletten
Genoms des Mikroorganismus Mycoplasma genitalium,” ei-
nes der kleinsten Genome. Die chemische Synthese dieses
Genoms (582970 Basenpaare, bp) durch das Venter-Team
war die erste Synthese eines gesamten Genoms iiberhaupt.!
Bereits dies war ein Meilenstein, da eine Reihe anspruchs-
voller Methoden entwickelt werden musste, um das Vollldn-
gengenom aus sehr kurzen DNA-Bausteinen zu erhalten.
Hierzu wurden zunichst 10* Oligonukleotide (jedes beste-
hend aus 50 Nukleotiden) zu 101 Kassetten (jede ca. 6 kb
lang) zusammengefiigt und anschlieBend zu lingeren Ab-
schnitten durch enzymatische In-vitro-Methoden gefolgt von
der In-vivo-Rekombination — zunéchst in Escherichia coli und
abschliefend in der Hefe Saccharomyces cerevisiae — kombi-
niert.

Um nun aus der ,toten“, chemisch hergestellten DNA
einen selbst-vermehrenden kiinstlichen Organismus zu
schaffen, musste das Venter-Team Methoden fiir die Extrak-
tion intakter Chromosomen aus der Hefe und zur Trans-
plantation dieses Genom in eine neue ,DNA-befreite”
Wirtzelle erfinden. Hierfiir wurde eine Unterspezies von
Mycoplasma capricolum als Empfanger ausgewihlt. Das in
der aktuellen Studie hergestellte synthetische Genom von
M. mycoides JCVI-synl.0 ist 1.08 Millionen Basenpaare
(Mbp) groB. Es wurde wiederum aus synthetischen DNA-
Oligonukleotiden durch Kombination von Kassetten aus zu-
néchst 10-kb-Fragmenten und dann 100-kb-Intermediaten
mit schlieBlicher Komplettierung des Volllingengenoms in
Hefe erzeugt (Abbildung 1). Dieses synthetische Genom
wurde im néchsten Schritt in die Empfangerzelle Mycoplas-
ma capricolum transplantiert. Anschlieend konnte gezeigt
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Vielzahl chemisch synthetisierter Oligonukleotide

11 x 109 Fragmente (jedes ~1 kb) in vitro zusammengefiigt
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11 Intermediate (~100 kb) in vivo (Hefe) zusammengefugt

Volllangengenom (1.08 Mbp) in vivo (Hefe) zusammengeflgt

Transplantation des synthetischen Genoms in M. capricolum

0066

Nachwuchs: kinstliche M. mycoides JCVIsyn1.0 Zellen

Abbildung 1. Vorgehensweise zur Schaffung der kiinstlichen Zelle.

werden, dass die Zellen, die das synthetische Genom ent-
halten, sich selbst vermehren konnen (und folglich die syn-
thetische ,,DNA-Software“ ihre eigene M.-mycoides-,,Hard-
ware“ im M.-capricolum-Ersatzwirt bildet), logarithmisches
Wachstum und einen typischen Mycoplasma-Phianotyp zei-
gen. Dies wurde durch Raster- und Transmissionselektro-
nenmikroskopie belegt. Zusitzlich bestitigten Proteomana-
lysen nahezu identische Proteinmuster mit Ausnahme von
solchen Proteinen, die bewusst im synthetischen Genom
verdandert oder deletiert worden waren, um eine Unterschei-
dung zwischen Wildtyp und synthetischem Stamm zu er-
moglichen. Weitere wichtige Qualitidtskontrollen waren die
Einfiihrung von ,,Wasserzeichen® fiir eine spezifische Am-
plifizierung durch vier Primerpaare und Restriktionsmuster-
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analysen. Beide Kontrollen waren maf3geschneidert worden,
um nur mit dem synthetischen Genom zu funktionieren.

Der Erfolg des Venter-Team ist ohne Zweifel herausra-
gend, obwohl die Bedeutung der Resultate bereits heftig
diskutiert wird."] Die Einschitzungen reichen von einer
Einordnung dieser Entdeckung in eine Linie mit Galileo,
Kopernikus, Darwin und Einstein™ bis hin zu deutlich kriti-
scheren Ansichten, wonach dieses Verfahren in den meisten
Laboren kaum anwendbar sei, die vorhandenen Methoden
des Metabolic Engineering bereits niitzlicher seien und die
kiinstliche Zelle auch nur als normales Bakterium mit pros-
thetischem Genom erachtet werden kann.

Tatséchlich ist die Notwendigkeit einer sehr aufwindigen
chemischen Synthese eines kompletten Genoms im ersten
Schritt, an den sich dann Modifizierungen beispielsweise
durch Einfiigen von Genen fiir die Biosynthese eines neuen
Produkts in der Wirtzelle anschlieBen, weiterhin eine Her-
ausforderung. Selbst der Einbau einer Handvoll von Fremd-
genen in einen Wirtorganismus zur Etablierung eines neuen
Stoffwechselweges ist derzeit alles andere als einfach, da der
Teufel im Detail steckt: Werden alle Protein funktionell ex-
primiert? Wie konnen diese reguliert werden? Wie kann die
Lokalisation der Proteine in den verschiedenen Komparti-
menten der Zelle gesteuert werden? Verlduft der Kohlen-
stofffluss in die gewiinschte Richtung? Sind ausreichend
Reduktionsdquivalente vorhanden etc.? Wissenschaftler im
Bereich Metabolic Engineering und der synthetischen Bio-
logie ringen immer noch mit diesen Problemen, obwohl be-
achtliche Fortschritte in den ,,Omics“-Technologien (Geno-
mics, Proteomics, Metabolomics, Fluxomics etc.), der Bio-
informatik, der Molekularbiologie und verwandten Diszipli-
nen erzielt wurden.

Nur die Zukunft wird uns sagen konnen, ob der Beitrag
des Venter-Teams nur ein Schritt vorwérts oder ein groBer
Sprung ist, vielleicht gar der wichtigste Durchbruch des 21.
Jahrhunderts. Ein Blick in die Vergangenheit zeigt, dass die
erste erfolgreiche Transformation von fremder DNA in den
Mikroorganismus E. coli®! die Basis der modernen Biotech-
nologie bildete und die Entstehung eines ganzen Industrie-
zweigs begriindete. Nur wenige Jahre vergingen, bis die ersten
kommerziellen Produkte wie Insulin oder Waschmittelpro-
teasen rekombinant im Industriemafstab hergestellt werden
konnten. Im Gegensatz hierzu waren die Erwartungen sehr
hoch, als das Humangenom komplett sequenziert worden
war,! und Wissenschaftler glaubten, dass wir sehr nahe an der
Heilung zahlreicher Genkrankheiten sind. Zehn Jahre spéter
haben wir gelernt, dass das Lesen eines Bauplans des Hu-
mangenoms nicht gleichzusetzen ist mit dem Verstiandnis des
Inhalts und erst Recht nicht mit dessen Interpretation. Glei-
chermaf3en bedeutet der Zusammenbau eines Flugzeuges aus
Hunderttausenden von Teilen nicht, dass wir verstehen,
warum es fliegt und wie wir es fliegen konnen. Was wiirde
passieren, wenn wir Teile entfernen oder hinzufiigen?

Beim Vergleichen der Entdeckung des Venter-Teams mit
der Chemie sehe ich einige Parallen zur organischen Total-
synthese, sowohl beziiglich der Motivation als auch des an-
gestrebten Resultates. Die treibenden Kréfte in der mehr-
stufigen Totalsynthese komplexer Naturstoffe” sind: 1) der
erste Wissenschaftler zu sein, der die Totalsynthese bewerk-
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stelligt, 2) ein Produkt herzustellen, das identisch mit dem
Naturstoff ist, und 3) Methoden zu entwickeln, die es erlau-
ben, die Syntheseroute zu verdndern, um Analoga des Na-
turstoffs mit beispielsweise einem breiteren Anwendungs-
spektrum als Wirkstoff herzustellen.

Ein sehr wichtiges ,,Nebenprodukt“ der zahlreichen his-
torischen Beispiele der Totalsynthesen war die Entwicklung
einer Vielzahl von neuen Synthesemethoden, um die Anfor-
derungen an eine exakte Struktur und Stereochemie zu er-
reichen. Zum Beispiel fiihrte die erste Totalsynthese von
Vitamin B12 zu neuen Bindungskniipfungsmethoden, Hypo-
thesen zur Biogenese und den Prinzipien der Orbitalsym-
metrie.® In dhnlicher Weise mussten fiir Venters Erfolg
komplexe Methoden fiir die chemische Totalsynthese des
kiinstlichen Genoms, fiir Methoden zur In-vitro und In-vivo-
Kombination von DNA-Fragmenten, fiir eine anspruchsvol-
len Qualitdtskontrolle, fiir die Genomtransplantation und
schlieBlich fiir die Schaffung der selbst-vermehrenden
kiinstlichen Zelle entwickelt werden.

Weiter besteht eine Analogie zwischen der Totalsynthese
und der synthetischen Biologie darin, dass selbst der kleinste
Fehler nicht toleriert wird. Ein erheblicher Zeitverzug wurde
bei der Arbeit von Venter durch eine einzige Basenpaar-
deletion (also weniger als 1 ppm oder 0.0001 % im 1.08-Mbp-
Genom) verursacht. Diese trat in einem essentiellen Gen auf
und verursachte eine Verschiebung des Leserahmens, was das
gesamte Projekt aufhielt, bis der Fehler gefunden worden
war. Ahnlich kann eine einzige falsche absolute Konfigura-
tion eines Chiralitdtszentrums in einem komplexen Natur-
stoff eine Verringerung oder sogar einen Verlust der biolo-
gischen Aktivitdt der Verbindung bewirken (z.B. enthilt die
Grundstruktur von Erythromycin zehn Chiralititszentren, es
sind also 2'°= 1024 Diasteromere moglich).

Trotzdem werden alle Methoden, die vom Venter-Team
auf dem Weg zum Erfolg entwickelt wurden, fiir andere
Wissenschaftler sehr niitzlich sein, auch wenn diese nur einen
komplexen biologischen Stoffwechselweg (z.B. einen Poly-
ketidsynthase-Weg) in einem Wirtorganismus etablieren
mochten. Ein kiirzliches Beispiel fiir die mikrobielle Her-
stellung von Biokraftstoffen und Chemikalien aus Fettsduren
zeigte,’! dass wir nicht weit von einer Alternative zur zu-
kiinftigen Versorgung mit Energie, Kraftstoffen und Chemi-
kalien entfernt sind, bei der die moderne Biotechnologie
begiinstigt durch die synthetische Biologie zur Schliissel-
technologie werden kann. Ein erfolgreicher Transfer der vom
Venter-Team entwickelten Methoden zu komplexeren Stan-
dard-Wirtorganismen wie E. coli oder Hefen wird sicherlich
diese Entwicklung beschleunigen. Hiirden, wie die chemische
Synthese der deutlich groeren Genome dieser Organismen,
diirften in Anbetracht sinkender Kosten fiir die Synthese der
DNA-Bausteine und einer schnelleren Qualitdtskontrolle
durch Sequenzierung in Kombination mit weiterer Automa-
tisierung sehr wahrscheinlich iiberwunden werden. Ohne
Zweifel wird das Metabolic Engineering gut untersuchter
Mikroorganismen die Methode der Wahl bleiben; zumindest
fiir die nahe Zukunft.

Die bereits diskutierten befiirchteten Risiken fiir den
Missbrauch der vom Venter-Team entwickelten Technologien
konnen derzeit als minimal eingestuft werden, da nur eine
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Handvoll Forscher weltweit die Ausstattung haben, um auf
diesem Gebiet zu arbeiten. Zusétzlich stehen Standardme-
thoden (fiir zufillige oder gerichtete) Mutagenese und Me-
tabolic Engineering bereits zur Verfiigung und sind wesent-
lich einfacher durch ,,Schurken“ einzusetzen. Ich bin auch
iiberzeugt, dass wir sehr weit von der Moglichkeit entfernt
sind, hohere Lebensformen wie das Mammut oder den Ne-
anderthaler aus synthetischer DNA zu erschaffen — eine
»Moglichkeit“, die sich ohnehin aus ethischen Griinden ver-
bietet.

Zusammenfassend hat das Venter-Team ohne Zweifel
einen bedeutenden technologischen Durchbruch erzielt. Es
muss sich aber erst noch zeigen, ob sich dieser in naher Zu-
kunft zu einer Schliisselmethode fiir die Versorgung der
Menschheit mit Kraftstoffen, Energie und Chemikalien ent-
wickeln wird und ob diese Methode dann zu bestehenden
Verfahren der synthetischen Biologie und des Metabolic
Engineering konkurrenzfahig sein wird.
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