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Auf dem Weg zu chemisch veranderten Organismen mit

genetischer Firewall**

Carlos G. Acevedo-Rocha und Nediljko Budisa*

Gerichtete Evolution - Nucleobasen - Syntheti-
sche Biologie - Xenobiologie

Lebende Systeme sind chemische ,,Maschinen®, die durch
ein genetisches Programm mit standardisierten Verbindungen
und kontrollierten chemischen Prozessen gesteuert werden.
Eine der wichtigsten Aufgaben fiir Wissenschaftler liegt heute
darin, einen Weg zur Erweiterung des chemischen Stan-
dardrepertoires lebender Zellen zu finden. Dies kann unter
anderem durch gezielte kiinstliche Evolution von Organis-
men mit neuartiger chemischer Zusammensetzung erreicht
werden. Die resultierenden Zellen miissen lebensfahig und
robust im Hinblick auf Wachstum und Replikation sein, um
eine unbegrenzte Zeit in genetischer Isolation von natiirli-
chen Arten existieren zu konnen. Allerdings ist diese Aufgabe
anspruchsvoll, da alle derzeit bekannten Zellen die Organi-
sation der Stoffwechselwege und Informationsverarbeitung
sowie einen Standardsatz von Makromolekiilen (Nuklein-
sduren, Proteine, Fettsduren) gemeinsam haben. Diese Bau-
steine sind z.B. die 20 kanonischen Aminoséduren fiir die
Proteinbiosynthese oder vier Typen kanonischer Nukleotide
im Fall der DNA als genetisches Material: Adenin (A),
Thymin (T), Guanin (G) und Cytosin (C). Dariiber hinaus
ermoglicht die Universalitdt des genetischen Codes den ho-
rizontalen Gentransfer liber Artgrenzen hinweg. Wegen die-
ses hohen Grads an Standardisierung und Vernetzung sind
grundlegende chemische Veridnderungen in lebenden Syste-
men im Allgemeinen todlich.™!

Der Durchbruch von Marliere et al., von dem in diesem
Highlight berichtet wird, ist der erste erfolgreiche Versuch,
die kanonische/nichtkanonische chemische Barriere durch
kiinstlich evolvierende Bakterien mit einem chlorierten
DNA-Genom zu iiberwinden.” Die Autoren haben gezeigt,
dass T durch sein nichtkanonisches Analogon 5-Chloruracil
(x) im Genom von Escherichia coli ersetzt werden kann und
die Nachkommen dieser Bakterien die Féhigkeit erworben
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haben, ¥ zu verwenden. Dies wurde mithilfe gezielter Modi-
fikationen des T-Biosynthesewegs und durch erfolgreiche
Zuchtwahl von robusten E.-coli-Varianten mit der Fahigkeit
zum Wachstum auf y erreicht. Die Wahl von y beruht auf
fritheren Berichten, die gezeigt haben, dass 1)y in DNA
eingebaut wird,*! 2) y:A-Basenpaare stabil sind®” und 3) y
durch die Komponenten des T-Biosynthesewegs in E. coli
problemlos metabolisiert wird.! Ein weiterer Vorteil ist, dass
T die einzige DNA-Base ist, die keine Verwendung im RNA-
Metabolismus findet. Zusatzlich war es Marliere et al. schon
frither gelungen, mit einer Evolutionsmethode fiir neue Le-
bensformen stark oligotrophe E.-coli-Zellen zu erzeugen, die
in der Lage sind, auf kleinsten Spuren von T zu wachsen.™!
Das intrazelluldr verfiigbare Thymin wird normalerweise
metabolisch zu Thymidintriphosphat (dTTP) als Baustein fiir
die DNA umgewandelt. Allerdings kann auch y (als Ersatz fiir
T) diesen Weg nutzen, um Chlordesoxyuridintriphosphat
(dyTP) zu erzeugen, das danach enzymatisch in die DNA
eingebaut wird.

Experimentelle Evolution des E.-coli-Stamms THY1 (ein
Derivat des E.-coli-K12-Stamms MG1655) unter drastischen
und unter milden Bedingungen in Gegenwart von y ergab die
Isolate CLU2 bzw. CLU4. Das Experiment wurde gestoppt,
nachdem y als ausschlieBliches Substrat durch CLU2 und
CLU4 verwendet wurde (nach 164 bzw. 166 Tagen); die an-
schlieBenden Analysen der DNA-Zusammensetzung zeigten
ca. 90% Desoxychloruridin (dy) in beiden Stimmen. Die
restlichen 10% Desoxythimidin (dT) kamen aus einer eher
unkonventionellen Quelle: In den meisten tRNA-Molekiilen
ist Uracil (unmethyliertes T) durch die S-AdoMet-abhingige
5-MeU-54-tRNA-Methyltransferase (codiert durch das Gen
trmA) an Position 54 methyliert. Nach dem Knock-out dieses
Gens im Stamm THY4 war die resultierende Variante THYS
in der Lage, allein auf y zu wachsen, was zu der Variante
CLUS fiihrte, deren genomische DNA dT nur noch in Spuren
(1.6%) enthielt. Diese ,,Restkontamination® beruht wahr-
scheinlich auf anderen RNA oder DNA modifizierenden
Enzymen. Abbildung 1 zeigt die Morphologie der natiirlichen
DNA-haltigen Stimme sowie der Bakterien mit chloriertem
Genom.

Wenn ein Organismus einer neuen Umgebung ausgesetzt
ist, kann er sich nur an sie anpassen, indem er Enzyme und
Proteine, die urspriinglich als Reaktion auf ganz andere
Umweltbedingungen entwickelt wurden, massiv dndert.”) Zur
Untersuchung dieser Prozesse sind Langzeitkulturexperi-

Angew. Chem. 2011, 123, 7094 — 7096



(o] (o]

Abbildung 1. Marliére-Mutzel-Experiment — chemische Evolution eines
bakteriellen Genoms:™ Graphische Darstellung der Morphologie der
E.-coli-Zellen, abgeleitet aus den Stimmen THY1 (links), THY5 (Mitte)
und CLUS (rechts). Die Grafiken wurden auf Basis von Mikroskopauf-
nahmen erstellt, die uns R. Mutzel und P. Marliére freundlicherweise
zur Verfiigung gestellt haben. Der urspriingliche Stamm THY1 ist stib-
chenférmig, wihrend der evolvierte, 5-Chloruracil-resistente Stamm je
nach Nihrstoff im Medium zwei Formen annimmt: Wihrend die
THY5-Zellen in Thymin-haltigem Medium eine leicht langliche Stéb-
chenform haben (Mitte), resultieren aus dem Wachstum auf 5-Chlor-
uracil (CLUS) Zellkonglomerate mit langer, fadenahnlicher Form mit
unregelmifiger Dichte. Die Morphologieveranderungen sind wahr-
scheinlich auf Verdnderungen in der Dynamik der Zellteilung zuriickzu-
fiihren.

mente mit schnell wachsenden asexuellen Bakterienzellen
das Mittel der Wahl. Dem Pionier auf diesem Gebiet, Richard
Lenski, und seiner Arbeitsgruppe gelang die Zucht von
2000, 10000, 200001°! und 400001°! E.-coli-Generatio-
nen in serieller Kultur. Allerdings ist dieses Verfahren tech-
nisch mithsam und zeitaufwindig; Verunreinigungen und
diskontinuierliches Wachstum sind schwer zu vermeiden. In
konventionellen kontinuierlichen Kulturapparaturen dage-
gen iiberdauern meist unerwiinschte verdiinnungsresistente,
adhésive Varianten als Biofilm an den inneren Oberflichen
der Kulturapparatur. Marliere et al. haben diese Schwierig-
keiten durch die Erfindung eines ausgekliigelten Gerits, ge-
nannt ,,Gen-Automat“ oder ,,Genemat® (eine Art ,,automa-
tisierter Lenski-Apparat®), elegant umgangen.[*! Der Gene-
mat zur permanenten Proliferation von Zellen in Suspension
ermoglicht abwechselndes Wachstum in einem von zwei
Kulturgefiflen, die wiederum abwechselnd sterilisiert wer-
den, sodass adhésive Varianten eliminiert werden. Dabei
werden zwei Arten von Medium zugefiihrt: , permissives”
Medium (mit kanonischen Metaboliten) und wachstums-
hemmendes, ,nichtpermissives“ oder Stressmedium (mit
nichtkanonischen Metaboliten). Als Schwellwert ist eine
Zelldichte von 10° Zellen pro Milliliter gesetzt. Die Wachs-
tumszyklen werden automatisch von einem einfachen Algo-
rithmus gesteuert: Wenn die optische Dichte der Kultur unter
einen Schwellwert fillt, wird permissives Medium zugefiihrt
und umgekehrt.

Mit dem Genemat gelang Marliére et al.””! die schrittweise
Anpassung von E. coli, beginnend mit permissivem Medium
mit T und endend mit robustem Wachstum in nichtpermissi-
vem Medium mit dem T-Ersatz y. Die beiden Stimme CLU?2/
4 behielten jedoch die Féhigkeit, sich unbegrenzt auf T mit
einer dhnlichen Wachstumsrate wie auf y zu vermehren.
Durch anschlieBendes Wachsen der y-angepassten CLU2-
und CLU4-Stdmme in Gegenwart von T konnten sie die
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Stamme THY2 bzw. THY4 erzeugen. Die interessanteste
Erkenntnis ist aber die, dass die Stimme THY?2/4 in der Lage
sind, ohne anpassungsbedingte Verzogerung ihr Wachstum in
x-haltigem Medium gleich fortzusetzen. Im Unterschied dazu
kann der CLU2-Stamm in Gegenwart von T nur nach einer
Adaptationsphase wachsen.””) Wesentlich ist, dass die Fihig-
keit zum Aufbau chlorierter DNA im Genom der Stimme
THY?2/4 durch weitreichende Mutation und Umarrangements
des Genoms manifestiert wurde: DNA-Sequenzanalysen er-
gaben 1514 Substitutionsmutationen und mindestens eine
150 Kilobasendeletion fiir THY?2 sowie mehrere Mutationen
und einen 20-prozentigen Genomumbau (846 Kilobasen) fiir
THY4. Dieses Experiment zeigt in einer bemerkenswerten
Art und Weise, dass die Anhdufung verschiedener Arten von
Mutationen umfangreiches Umschreiben eines groflen Teils
des Genoms erfordert. Die praktische Anwendung dieser
Stamme konnte sich aus den neuen biosynthetischen Eigen-
schaften der mutierten Enzyme in den zugehorigen Stoff-
wechselwegen oder aus der weiteren Evolution der entwi-
ckelten Bakterien als Ganzzellkatalysatoren fiir spezifische
Zwecke ergeben.

Die In-vivo-Einfiihrung neuartiger chemischer Prozesse
und Verbindungen, die nicht dem Standard entsprechen, ist
eher begrenzt, da sie in der Regel nur kleine, vernachléssig-
bare Unterschiede im grundlegenden Aufbau der lebenden
Zellen erlaubt.! Dieser Gedanke fiihrt zur Annahme, dass
eine Reprogrammierung der Zellen mit synthetischen Stoffen
nicht mit der funktionalen Vielfalt ,,normaler“ Organismen
(mit standardisierter Chemie), die wihrend der natiirlichen
Evolution erzielt wurde, konkurrieren kann. Doch nun ergibt
sich aus der Kombination von experimenteller Zuchtwahl,*7
chemischer Evolution® und natiirlicher Gentechnik (geneti-
sche Mutationen, Rekombination, horizontaler Gentransfer
usw.)"! ein leistungsfihiges, zukunftstrichtiges Konzept zum
Design von echten kiinstlichen Zellen mit neuen Funktionen,
die in der natiirlichen Evolution bisher nicht auftraten. Es ist
bereits vorhergesagt worden, dass aus Zellpopulationen mit
voll integrierten neuartigen chemischen Funktionalitdten
neue, unerwartete Lebensformen und Eigenschaften entste-
hen wiirden.!"*1% Es sollte jedoch bedacht werden, dass die in
dieser Studie entwickelten Bakterien zwar ein chloriertes
Genom enthalten, aber immer noch die Fahigkeit fiir das
Wachstum auf T aufweisen. Daher wird der néichste Schritt
sein, eine vollstindige metabolische/genetische Isolation zu
erreichen, d.h. eine absolute Abhingigkeit von y mit beglei-
tender metabolischer Indifferenz gegeniiber T. Ebenso sollte
die Verwendung von nichtkanonischen Aminosduren und
Nukleobasen nur der erste Schritt sein, um zelluldre chemi-
sche Zusammensetzungen zu dndern.['! Danach konnten die
funktionellen Eigenschaften lebender Systeme durch Erwerb
von neuartigen chemischen Funktionalitdten iiber kiinstliche
Evolution von bereits vorhandenen Zellen aus der ,,alten*,
natiirlichen Welt weiter diversifiziert werden. Eine wichtige
Aufgabe fiir die chemisch-synthetische Biologie konnte die
Durchfiihrung der kiinstlichen Evolution von robusten, le-
bensfihigen und chemisch verénderten Zellen sein, die in der
Lage sind, fiir eine unbegrenzte Zeit in Isolation von natiir-
lichen Arten zu wachsen und sich zu vermehren. Eine um-
fassende genetische Isolation ist aber nur mit den Zellen
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moglich, die ,,Xeno-DNA* als genetisches Material enthalten
oder alternative/unterschiedliche genetische Codes haben,
um einen horizontalen Gentransfer iiber Artgrenzen hinweg
zu verhindern. Auf diese Weise konnte eine genetische Fire-
wall gegen die natiirliche DNA-basierte Welt errichtet wer-
den. Die Aspekte der Biosicherheit und Gefahrlosigkeit
dieser Moglichkeiten wurden erst vor Kurzem ausfiihrlich
beleuchtet.['"

Es ist abzusehen, dass Experimente zur Verdnderung der
Interpretation des genetischen Codes (z.B. durch Codon-
Emanzipation fiir neuartige Aminosdure-Zuordnungen) in
naher Zukunft mit ,,Genematen“ durchgefithrt werden
konnten. Gerichtete Evolution von Bakterienstimmen sollte
ebenfalls auf bekannte nichtkanonische DNA-Basenpaare
ausweitet sein,""! um die Codierungskapazitit der Zellen zu
erhohen. Das Ziel ist letztlich ein integrativer Ansatz, der die
gerichtete Evolution der kiinstlichen Zellen mit neuartigen
genetischen Codes (inklusive erweiterten Codierungskapazi-
titen) und De-novo-Gestaltung metabolischer Biosynthese-
wege und Schaltkreise umfasst. Dabei werden nicht nur le-
bende Systeme mit neuen chemischen Zusammensetzungen
bereitgestellt, sondern auch kiinstliche Zellen mit neuen Ei-
genschaften, die bisher nicht von der Natur hervorgebracht
wurden.['! Diese Entwicklungen werden die Tiir zu einer
parallelen biologischen Welt weit aufstof3en.
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