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Lebende Systeme sind chemische „Maschinen“, die durch
ein genetisches Programm mit standardisierten Verbindungen
und kontrollierten chemischen Prozessen gesteuert werden.
Eine der wichtigsten Aufgaben f�r Wissenschaftler liegt heute
darin, einen Weg zur Erweiterung des chemischen Stan-
dardrepertoires lebender Zellen zu finden. Dies kann unter
anderem durch gezielte k�nstliche Evolution von Organis-
men mit neuartiger chemischer Zusammensetzung erreicht
werden. Die resultierenden Zellen m�ssen lebensf�hig und
robust im Hinblick auf Wachstum und Replikation sein, um
eine unbegrenzte Zeit in genetischer Isolation von nat�rli-
chen Arten existieren zu k�nnen. Allerdings ist diese Aufgabe
anspruchsvoll, da alle derzeit bekannten Zellen die Organi-
sation der Stoffwechselwege und Informationsverarbeitung
sowie einen Standardsatz von Makromolek�len (Nuklein-
s�uren, Proteine, Fetts�uren) gemeinsam haben. Diese Bau-
steine sind z. B. die 20 kanonischen Aminos�uren f�r die
Proteinbiosynthese oder vier Typen kanonischer Nukleotide
im Fall der DNA als genetisches Material: Adenin (A),
Thymin (T), Guanin (G) und Cytosin (C). Dar�ber hinaus
erm�glicht die Universalit�t des genetischen Codes den ho-
rizontalen Gentransfer �ber Artgrenzen hinweg. Wegen die-
ses hohen Grads an Standardisierung und Vernetzung sind
grundlegende chemische Ver�nderungen in lebenden Syste-
men im Allgemeinen t�dlich.[1]

Der Durchbruch von Marli�re et al. , von dem in diesem
Highlight berichtet wird, ist der erste erfolgreiche Versuch,
die kanonische/nichtkanonische chemische Barriere durch
k�nstlich evolvierende Bakterien mit einem chlorierten
DNA-Genom zu �berwinden.[2] Die Autoren haben gezeigt,
dass T durch sein nichtkanonisches Analogon 5-Chloruracil
(c) im Genom von Escherichia coli ersetzt werden kann und
die Nachkommen dieser Bakterien die F�higkeit erworben

haben, c zu verwenden. Dies wurde mithilfe gezielter Modi-
fikationen des T-Biosynthesewegs und durch erfolgreiche
Zuchtwahl von robusten E.-coli-Varianten mit der F�higkeit
zum Wachstum auf c erreicht. Die Wahl von c beruht auf
fr�heren Berichten, die gezeigt haben, dass 1) c in DNA
eingebaut wird,[3a] 2) c :A-Basenpaare stabil sind[3b] und 3) c

durch die Komponenten des T-Biosynthesewegs in E. coli
problemlos metabolisiert wird.[3c] Ein weiterer Vorteil ist, dass
T die einzige DNA-Base ist, die keine Verwendung im RNA-
Metabolismus findet. Zus�tzlich war es Marli�re et al. schon
fr�her gelungen, mit einer Evolutionsmethode f�r neue Le-
bensformen stark oligotrophe E.-coli-Zellen zu erzeugen, die
in der Lage sind, auf kleinsten Spuren von T zu wachsen.[4]

Das intrazellul�r verf�gbare Thymin wird normalerweise
metabolisch zu Thymidintriphosphat (dTTP) als Baustein f�r
die DNA umgewandelt. Allerdings kann auch c (als Ersatz f�r
T) diesen Weg nutzen, um Chlordesoxyuridintriphosphat
(dcTP) 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 c ergab die
Isolate CLU2 bzw. CLU4. Das Experiment wurde gestoppt,
nachdem c als ausschließliches Substrat durch CLU2 und
CLU4 verwendet wurde (nach 164 bzw. 166 Tagen); die an-
schließenden Analysen der DNA-Zusammensetzung zeigten
ca. 90 % Desoxychloruridin (dc) in beiden St�mmen. Die
restlichen 10% Desoxythimidin (dT) kamen aus einer eher
unkonventionellen Quelle: In den meisten tRNA-Molek�len
ist Uracil (unmethyliertes T) durch die S-AdoMet-abh�ngige
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 THY5
in der Lage, allein auf c zu wachsen, was zu der Variante
CLU5 f�hrte, 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 nat�rlichen
DNA-haltigen St�mme 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 urspr�nglich als Reaktion auf ganz andere
Umweltbedingungen entwickelt wurden, massiv �ndert.[5] Zur
Untersuchung dieser Prozesse sind Langzeitkulturexperi-
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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,[6a] 10000,[6b] 20 000[6c] und 40 000[6d] E.-coli-Generatio-
nen in serieller Kultur. Allerdings ist dieses Verfahren tech-
nisch m�hsam und zeitaufw�ndig; Verunreinigungen und
diskontinuierliches Wachstum sind schwer zu vermeiden. In
konventionellen kontinuierlichen Kulturapparaturen dage-
gen �berdauern meist unerw�nschte verd�nnungsresistente,
adh�sive Varianten als Biofilm an den inneren Oberfl�chen
der Kulturapparatur. Marli�re et al. haben diese Schwierig-
keiten durch die Erfindung eines ausgekl�gelten Ger�ts, ge-
nannt „Gen-Automat“ oder „Genemat“ (eine Art „automa-
tisierter Lenski-Apparat“), elegant umgangen.[4b] Der Gene-
mat zur permanenten Proliferation von Zellen in Suspension
erm�glicht abwechselndes Wachstum in einem von zwei
Kulturgef�ßen, die wiederum abwechselnd sterilisiert wer-
den, sodass adh�sive Varianten eliminiert werden. Dabei
werden zwei Arten von Medium zugef�hrt: „permissives“
Medium (mit kanonischen Metaboliten) und wachstums-
hemmendes, „nichtpermissives“ oder Stressmedium (mit
nichtkanonischen Metaboliten). Als Schwellwert ist eine
Zelldichte von 109 Zellen pro Milliliter gesetzt. Die Wachs-
tumszyklen werden automatisch von einem einfachen Algo-
rithmus gesteuert: Wenn die optische Dichte der Kultur unter
einen Schwellwert f�llt, wird permissives Medium zugef�hrt
und umgekehrt.

Mit dem Genemat gelang Marli�re et al.[2] 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 c. Die beiden St�mme CLU2/
4 behielten jedoch die F�higkeit, sich unbegrenzt auf T mit
einer �hnlichen Wachstumsrate wie auf c zu vermehren.
Durch anschließendes Wachsen der c-angepassten CLU2-
und CLU4-St�mme in Gegenwart von T konnten sie die

St�mme THY2 bzw. THY4 erzeugen. Die interessanteste
Erkenntnis ist aber die, dass die St�mme THY2/4 in der Lage
sind, ohne anpassungsbedingte Verz�gerung ihr Wachstum in
c-haltigem Medium gleich fortzusetzen. Im Unterschied dazu
kann der CLU2-Stamm in Gegenwart von T nur nach einer
Adaptationsphase wachsen.[2] Wesentlich ist, dass die F�hig-
keit zum Aufbau chlorierter DNA im Genom der St�mme
THY2/4 durch weitreichende Mutation und Umarrangements
des Genoms manifestiert wurde: DNA-Sequenzanalysen er-
gaben 1514 Substitutionsmutationen und mindestens eine
150 Kilobasendeletion f�r THY2 sowie mehrere Mutationen
und einen 20-prozentigen Genomumbau (846 Kilobasen) f�r
THY4. Dieses Experiment zeigt in einer bemerkenswerten
Art und Weise, dass die Anh�ufung verschiedener Arten von
Mutationen umfangreiches Umschreiben eines großen Teils
des Genoms erfordert. Die praktische Anwendung dieser
St�mme k�nnte sich aus den neuen biosynthetischen Eigen-
schaften der mutierten Enzyme in den zugeh�rigen Stoff-
wechselwegen oder aus der weiteren Evolution der entwi-
ckelten Bakterien als Ganzzellkatalysatoren f�r spezifische
Zwecke ergeben.

Die In-vivo-Einf�hrung neuartiger chemischer Prozesse
und Verbindungen, die nicht dem Standard entsprechen, ist
eher begrenzt, da sie in der Regel nur kleine, vernachl�ssig-
bare Unterschiede im grundlegenden Aufbau der lebenden
Zellen erlaubt.[1] Dieser Gedanke f�hrt zur Annahme, dass
eine Reprogrammierung der Zellen mit synthetischen Stoffen
nicht mit der funktionalen Vielfalt „normaler“ Organismen
(mit standardisierter Chemie), die w�hrend der nat�rlichen
Evolution erzielt wurde, konkurrieren kann. Doch nun ergibt
sich aus der Kombination von experimenteller Zuchtwahl,[6,7]

chemischer Evolution[8] und nat�rlicher Gentechnik (geneti-
sche Mutationen, Rekombination, horizontaler Gentransfer
usw.)[9] ein leistungsf�higes, zukunftstr�chtiges Konzept zum
Design von echten k�nstlichen Zellen mit neuen Funktionen,
die in der nat�rlichen Evolution bisher nicht auftraten. Es ist
bereits vorhergesagt worden, dass aus Zellpopulationen mit
voll integrierten neuartigen chemischen Funktionalit�ten
neue, unerwartete Lebensformen und Eigenschaften entste-
hen w�rden.[1a,10a] Es sollte jedoch bedacht werden, dass die in
dieser Studie entwickelten Bakterien zwar ein chloriertes
Genom enthalten, aber immer noch die F�higkeit f�r das
Wachstum auf T aufweisen. Daher wird der n�chste Schritt
sein, eine vollst�ndige metabolische/genetische Isolation zu
erreichen, d.h. eine absolute Abh�ngigkeit von c mit beglei-
tender metabolischer Indifferenz gegen�ber T. Ebenso sollte
die Verwendung von nichtkanonischen Aminos�uren und
Nukleobasen nur der erste Schritt sein, um zellul�re chemi-
sche Zusammensetzungen zu �ndern.[1] Danach k�nnten die
funktionellen Eigenschaften lebender Systeme durch Erwerb
von neuartigen chemischen Funktionalit�ten �ber k�nstliche
Evolution von bereits vorhandenen Zellen aus der „alten“,
nat�rlichen Welt weiter diversifiziert werden. Eine wichtige
Aufgabe f�r die chemisch-synthetische Biologie k�nnte die
Durchf�hrung der k�nstlichen Evolution von robusten, le-
bensf�higen und chemisch ver�nderten Zellen sein, die in der
Lage sind, f�r eine unbegrenzte Zeit in Isolation von nat�r-
lichen Arten zu wachsen und sich zu vermehren. Eine um-
fassende genetische Isolation ist aber nur mit den Zellen

Abbildung 1. Marli�re-Mutzel-Experiment – chemische Evolution eines
bakteriellen Genoms:[2] Graphische Darstellung der Morphologie der
E.-coli-Zellen, abgeleitet aus den St�mmen THY1 (links), THY5 (Mitte)
und CLU5 (rechts). Die Grafiken wurden auf Basis von Mikroskopauf-
nahmen erstellt, die uns R. Mutzel und P. Marli�re freundlicherweise
zur Verf�gung gestellt haben. Der urspr�ngliche Stamm THY1 ist st�b-
chenf�rmig, w�hrend der evolvierte, 5-Chloruracil-resistente Stamm je
nach N�hrstoff im Medium zwei Formen annimmt: W�hrend die
THY5-Zellen in Thymin-haltigem Medium eine leicht l�ngliche St�b-
chenform haben (Mitte), resultieren aus dem Wachstum auf 5-Chlor-
uracil (CLU5) Zellkonglomerate mit langer, faden�hnlicher Form mit
unregelm�ßiger Dichte. Die Morphologiever�nderungen sind wahr-
scheinlich auf Ver�nderungen in der Dynamik der Zellteilung zur�ckzu-
f�hren.
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m�glich, die „Xeno-DNA“ als genetisches Material enthalten
oder alternative/unterschiedliche genetische Codes haben,
um einen horizontalen Gentransfer �ber Artgrenzen hinweg
zu verhindern. Auf diese Weise k�nnte eine genetische Fire-
wall gegen die nat�rliche DNA-basierte Welt errichtet wer-
den. Die Aspekte der Biosicherheit und Gefahrlosigkeit
dieser M�glichkeiten wurden erst vor Kurzem ausf�hrlich
beleuchtet.[10]

Es ist abzusehen, dass Experimente zur Ver�nderung der
Interpretation des genetischen Codes (z. B. durch Codon-
Emanzipation f�r neuartige Aminos�ure-Zuordnungen) in
naher Zukunft mit „Genematen“ durchgef�hrt werden
k�nnten. Gerichtete Evolution von Bakterienst�mmen sollte
ebenfalls auf bekannte nichtkanonische DNA-Basenpaare
ausweitet sein,[11] um die Codierungskapazit�t der Zellen zu
erh�hen. Das Ziel ist letztlich ein integrativer Ansatz, der die
gerichtete Evolution der k�nstlichen Zellen mit neuartigen
genetischen Codes (inklusive erweiterten Codierungskapazi-
t�ten) und De-novo-Gestaltung metabolischer Biosynthese-
wege und Schaltkreise umfasst. Dabei werden nicht nur le-
bende Systeme mit neuen chemischen Zusammensetzungen
bereitgestellt, sondern auch k�nstliche Zellen mit neuen Ei-
genschaften, die bisher nicht von der Natur hervorgebracht
wurden.[1] Diese Entwicklungen werden die T�r zu einer
parallelen biologischen Welt weit aufstoßen.
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