LABORWELI

Nr. 6/2011 - 12. Jahrgang

Synbio & Systembiologie

Der virtuelle Patient — Paper des Monats: Quantitative Physiologie:
Modellierung als neuer Weg Aptamerkonstrukt reguliert Basis fiir die Entwicklung
in der Krebsforschung Expression von Saugergenen M von Produktionsstimmen

T
| it ]
f—
=
—

-
b

BIOCOM



Blitzlicht Mikrobiologie

SYNMIKRO: Synthetische
Mikrobiologie in Marburg
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Algen, Bakterien und Pilze stellen den gréRten Teil der Biomasse und kommen in einer schier un-
erschopflichen Zahl und Vielfalt vor. Nur ein Bruchteil von ihnen lasst sich kultivieren und damit
in allen Details charakterisieren. Ihr biotechnologisches Potential reicht von der Produktion von
Medikamenten bis zur Entsorgung von Plastik oder der Erzeugung von Biosprit. Neue Moglichkei-
ten erdffnen sich Uber die gezielte Kombination von Genen verschiedener Organismen, aus der
Entwicklung neuer Organismen als Bioreaktoren und durch die Optimierung bekannter Synthe-
sewege. Die interdisziplindr gepragten Forschungsaktivitdten an dem von der Philipps-Universitat
Marburg und dem Max-Planck-Institut fiir terrestrische Mikrobiologie gemeinsam getragenen

Zentrum fiir Synthetische Mikrobiologie (SYNM
biotechnologischen Anwendungen.

Die Chemie-Industrie unternimmt seit Jahren
grofle Anstrengungen,um Grundbausteine und
Feinchemikalien auf biotechnologischem Weg
zu produzieren. Damit sollen wirtschaftlich
alternative Strategien zu bisherigen petroche-
mischen Rohstoff-Quellen erschlossen und die
Starke der biologischen Verfahren in der Produk-
tionvon Stoffen, die fiir die chemische Synthese
schwer zuganglich sind, genutzt werden.

Die klassischen Verfahren fiir die Biotransfor-
mation chemischer Verbindungen nutzen im
Wesentlichen Enzyme, die aus Mikroorganis-
men gereinigt und direkt eingesetzt werden,
sowie Mikroorganismen, die Produkte ihres
Stoffwechsels in groBem MaRstab produzie-
ren. So werden Aminosauren und Antibiotika
ebenso wie Alltagsprodukte wie Alkohol oder
Essigsaure gewonnen. Eine wesentliche Idee

IKRO) reichen von grundlegenden Fragen bis zu

der Synthetischen Biologie ist es, die normalen
biochemischen Wege von Mikroorganismen
durch genetische Manipulation so auszubauen,
dass eine Zelle Verbindungen produziert, die
sonst nicht oder nur in anderen Lebewesen
synthetisiert wirden. Gleichzeitig gilt es, die
Prozesse so zu optimieren, dass sie flr die bio-
technologische Produktion relevant werden.
Hier setzt das Zentrum fir Synthetische
Mikrobiologie SYNMIKRO mit seinen wis-
senschaftlichen Leitzielen an: Es sollen neue
Funktionseinheiten synthetisiert, kombiniert
und in den Funktionsapparat der Zelle integ-
riert werden, um Mikroorganismen mit neuen
Eigenschaften und Anwendungspotential her-
zustellen.Zudem sollen unter Einbeziehung von
synthetischen und analytischen Forschungsan-
satzen die bisher statischen Komponenten- und
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Abb. 1: Biotechnologische Produktion von Dica

rbonsduren als Garungsprodukte. Der Verlauf

der normalen gemischten Saure-Garung von E. coli (rot) wird bereits fiir die Produkti-

on von Succinat manipuliert. Durch das

Einschleusen von zusatzlichen Genen der Glu-

tamat-Garung (braun) oder des anaeroben Toluolabbaus (violett) soll der Garungsweg
nun dahingehend verandert werden, dass anstelle von Succinat die Produkte Glutarat
oder Benzylsuccinat produziert werden.
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Funktionsanalysen von mikrobiellen Zellen hin
zu einem quantitativen, dynamischen, theo-
retisch modellierbaren Funktionsverstandnis
weiterentwickelt werden.

Synthetische Mikrobiologie fiir
biotechnologische Anwendungen

Succinat, Glutarat und andere Dicarbonsauren
sind dulerst interessante Plattform-Che-
mikalien, die fuir die Herstellung biobasier-
ter Kunststoffe eingesetzt werden kénnen.
Wahrend das natirliche Garungsendprodukt
Succinat im vorindustriellen Mal3stab bereits
biologisch hergestellt wird, konnen andere
Dicarbonsauren bisher nicht biotechnologisch
produziert werden, weil im Stoffwechsel der
dazu ublicherweise verwendeten aeroben Mi-
kroorganismen die geeigneten Enzyme fehlen.
Prinzipiell ist jedoch die biologische Synthese
von Glutarat aus Glucose durch die Verwendung
von Enzymen aus anaeroben Glutaminsaure-
fermentierenden Bakterien moglich; allerdings
werden diese meist durch Sauerstoff inaktiviert.
Deshalbwurde ein anaerober Stoffwechselweg
entworfen, mit dem modifizierte Escherichia
coli-Wirtszellen als, kiinstliche Anaerobier” die
gewlinschte Dicarbonsdure als Garungsend-
produkt herstellen. Kiirzlich wurde als erster
Schritt tatsachlich die Produktion von kleinen
Mengen der Vorlauferverbindung Glutaconat
durch entsprechend modifizierte E. coli-Zellen
nachgewiesen'. In ahnlicher Weise sollen auch
die stereochemisch definierten Dicarbonsauren
(E)-Phenylitaconat oder (R)-Benzylsuccinat,
die chemisch schwierig herzustellen sind und
Anwendungspotential als Feinchemikalien und
Pharma-Grundstoffe haben,gewonnen werden
(Abb.1).In einem ersten Schritt wurden dazu die
Gene fir die Aufnahme und Aktivierung der
aromatischen Saure Benzoat in Wirtsbakterien
eingebracht, die dann Benzoyl-CoA als aktivier-
tes Starter-Substrat fiir weitere biosynthetische
Reaktionen bereitstellen. Uber den normalen
Garungsweg von E. colisoll dann das endogene
Endprodukt Succinat hergestellt werden, das
schlieBlich durch die eingeschleusten Enzyme
des anaerobenToluolabbaus mit zugefiittertem
Benzoat zu Benzylsuccinat als neuem Ga-
rungsendprodukt umgesetzt wiirde. Insgesamt
stellen die kiinstlichen Anaerobier einen neuen
Typ industrieller Mikroorganismen dar, der in
den Ansatzen der synthetischen Mikrobiologie
bisher unterreprasentiert ist. Die Schaffung
synthetischer anaerober Garungswege ist
sehr vielversprechend und fuhrt das uralte
Prinzip der biotechnologischen Nutzung von
Garungsprozessen, wie es bereits hinter der al-
koholischen oder der Milchsduregarung steckt,
mit neuen Methoden weiter.

In synthetischen Ansatzen zur Herstellung
von Biomolekiilen wie iso-Butanol oder Iso-
prenderivaten, die als vielseitige Ausgangsstoffe
fir Medikamente, Kosmetika und Feinche-
mikalien dienen, zeigt sich die Verfligbarkeit
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Abb. 2: Elektronenmikroskopische Aufnahme der Kieselalge Phaeodactylum tricornutum,
welche durch genetische Manipulation das Bioplastik PHB (Poly-3-hydroxybutyrat) in
grolRen Mengen produzieren kann. Das PHB akkumuliert in Granula-artigen Struktu-

ren im Cytosol der Zelle, (Pfeile).

von Eisen-Schwefel-Clustern als limitierendes
Element. Den Clustern kommt als Co-Faktoren
von Proteinen eine zentrale Bedeutung bei der
Synthese von DNA, der Modifikation von Nuk-
leinsauren, der Umsetzung von Aminosauren
und Metaboliten, oder der Ubertragung von
Elektronen bei biochemischen Reaktionen zu2.
Meist werden fur die gezielte Synthese der
gewiinschten Molekdle in Bakterien oder Hefen
neue Reaktionswege konstruiert. Die Erfahrung
hat allerdings gezeigt, dass die Assemblierung
der wirtsfremden Eisen-Schwefel-Proteine
haufig ineffizient verlduft und eine héhere Ak-
tivitat der Fremdproteine nur Uber ein besseres
Verstandnis der Assemblierungsprozesse zu
erreichen ist.

Isogene bakterielle Populationen neigen
zur Heterogenitat im Phanotyp, wodurch die
biotechnologische Ausbeute der gewtinschten
Produkte stark beeinflusst wird.So zeigen Kultu-
renvon Exopolysaccharid-produzierenden Zellen
wahrend des Kulturverlaufs eine Aufspaltungin
Subpopulationen stark produzierender Zellen
und solche, die wenig oder gar kein Exopolysac-
charid produzieren. Am Beispiel des symbioti-
schen Bakteriums Sinorhizobium melilotiwurde
gezeigt, wie eine dichteabhangige Autoindukti-
ondurch ein Quorum-Sensing-System aus einer
Autoinduktorsynthase und zwei regulatorischen
Proteinen diese Aufspaltung kontrollierts. Mit
diesem detaillierten Modell und Prozessver-
standnis er6ffnen sich Moglichkeiten, die phano-
typische Heterogenitat in isogenen bakteriellen
Produktionskulturen zu reduzieren.

Neue Potentiale fiir eine umweltfreundliche
Produktion ergeben sich durch den Wechsel
derWirtsorganismen. Diatomeen (Kieselalgen)
lassen sich einfach kultivieren,konnen CO,-freie
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Synthesen durchfiihren und gewinnen die
erforderliche Energie kostenguinstig aus dem
Sonnenlicht#. Die biotechnologischen Verfahren
sind bereits so weit fortgeschritten,dass Spinn-
seide, Bioplastik (Abb. 2) sowie ein Antikdrper
und ein potentieller Impfstoff mit zum Teil sehr
hohen Ausbeuten biotechnologisch hergestellt
werden kénnen.
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Netzwerk an raum- und zeitabhangigen
Interaktionen zwischen den beteiligten Kom-
ponenten zu verstehen. Auf der Grundlage des
erhaltenen Modells kénnen anschlieBend die
Eigenschaften des regulatorischen Netzwerks
gezielt verandert und die Voraussetzungen fuir
eine Adaption an neue zellulare Umgebungen
abgeleitet werden.

Die Bewegung von Bakterien und insbeson-
dere die Richtungswechsel erfordern einen
Taktgeber, der unabhangig vom Zellzyklus
ist®. Wie am Beispiel der Mobilitatsproteine
des Bakteriums Myxococcus xanthus gezeigt
werden konnte, stehen die Richtungswechsel
im Zusammenhang mit unregelmagigen Os-
zillationen zwischen den Zellpolen.Zusammen
mit theoretisch arbeitenden Gruppen aus der
Physik und Mathematik wird derzeit untersucht,
welche minimalen Bestandteile erforderlich
sind, um diese raumlichen Oszillationen zu er-
moglichen. Parallel dazu werden die beteiligten
molekularen Spieler experimentell bestimmt.

Doch auch diese aufwandigen Modifikatio-
nen einer Zelle sind nurein Schritt auf dem Weg
zu dem ultimativen Ziel, das mit der Synthese
von Mycoplasma mycoides JCVI-syn1.0 vorge-
zeichnet wurde’:der vollstandigen Herstellung
eines neuen Organismus aus frei kombinier-
baren genetischen Modulen. Die Mdglichkeit,
Uber eine vollstandige chemische Synthese
komplette synthetische Chromosomen her-
zustellen erlaubt gezielte Untersuchungen,
welche Komponenten fir welche Funktionen
gebraucht werden. Die so gewonnenen Er-
kenntnisse werden helfen zu verstehen, was
ein Chromosom zu einem Chromosom macht.

Interdisziplindre Ansatze zur
Untersuchung zellularer Organisation

Die synthetische Mikrobiologie strebt die Ent-
wicklung frei kombinierbarer und modularer
Einheiten an,sogenannter Biobricks. Neben den
kleineren,im vorherigen Abschnitt beschriebe-
nen biochemischen Reaktionspfaden werden
dabei auch groRere Module, etwa zur Stressre-
sistenz oder zur Zellteilung, angestrebt.Voraus-
setzung flr die erfolgreiche Implementierung
derartiger Biobricks ist allerdings das Verstand-
nis grundlegender Mechanismen zellularer
Organisation in Mikroorganismen. Hier kommt
mitderinterdisziplinaren Zusammenarbeit von
Mikrobiologen mit Physikern, Mathematikern
und Informatikern eine der Starken von SYN-
MIKRO zum Tragen. Gerade die raumliche Positi-
on makromolekularer Strukturen innerhalb der
Zelle wirft viele spannende Fragen auf. Exemp-
larisch stehen dafur die Untersuchungen eines
regulatorischen Netzwerkes, das im Bakterium
Caulobacter crescentus fiir die korrekte Platzie-
rung des Zellteilungsapparats verantwortlich
ists. Neben einer detaillierten zellbiologischen
und biochemischen Analyse der beteiligten
Komponenten wird eine in silico-Modellierung
des Systems angestrebt, um das komplexe
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Das Zentrum fiir Synthetische Mikrobiologie wird vom Land Hessen
im Rahmen der Landes-Offensive zur Entwicklung Wissenschaftlich-
okonomischer Exzellenz (LOEWE) gefordert.
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