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Das Ziel der Synthetischen Biologie ist der rationale Entwurf und die Konstruktion von bio-
logischen Verfahren und Systemen mit gewiinschten Eigenschaften. Die Basis hierfiir ist
eine standig wachsende Anzahl von gut charakterisierten Biomolekiilen, die modular zu den
gewiinschten Systemen zusammengesetzt werden kénnen. In diesem Ubersichtsartikel soll
dargestellt werden, wie einzelne biologische Komponenten zu genetischen Schaltern und
Regelkreisen in tierischen Zellen kombiniert werden konnen, um damit neue Anwendungen
in der medizinischen Forschung zu er6ffnen. Im zweiten Teil wird dargestellt, wie die gene-
tischen Schalter aus der Synthetischen Biologie in die Materialwissenschaften iibertragen
werden kénnen, um dort neuartige Biomaterialien fiir zukiinftige biomedizinische Anwen-

dungen zu synthetisieren.

Die Grundlage komplexer synthetischer Gen-
Netzwerke in tierischen Zellen sind molekula-
re Schalter, die es ermdoglichen, die Aktivitat
eines Gens Uber einen externen Stimulus zu
steuern. Ein prominentes Beispiel eines sol-
chen Schaltersistdas sogenannte TET-System,
mit dem einzelne Gene Uber die Gabe des An-
tibiotikums Tetrazyklin an- oder abgeschaltet
werden konnen. Das TET-System basiert auf
dem Tetrazyklin-Repressor TetR sowie seiner
spezifischen Operator-Binde-Sequenz tetO.
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In Gegenwart steigender Tetrazyklin-Konzen-
trationen wird diese Protein-DNA-Interaktion
dosisabhadngig geschwacht. Solche Liganden-
abhangigen Protein-DNA-Paare konnen
verwendet werden, um die Genexpression in
tierischen Zellen durch verschiedene Prinzipi-
en zu steuern: In einer Repressions-basierten
Konfiguration verhindert die Bindung des
Repressors an seinen Operator die Aktivitat
eines konstitutiven Promoters (Abb. 1A),
wogegen die Zugabe des externen Stimulus

Abb. 1: Konstruktion und Anwendung synthetischer biologischer Schalter. (A) Repressions-
gesteuerter Schalter zur Kontrolle der Genexpression. Die Bindung des Tetrazyklin-
Repressors TetR an seine DNA Operatorsequenz (tetO) reprimiert die Expression des
Zielgens ZG (rotes Kreuz). Nach Zugabe von Tetrazyklin (rote Raute) 16st sich TetR von

tetO und der konstitutive Promotor (P

const:

) wird de-reprimiert (griiner Pfeil).

(B) Aktivierungs-gesteuerter Schalter zur Kontrolle der Genexpression. Der Tetra-
zyklin-Repressor TetR wird an eine Aktivierungsdomaine A fusioniert. Die Bindung
dieses chimaren Transkriptionsfaktors an den Operator tetO fiihrt zur Aktivierung
des Minimalpromoters P_._und zur Induktion der Genexpression. Durch Zugabe von
Tetrazyklin wird die TetR-tetO-Interaktion gehemmt, und die Genexpression wird

ausgeschaltet.
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die Protein-DNA-Bindung aufhebt und somit
die Genexpression wiederhergestellt wird.
In der sogenannten Aktivierungs-basierten
Konfiguration wird der Repressor an eine Ak-
tivierungsdomane fusioniert. Dieses chimare
Protein kann nun dazu verwendet werden, um
einen Minimalpromoter zu aktivieren, der an
eine entsprechende Operatorsequenz fusi-
oniert wurde. In dieser Konfiguration fiihrt
die Zugabe des externen Stimulus zu einer
Abschwachung der Genexpression, da das
aktivierende Protein von dem Zielpromoter
abgel6st wird (Abb. 1B).

Anwendungen biologischer Schalter
im Gesundheitsbereich

Entdeckung neuer Wirkstoffe gegen Antibio-
tika-resistente Bakterien: In diesem Beispiel
soll dargestellt werden, wie ein genetischer
Schalter in menschlichen Zellen dazu verwen-
det werden kann, um neue Wirkstoffe gegen
Antibiotika-resistente Bakterien zu entde-
cken. Die Verwendung tierischer Zellen hat
zum Vorteil, dass schon im ersten Screening-
Schritt Substanzen ausgeschlossen werden
kénnen, die entweder toxisch auf menschli-
che Zellen wirken oder die nicht in der Lage
sind, in menschliche Zellen einzudringen, was
besonders fir die Bekaimpfung intrazellularer
Krankheitserreger, wie zum Beispiel von Tu-
berkulosebakterien, notwendig ist.

In einer kiurzlich veroffentlichten Stu-
die’ wurde ein genetischer Schalter verwen-
det, um neue Wirkstoffe zu entdecken, die in
der Lage sind, die intrinsische Resistenz von
Tuberkulosebakterien gegen das Antibiotikum
Ethionamid auszuschalten. In Tuberkulose-
bakterien fiihrt die Interaktion des Repres-
sorproteins EthR mit seiner Operatorsequenz
OEthR zur Ethionamid-Resistenz. Daher wurde
die Hypothese aufgestellt, dass eine nieder-
molekulare Verbindung, die die EthR-OEthR-
Interaktion hemmt, zu einer Abschwachung
der Medikamentenresistenz fiihren sollte. Um
solche Wirkstoffe zu entdecken, wurde analog
zu dem Tetrazyklin-basierten System (Abb. 1B)
ein genetischer Schalter konstruiert, der auf
dem Repressorprotein EthR aus Mycobacteri-
um tuberculosis und seiner Operatorsequenz
OEthR beruht (Abb. 2). Dieser Schalter wurde
in menschlichen Zellen implementiert und
zum Screening einer chemischen Wirkstoffbi-
bliothek verwendet. In diesem Prozess wurde
der niedermolekulare Ester 2-Phenylethylbu-
tyratals Wirkstoff charakterisiert. Eristin der
Lage ist, in menschliche Zellen einzudringen,
hat keine offensichtlichen Nebenwirkungen
auf Zellen und istin der Lage, die Bindung von
EthRan seine Operatorsequenz zu inhibieren.
Nachfolgende Untersuchungen an Tuberku-
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Abb. 2: Genetischer Schalter zur Entdeckung von pharmazeutischen Wirkstoffen. Analog
zu dem Tetrazyklin-abhangigen genetischen Schalter (Abb. 1B) wurde der Repressor

EthR aus Mycobacterium tuberculosis sowie die dazugehérige Operatorsequenz O

EthR

verwendet, um die Expression des Zielgens sekretierte alkalische Phosphatase (SEAP)
zu kontrollieren. Dieses System kann verwendet werden, um in einer chemischen

Bibliothek Substanzen zu identifizieren, die in der Lage sind, EthR von O

wne ADZulOsen,

was durch eine erniedrigte SEAP-Expression angezeigt wird. Gleichzeitig knnen bei
dieser Suche Substanzen ausgeschlossen werden, die zytotoxisch sind oder die nicht

in der Lage sind, in Zellen einzudringen.

losebakterien zeigten, dass die Kombination
von Ethionamid und 2-Phenylethylbutyrat zu
einer effizienten Abtotung der Krankheits-
erreger flihrte, wogegen gleiche Konzentra-
tionen der individuellen Wirkstoffe keinen
abtotenden Effekt zeigten'.

Ein genetischer Regler zur Kontrolle
der Harnsaurekonzentration bei Gicht

Etwa1,4% der westlichen Bevolkerung leidet
an Gicht, welche durch eine zu hohe Konzent-
ration an Harnsaure im Blutserum verursacht
wird. Die daraus resultierende Kristallisation
von Harnsaure in Gelenken fiihrt zu schmerz-

Harnsdéire

vollen Entziindungsreaktionen und Gewe-
beschdaden. Auf der anderen Seite jedoch
stellt Harnsaure einen effizienten Schutz
gegen reaktive Sauerstoffradikale dar. In
einer kirzlich erschienenen Studie wurde ein
genetischer Regelkreis entwickelt, der zum
Abbau erhohter Harnsaurekonzentrationen
fuhrt, jedoch physiologische Harnsdure-
konzentrationen nicht beeinflusst. Dieser
Regelkreis basiert auf dem Deinococcus
radiodurans-Repressorprotein HucR und
seiner spezifischen Operatorsequenz hucO.
Diese Protein-DNA-Interaktion wird durch
pathologische Harnsaurekonzentrationen
geschwacht. Analog zu dem Tetrazyklin-
abhangigen Schalter (Abb. 1A) wurde ein

Harnséure

Zeit

Abb. 3: Regelkreis zur Kontrolle der Harnsdure-Homdostase bei der Gicht-Erkrankung. Analog
zu dem Tetrazyklin-abhédngigen Kontrollsystem (Abb. 1A) wurde basierend auf dem
HucR-Repressor und seinem oktameren Operator hucO, ein Harnsaure-induzierbarer
genetischer Schalter implementiert. Der Harnsdure-sensitive Repressor HucR wird als
Fusionsprotein mit dem transkriptionellen Silencer KRAB exprimiert. Dieser chimare
Transkriptionsfaktor kann an seine Operatorsequenz (hucO,) binden und die Expressi-
on der Harnsdureoxidase (U_,) reprimieren. Bei erhdhter Harnsdurekonzentration im
Medium steigt die intrazelluldre Harnsaurekonzentration, die durch das Transportpro-
tein URAT1 vermittelt wird (griiner Pfeil). Mit steigender intrazelluldrer Harnsaurekon-
zentration sinkt die Affinitat von HucR zu hucO,, und die Uratoxidase wird exprimiert
(Schema rechts oben) wodurch eine Absenkung der Harnsaurekonzentration erfolgt.
Sobald physiologische Konzentrationen dieses Metaboliten erreicht werden, bindet
HucR-KRAB wieder an hucO, woraufhin die Neuproduktion der Harnsaureoxidase
wieder reprimiert wird. Somit stellt dieses Netzwerk einen Regelkreis zur autonomen
Kontrolle der Harnsdurekonzentration dar.

8 | 12. Jahrgang | Nr. 6/2011

genetisches Kontrollsystem konstruiert, so
dass das Ziel-Gen nur bei erhéhten Harnsau-
rekonzentrationen angeschaltet wird (Abb. 3).
Dieser Schalter wurde nun zur Konstruktion
eines genetischen Regelkreises verwendet,
indem als Zielgen eine Harnsdaureoxidase
eingefligt wurde. In dieser Konfiguration
fihren erhéhte Harnsaurekonzentrationen
zur Produktion der Harnsaureoxidase, die
wiederum zum Abbau der Harnsaure fiihrt.
Bei physiologischen Harnsaurekonzentrati-
onen hingegen ist der genetische Schalter
inaktiv, und es wird keine Harnsaureoxidase
produziert (Abb. 3, rechts). Dieser Regelkreis
wurde in menschlichen Hela-Zellen imple-
mentiert, die anschlieflend in Alginatkapseln
eingebettet und in ein Gicht-Mausmodell
appliziert wurden. Es konnte gezeigt werden,
dass dieses System zur Absenkung patho-
logischer Harnsaurekonzentrationen sowie
zu einer Reduktion der Gicht-assoziierten
Entzliindungen flhrt2.

Verwendung genetischer Schalter zur
Synthese interaktiver Biomaterialien

Die oben aufgeflihrten Beispiele (fiir weitere
Beispiele siehe Referenzen [3] sowie [4]) zei-
gen das Anwendungspotential genetischer
Schalter in der Synthetischen Biologie. In
einer kirzlich erschienenen Studies wurde
jedoch auch eindriicklich gezeigt, dass diese
molekularen Schaltprinzipien nicht auf die
Biologie beschrankt sind, sondern ebenso
ein grofles Anwendungspotential in den
Materialwissenschaften besitzen, zum Bei-
spiel um Materialien mit extern steuerbaren
Eigenschaften herzustellens.

Dieser Transfer eines genetischen Schal-
ters aus der Synthetischen Biologie in die
Materialwissenschaften wurde exemplarisch
anhand des Tetrazyklin-Repressors TetR (Abb.
1A) gezeigt. Zur Synthese eines Tetrazyklin-
sensitiven Materials wurde sowohl TetR als
auch die Operatorsequenz tetO an lineares
Polyacrylamid gekoppelt. Durch Bindung von
TetR und tetO erfolgte somit eine Querver-
netzung der Polymerketten, was zur Ausbil-
dung eines stabilen Hydrogels fiihrte (Abb. 4).
Durch Zugabe von Tetrazyklin konnte dieses
Hydrogel dosisabhangig wieder aufgelost
werden. Es wurde gezeigt, dass sich dieses
Material als extern steuerbares Depot fir
Wachstumsfaktoren oder therapeutische
Protein verwenden lasst. Hierzu wurde als
Modelprotein Interleukin-4 eingebaut, und es
konnte gezeigt werden, dass die Freisetzung
dieses Proteins graduell Gber die Zugabe
steigender Tetrazyklin-Konzentrationen
gesteuert werden konnte (Abb. 4). Basierend
aufdiesem ersten Prototyp eines interaktiven
Materials das auf einem genetischen Schalter
aus der Synthetischen Biologie beruht, sollte
es nun moglich sein, Biomaterialien herzu-
stellen, die auf verschiedenste Stimuli re-
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Abb. 4: Konstruktion eines Tetrazyklin-sensitiven Hydrogels zur
induzierbaren Freisetzung eines Zielproteins. Das Hydrogel
besteht aus linearem Polyacrylamid das entweder mit dem
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Anwendungen ermoglichen.

Ausblick

Der rasante Wissensanstieg lber biologische Komponenten er-
moglicht das rationale Design und die Konstruktion synthetischer
biologischer Systeme mit gewlinschten Eigenschaften. Im Laufe des
vergangenen Jahrzehnts gelang es, grundlegende Designprinzipien
fir synthetische biologische Systeme zu erarbeiten, mit denen nun
erste Anwendungen der Synthetischen Biologie in der Gesundheits-
forschung realisiert werden konnten. Diese Anwendungen sowie
die Expansion der Synthetischen Biologie in andere Bereiche wie
die Materialwissenschaften zeigen eindriicklich das grofe Potential
dieser neuen Disziplin zur Entwicklung neuartiger Losungsansatze
fr unerfillte Herausforderungen.
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