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Copy, paste, repeat — Uber die
Synthese von Minimalzellen

LAURA I. WEISE, KAI LIBICHER, HANNES MUTSCHLER
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The creation of self-replicating minimal cells is a major goal in synthetic
biology and origin of life research. In order to be considered alive, a mini-
mal cell must have several characteristics such as the ability to repro-
duce and adapt to its environment. Our research focuses on genetic repli-
cation and evolution in such minimal systems.
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B Das Phdanomen Leben ist auf der Erde all-
gegenwartig; es umgibt uns in bemerkens-
werter Vielfalt von einfachen Mikroben bis
hin zu komplexen Mehrzellern wie uns selbst.
Doch was genau ist Leben tiberhaupt? Wie ist
es einst aus unbelebter Materie entstanden,
und konnen wir es auch selbst im Reagenz-
glas erzeugen? Diese sehr zentralen und her-
ausfordernden Fragen sind sowohl theore-
tisch als auch experimentell Gegenstand der
Synthetischen Biologie und der Origin-of-Life-
Forschung. Da die kleinste Einheit allen
bekannten Lebens die Zelle ist, konzentrie-
ren sich viele der intradisziplindren For-
schungsbemiihungen auf die Frage, ob und
wie es moglich ist, minimale Zellen mit
lebensdhnlichen Eigenschaften de novo zu
erschaffen.

Die Synthese einfacher, aber gleich-
zeitig auf spezifische Aufgaben zuge-

Essenzielle Eigenschaften und
Bestandteile einer Zelle

Die erstaunliche Komplexitat biologischer Sys-
teme basiert auf einer seit ungefahr vier Milli-
arden Jahren andauernden, graduellen evo-
lutiondren Optimierung. Trotzdem ist davon
auszugehen, dass zellulares Leben in seinen
grundlegenden Eigenschaften auch in ein-
facheren, vorhersagbaren Systemen imple-
mentiert und unterhalten werden kann [1].
Diese angestrebte de novo-Entwicklung von
einfachen Zellen erfordert aber zunéchst ein
genaues Verstandnis der essenziellen Eigen-
schaften und Bestandteile lebendiger Systeme.
Grundsatzlich muss jede lebende Zelle drei
Fahigkeiten besitzen: Selbsterhaltung, Repro-
duktion und Adaption [2]. Sie sind fiir den
Fortbestand und die fortwahrende Anpas-
sung in einer sich verdndernden
Umwelt unerlédsslich und basieren

Informations-
schnittener Zellen verspricht speicher auf drei Grundbausteinen (Abb. 1).
Zugang zu bisher ungeahnten Notwendig fiir die Reproduktion

biotechnologischen und medi-
zinischen Anwendungen.
Weiterhin wiirde uns die
Identifikation der Mini-
malausstattung leben-

diger Zellen ein
tieferes Verstdnd-
nis iber die
Entstehung des
Lebens auf

der Erde
ermog-

lichen.

Kompartiment
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und Adaption ist ein geneti-
sches Informationsverarbei-
tungssystem, das einen
wandelbaren zelluldren
Bauplan speichert und
repliziert. Fiir die

Selbsterhaltung einer Zelle ist weiterhin eine
physikalische Abgrenzung zur Umgebung not-
wendig: Die Einkapselung eines Reaktions-
raumes in eine spezifische Mikroumgebung
erlaubt, dass biochemische Reaktionen ohne
den Verlust einzelner Komponenten geschiitzt
und reguliert ablaufen konnen, und garan-
tiert damit eine zeitlich-raumliche Kopplung
zwischen einem Genom und seinen Produk-
ten. Daher ist es notwendig, auch minimale
kiinstliche Zellen mit einem oder mehreren
Kompartimenten zu versehen. Weiterhin
betrachten auch viele Forscher das Vorhan-
densein von Homoostase, also der Aufrech-
terhaltung und Regulation eines inneren
Gleichgewichtszustandes durch metabolische
Prozesse, als essenzielle Fahigkeit eines jeden
Lebewesens. Fiir die Konstruktion erster Pro-
totypen minimaler Zellen erscheint es aber
zunachst legitim, das Fehlen eines komple-
xen Metabolismus durch die externe Zugabe
wichtiger Bausteine experimentell zu iiber-
briicken.

Unsere Arbeitsgruppe konzentriert sich
daher gegenwartig auf die Entwicklung und
Charakterisierung kiinstlicher, zur Replika-
tion und Evolution fahiger genetischer Sys-
teme fiir Minimalzellen. Mit Hinblick auf
plausible Origin-of-Life-Szenarien untersuchen
wir weiterhin, wie deren Reproduktion ohne
die ausgekliigelte Proteinmaschinerie moder-
ner Zellen funktioniert haben konnte.

Protozellen als Modell fiir die
Entstehung des Lebens

Aufgrund fehlender fossiler Belege aus der
Geburtsstunde des Lebens ist es nicht mog-
lich, die Entstehung der ersten Zellen exakt
nachzuvollziehen. Die Origin-of-Life-Forschung
versucht daher, die Eignung plausibler che-
mischer und geologischer Szenarien mit Hin-

<« Abb. 1: Die Grundbausteine einer minimalen Zelle sind ein sich
replizierender genetischer Informationsspeicher, ein Metabolismus,
-~ um die erforderliche Energie und Bausteine zur dauerhaften
o ' b Selbsterhaltung zur Verfligung zu stellen, und ein Kompartiment,
R das als Schutz und Abgrenzung der zelluldren Mikroumgebung
dient.

Metabolismus
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<« Abb. 2: Beispiel
eines Szenarios zur
Vermehrung einfa-
cher Protozellen.
Wiederholtes Einfrie-
ren und Auftauen
(FT-Zyklen) von Ribo-
zymen und Vesikeln
kénnte eine Verbrei-
tung einfacher RNA-
Replikatoren inner-
halb von Komparti-
menten ermoglicht
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A Abb. 3: Workflow zur Entwicklung, Evolution und Erweiterung translationsgekoppelter Replika-
toren. Zunéchst werden die Replikatoren ausgehend von einfachen, in der Natur vorkommenden
Replikationsmaschinerien designt, optimiert und auf ihre Aktivitét in in vitro-Translationssyste-
men getestet. AnschlieBend wird das Genom durch iterative Zyklen gerichteter Evolution in kiinst-
lichen Kompartimenten verbessert und erweitert. Unser Fernziel ist die Erschaffung eines auto-
nomen Selbstreplikators, der von mdéglichst wenigen externen Faktoren abhéngig ist.

blick auf die Biogenese primitiven Lebens aus
einfachen Bausteinen zu iiberpriifen. Im expe-
rimentellen Fokus steht hierbei die Rekon-
struktion von ,Protozellen“ als Vorstufen kom-
plexen Lebens.

Eine der klassischen Hypothesen tiber den
Ursprung des Lebens ist die RNA-Welt-Hypo-
these [3]. Nach dieser konnten Protozellen
die Nukleinsdure RNA sowohl als Katalysa-
tor (Ribozym) als auch fiir die Speicherung
der Erbinformation verwenden. Erst mit der
Evolution der Proteinsynthese durch Riboso-
men, den komplexesten bekannten Ribozy-
men, und der Fahigkeit, groBe Informations-
mengen auf DNA-Ebene zu speichern, wurde
die Entwicklung moderner Zellen eingeleitet.
Vermutlich war dabei RNA auf ihrem evolu-
tionaren Werdegang von Beginn an nie allei-
ne, sondern von vorneherein auf eine mole-
kulare Kooperation mit einfachen Peptiden,
Fettsdauren und anderen Biomolekiilen ange-
wiesen. Darauf deuten auch die jiingsten
Ergebnisse aus dem Feld der prabiotischen
Chemie hin, die einen gemeinsamen chemi-
schen Ursprung aller Bausteine des Lebens
nahelegen [4].

In unserer eigenen Forschung untersuchen
wir, inwieweit es moglich ist, robuste Proto-
zellen mit RNA-basierten genetischen Syste-
men zu erzeugen, die auch ohne Proteine zur
Proliferation fahig sind. Es wird beispiels-
weise vermutet, dass periodische Umwelt-
veranderungen, wie Temperaturzyklen, eine
wichtige Rolle beim Entstehen des Lebens
gespielt haben. So gewdhrt das wiederholte
Einfrieren und Auftauen einfachster Ribo-
zyme diesen einen beachtlichen Aktivitits-
schub [5], der sich vermutlich zum Aufbau
selbstreplizierender RNA-Systeme nutzen
lasst. Gleichzeitig konnen einfache Mem-
branvesikel — als mogliche Hiille von Proto-
zellen — mithilfe solcher Frost-Tau-Zyklen Bau-
steine aus ihrer Umgebung aufnehmen, aber
auch ihren Inhalt mit anderen Vesikeln aus-
tauschen, ohne zerstort zu werden [6]. Daraus
lasst sich ein attraktives Szenario fiir die Ent-
stehung, aber auch die Vermehrung erster
einfacher Protozellen ableiten und zukiinftig
experimentell tiberpriifen (Abb. 2). So konn-
ten periodische Anderungen von Umweltbe-
dingungen erklaren, wie Ribozyme urspriing-
lich in Protozellen ,verpackt” wurden. Des

Weiteren bieten sie eine mogliche Erklarung,
wie RNA-Replikatoren sich ohne komplexe
Zellteilungsmechanismen innerhalb von Vesi-
kelpopulationen verbreiten konnten.

In komplementéren Szenarien liberpriifen
wir zusammen mit unseren Kollaborations-
partnern, ob ribozymbasierte Protozellen sich
auch aus komplett membranfreien Kompar-
timenten, den Koazervaten, bilden konnen.
Koazervate sind kugelformige Molekiilaggre-
gate, die sich durch elektrostatische Assozia-
tion von entgegengesetzt geladenen Makro-
ionen bilden und schon lange mit dem
Ursprung des Lebens in Verbindung gebracht
werden [7]. Kiirzlich konnten wir zusammen
mit zwei anderen Forschungsgruppen tat-
séchlich nachweisen, dass Ribozyme spontan
von Koazervaten aufgenommen werden, sich
in ihnen konzentrieren und dort auch kata-
lytisch aktiv sind [8].

Translationsgekoppelte Replikatoren
Wenn man sich weniger auf die prabiotische
Plausibilitit konzentriert und mehr auf das
Ziel, iiberhaupt eine minimale lebende Zelle
aus unbelebten Komponenten zu erschaffen,
konnen existierende Enzyme verwendet wer-
den. Die Verwendung dieser, den Ribozymen
katalytisch weit iberlegenen, Werkzeuge hat
allerdings ihren Preis: Sie erfordert die
Integration des Translationsapparats — einer
komplexen Maschinerie, die durch mehr als
100 Gene codiert wird. Da gegenwartig die
komplette Codierung und Selbstsynthese aller
an der Translation und Ribosomenbiogenese
beteiligten Komponenten auBerhalb natiir-
licher Zellen noch nicht moglich ist, bleibt die
Konstruktion einer sich replizierenden Mini-
malzelle weiterhin sehr anspruchsvoll [9].
Eine der vielen Herausforderungen hierbei
ist das Fehlen geeigneter minimaler Genome,
die sich in vitro replizieren und alle fiir die
Proteinexpression und Replikation bendotig-
ten Komponenten speichern kénnen.

Das macht es notig, sich zundchst der Ent-
wicklung robuster, aber nicht komplett autar-
ker ,Autoreplikatoren“ zu widmen. In unse-
rem Fall sind das zur Vervielfidltigung ihres
eigenen genetischen Materials fahige Repli-
kationsproteine (beispielsweise virale Repli-
kasekomplexe), die fiir ihre Synthese aller-
dings externe Hilfe bendtigen — durch von
auBen zugefiihrte Translationssysteme. Selbst
die Erstellung solch rekursiver, in vitro-trans-
lationsgekoppelter Replikatoren ist jedoch
nicht trivial, und die wiederholte, proteinba-
sierte Autoreplikation gelang bisher nur fiir
auBerst simple Genome [10, 11]. Wir erpro-
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A Abb. 4: Visualisierung der Autoreplika-
tion von DNA in Wasser-in-Ol-Emulsions-
tropfchen (200-fache VergroBerung). Die
DNA in den zellartigen Kompartimenten
wurde durch einen griinen Fluoreszenz-
farbstoff sichtbar gemacht.

ben daher eine Kombination aus computer-
gestiitztem Genomdesign und komparti-
mentierter in vitro-Evolution, um unter ande-
rem auch mithilfe der Mikrofluidik effi-
ziente sowohl auf RNA als auch auf DNA
basierende, erweiterbare Systeme zu erzeu-
gen (Abb. 3 und 4). Durch diesen Ansatz
sollen die Replikatoren Schritt fiir Schritt
immer komplexere genetische Frachten mit-
replizieren konnen und somit inkrementell
ihre Autonomie erhohen — beispielsweise
durch das genetische Codieren von Teilen
der Translationsmaschinerie oder einfachen
Stoffwechselwegen. Obwohl es noch eine
Vielzahl an Aufgaben zu bewiltigen gibt,
sind wir zuversichtlich, dass unsere For-
schung einen mafBgeblichen Beitrag zur
Erschaffung einer ,lebendigen® Zelle leis-
ten wird.
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