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1. Minimalzellen, kfnstliche Zellen und Protozellen
in der synthetischen Biologie

Der aufstrebende Forschungszweig der synthetischen
Biologie gilt als eines der großen Versprechen fgr die Bio-
technologie der Zukunft. Diese neuartige Herangehensweise
an die Biologie ist teilweise inspiriert durch den großen Erfolg
der synthetischen Chemie im vergangenen Jahrhundert, aber
auch durch die Vielzahl mechanistischer Erkenntnisse, die
gber Jahrzehnte in der Molekularbiologie und Gentechnik
gesammelt wurden. Derzeit ist die Biotechnologie begrenzt
auf natgrliche Produktionsorganismen, wie zum Beispiel mi-
krobielle Zellen, die enorm komplexe Systeme sind. Natgr-
liche biologische Systeme bestehen aus einer Vielzahl funk-
tioneller zellul-rer Elemente und Netzwerken mit einer gro-
ßen Anzahl von Komponenten, die eine inh-rente Redun-
danz und funktionelle Mehrdeutigkeit aufweisen. Mithilfe
synthetischer Biologie sollen einfachere biologische Gebilde
generiert werden, die im Gegensatz zu natgrlichen biologi-
schen Systemen mit hçchster Pr-zision vorhergesagt, mani-
puliert und gesteuert werden kçnnen.

Die Komplexit-t natgrlicher biologischer Systeme kann
als Produkt eines sehr langen evolution-ren „Wettrgstens“
zwischen verschiedenen Lebensformen in der Konkurrenz
um Ressourcen verstanden werden. Es ist jedoch keineswegs
klar, ob das Leben als solches, einschließlich seiner grundle-
genden Merkmale des Stoffwechsels und der Selbstreplikati-
on, nicht in viel einfacheren, vorhersagbaren Systemen im-
plementiert und betrieben werden kçnnte. Solche minimier-
ten Systeme wgrden vermutlich effizientere Maschinen fgr
die Umwandlung und Konservierung von Energie in Brenn-
und Wertstoffen, oder auch die Produktion von Medika-
menten und intelligenten Biomaterialien darstellen als her-
kçmmliche Wirtsorganismen wie Mikroben. Dies ist die zu-
grundeliegende Hypothese vieler Forschungsans-tze, die un-
ter dem Begriff der „Minimalzelle“ zusammengefasst sind.

Die Suche nach minimalen Zellen, die eine Effizienzma-
ximierung in biotechnologischen Prozessen ermçglichen,
steht daher seit vielen Jahren im Vordergrund der syntheti-

schen Biologie. Teams wie die Venter-
Gruppe, die gber vçllig neue Mçg-
lichkeiten der DNA-Synthese verfg-
gen,[1] haben bereits große Erfolge
dahingehend erzielt, die minimale
Zahl an essentiellen Genen durch Top-
Down-Gen-Knockout zu reduzieren.
Dadurch konnte beispielsweise das
gesamte, etwa um die H-lfte an Genen
reduzierte Genom eines Mikroorga-
nismus konstruiert werden, das in der
Lage ist, die essentiellen Funktionen
der ursprgnglichen Zelle nahezu voll-
st-ndig zu gbernehmen.

Obwohl diese Studien es grund-
s-tzlich ermçglichen kçnnen, ein mi-
nimalisierte Wirtszelle zu entwickeln,
sind sie aufgrund ihrer Vorgehenswei-
se nicht dazu geeignet, einen hinrei-
chenden Satz an Funktionselementen
zu definieren, der zum Aufbau eines

Ein großes deutsches Max-Planck-Forschungskonsortium („Max-
SynBio“) untersucht lebende Systeme aus fundamentaler Perspektive.
Das Forschungsprogramm von MaxSynBio verfolgt dabei aus-
schließlich einen „Bottom-up“-Ansatz in der synthetischen Biologie:
Es konzentriert sich auf die detaillierte Analyse und das Verst-ndnis
essentieller Lebensprozesse, indem es diese Prozesse als elementare
Module in minimalen synthetischen Systemen rekonstituiert. Das ul-
timative Ziel von MaxSynBio ist es, eine lebende Zelle komplett aus
nicht lebenden Komponenten zu konstruieren. Die grundlegenden
Erkenntnisse aus den Aktivit-ten in MaxSynBio kçnnen auf lange
Sicht zur Etablierung neuer biotechnologischer Verfahren fghren, die
auf synthetischen Zellkonstrukten basieren. Langfristig kçnnten da-
durch Organismen ersetzt werden, die derzeit in der konventionellen
Biotechnologie Verwendung finden.
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lebenden Systems von Grund auf erforderlich w-re. Ein sol-
cher De-novo-Ansatz findet sich eher in intellektueller
Nachbarschaft des „Origin-of-Life“-Feldes, wo es darum
geht, die Schlgsselkomponenten einer historisch plausiblen
Protozelle zu identifizieren. Dementsprechend wurden viele
Arbeiten zur Bildung, zum Wachstum und zur Teilung von
Membranvesikeln,[2] zur Replikation von Nukleins-uren in
Protozellen[3] und zur primitiven Biokatalyse[4] von „Origin-
of-Life“-Forschern vorangetrieben, die sich notwendigerwei-
se eines solchen „Bottom-up“-Ansatzes bedienen mgssen.

Die grundlegenden Frage, die den Kern aller Lebenswis-
senschaften betrifft, n-mlich was Leben eigentlich ausmacht
und wie es in einem minimalen System rekonstruiert werden
kçnnte, werden in der aktuellen Forschung zur synthetischen
Biologie derzeit nur am Rande behandelt. Obwohl Proto-
zellen grunds-tzlich in allen Definitionen der synthetischen
Biologie enthalten sind, gibt es bisher nur wenig aktive For-
schung auf diesem Gebiet. Ursache als auch Konsequenz war
dabei der vergleichsweise langsame Fortschritt der Proto-
zellforschung in den letzten zehn Jahren, ganz im Gegensatz
zu synthetisch-biologischen Top-down-Ans-tzen, die die
Entwicklung fortgeschrittener genetischer Schaltkreise durch
Gentechnik in Organismen auf Systemebene vorantrieben.

Das ist sicherlich darauf zurgckzufghren, dass biologische
Systeme wie fast alle autonomen Systeme generell sehr viel
leichter manipuliert als grunds-tzlich verstanden werden
kçnnen. Die bisherige Unterrepr-sentierung des „Bottom-
up“-Ansatzes ist auch die Folge eines bis vor kurzem nur
m-ßigen Interesses an der synthetischen Biologie seitens
anderer naturwissenschaftlicher Disziplinen wie der Chemie
und Physik. Obwohl an der Schnittstelle zwischen Chemie
und Biologie sowie Physik und Biologie in den letzten Jahr-
zehnten enorme Fortschritte erzielt wurden, haben sich bis-
lang nur einzelne Gruppen weltweit daran versucht, wesent-
liche Merkmale lebender Systeme von unten nach oben zu
rekonstruieren, w-hrend die gberwiegende Mehrzahl grçße-
rer Konsortien derzeit vor allem eine anwendungsorientierte
synthetische Biotechnologie anstrebt. Unsere kgrzlich ge-
grgndete MaxSynBio-Initiative kann also durchaus als Vor-
reiter einer gberf-lligen Entwicklung verstanden werden.

In MaxSynBio werden wir die synthetische Biologie aus
der Perspektive der Grundlagenforschung betrachten. Unser
prim-res Ziel ist eine echte „Bottom-up“-Synthese hin zu
minimalen lebenden Systemen durch sukzessive Konstrukti-
on komplexer Funktionalit-ten aus gut charakterisierten

funktionellen Molekglen, Netzwerken und Modulen. In die-
sem Kurzaufsatz werden wir die vielf-ltigen Aufgaben und
Aspekte unserer Forschungsinitiative diskutieren, die derzeit
als 6-Jahres-Projekt durchgefghrt wird, sich aber sicherlich
auf einen viel grçßeren Zeitrahmen erstrecken muss, um ihre
Ziele zu erreichen. Wir werden auch kurz auf den Stand der
Technik in den einzelnen Forschungszielen eingehen, von
denen viele derzeit von anderen Gruppen und Konsortien
weltweit verfolgt werden.

2. Wie und was wird von unten nach oben
entwickelt?

Lebende Organismen sind komplexe, sich selbst organi-
sierende Systeme mit folgenden wichtigen Eigenschaften:
· Sie bestehen aus Teilsystemen.
· Sie tauschen st-ndig Materie und Energie mit ihrer Um-

gebung aus.
· Sie organisieren sich selbst und regulieren ihre raumzeit-

lichen Eigenschaften.
· Sie kçnnen sich selbstst-ndig bewegen, wachsen und sind

entwicklungsf-hig.
· Sie sind fortpflanzungsf-hig.
· Sie reagieren auf und kommunizieren mit ihrer Umge-

bung.

Um die Komplexit-t der zu untersuchenden Objekte
handhabbar zu halten, zielen wir in erster Linie nicht auf die
Rekonstruktion einer gesamten synthetischen Zelle ab.
Stattdessen ist unsere Forschung anhand der folgenden Liste
von Kriterien bzw. Teilprozessen strukturiert, die unserer
Ansicht nach fgr die Existenz lebender Zellen konstitutiv
sind:

Energieversorgung : Alle aktiven Prozesse in lebenden
Systemen bençtigen eine kontinuierliche Versorgung mit
Energie und Materialien, entweder aus der extrazellul-ren
Umgebung oder aus anderen Teilsystemen. In vielen F-llen
ist die Energieversorgung und -speicherung eng mit dem
Zellstoffwechsel verbunden, d.h. mit der enzymatisch ge-
steuerten Umwandlung von Energie in chemische Substan-
zen, die fgr bestimmte Prozesse und Subsysteme bençtigt
werden, oder mit der Umwandlung von N-hrstoffen in leicht
verfggbare Energiekomponenten, die zur Erfgllung zellul-rer
Funktionen bençtigt werden.

Petra Schwille promovierte 1996 bei Man-
fred Eigen am MPI ffr Biophysikalische
Chemie in Gçttingen. Nach einem Postdok-
torat an der Cornell University (Ithaca, NY)
grfndete sie 1999 eine eigene Forschungs-
gruppe am MPI Gçttingen und nahm 2002
eine Professur am Lehrstuhl ffr Biophysik
am BIOTEC der TU Dresden an. 2011 wur-
de sie zum Mitglied der Max-Planck-Gesell-
schaft und zur Direktorin des MPI ffr
Biochemie, Martinsried, ernannt. Ihre For-
schung reicht von der Einzelmolekfl-Biophy-
sik bis hin zur synthetischen Biologie
kfnstlicher Zellen.

Kai Sundmacher promovierte 1995 an der
Technischen Universit-t Clausthal. 1999
wurde er Professor ffr Systemverfahrens-
technik an der Otto-von-Guericke-Universi-
t-t Magdeburg. Seit 2001 ist er Direktor
und wissenschaftliches Mitglied des MPI ffr
Dynamik komplexer technischer Systeme in
Magdeburg. Seine Forschungsinteressen gel-
ten der Entwicklung nachhaltiger Produk-
tionssysteme in der Chemie und
Biotechnologie, erneuerbaren Energiesyste-
men und synthetischen Biosystemen.
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Stoffwechsel : Stoffwechselprozesse sind das Markenzei-
chen des Lebens. Neben ihrer grunds-tzlichen Bedeutung
sind sie von zentraler Bedeutung fgr industrielle Produkti-
onsprozesse. Metabolische Reaktionskaskaden und Netz-
werke in biologischen Zellen sind von beeindruckender
Komplexit-t. In MaxSynBio wollen wir eine voll funktions-
f-hige Stoffwechselkaskade rekonstruieren und gleichzeitig
deren Komplexit-t auf ein Minimum reduzieren. Als Beweis
des Prinzips, aber auch um eine praktische Anwendung zu
demonstrieren, konzentrieren wir uns auf den CETCH-Zy-
klus, einen synthetischen Reaktionsweg, der CO2 abtrennt
und in organische Verbindungen umwandelt.

Wachstum : Der Begriff Wachstum wird hier im Zusam-
menhang mit der Zellentwicklung verwendet, d.h. er bezieht
sich vor allem auf die Volumenzunahme einer einzelnen
Zelle. Das Zellwachstum kann entweder durch allm-hliche
Gewinnung von Material aus dem extrazellul-ren Medium
oder durch Fusion erfolgen. Das Wachstum geht oft der
Zellteilung voraus. Wir betrachten beide Prozesse als
Schlgsselph-nomene proliferierender Zellen.

Replikation und Division : Eine Mutterzelle teilt sich und
produziert zwei Tochterzellen. Bevor eine Teilung erfolgen
kann, mgssen die in den Chromosomen gespeicherten geno-
mischen Informationen repliziert und das duplizierte Genom
zwischen den Zellen aufgeteilt werden. Generell gilt die
Selbstreplikation eines Informationstr-gers als der wichtigste
urs-chliche Prozess, der fgr die Entstehung von Leben not-
wendig ist. In einer synthetischen Zelle kann dieser Infor-
mationstr-ger DNA sein, die mithilfe von Polymerasen re-
pliziert wird. Alternativ kçnnte auch ein selbstreplizierendes
RNA-basiertes System fgr einfachere zellul-re Designs ver-
wendet werden. Eine Art von Teilungsmechanismus ist die
bin-re Spaltung, bei der das Erbgut zu gleichen Teilen in zwei
Tochterzellen zerlegt wird. Um sich zu teilen, muss eine Zelle
daher polarisiert, d.h. r-umlich geordnet werden. Die Zell-
polarit-t kann auf Unterschieden in Form, Struktur und
Funktion von Zellen basieren. Fast alle Zelltypen bilden Po-
larit-tsmuster, die es ihnen ermçglichen, spezialisierte
Funktionen r-umlich zu trennen.

Signalgbertragung und Motilit-t : Neben der Kontrolle
des Zellwachstums und der Differenzierung ist die Morpho-
genese einer der grundlegenden Aspekte der Biologie. Sie
bewirkt, dass eine Zelle sich polarisiert oder ein Organismus
seine Form entwickelt. Morphogenetische Reaktionen kçn-
nen durch Chemikalien oder mechanische Signale aus der
Umwelt sowie durch Zell-Zell-Interaktionen hervorgerufen
werden. Diese Reize lçsen eine spontane und aktive Reaktion
der Zellen aus, z.B. Adh-sion an Oberfl-chen, gerichtete
Bewegung innerhalb ihrer Umgebung oder Zytoskelettorga-
nisation, die wiederum die Teilung beeinflusst.

Im Rahmen von MaxSynBio fassen wir die Gesamtheit
der oben genannten Lebensvorg-nge unter dem Begriff
„minimales Zellsystem“ zusammen. Die Kombination dieser
Prozesse ist die Voraussetzung fgr ein funktionierendes Le-
bewesen. Das minimale Zellsystem basiert auf allen oben
genannten Schlgsselaspekten, wobei die sehr wichtige Aus-
gangsbedingung der Kompartimentierung bzw. r-umlichen
Unterteilung gegeben ist. Fast alle Lebensprozesse finden in
Kompartimenten (oder Subkompartimenten) statt, die aus

Membranstrukturen bestehen, die wiederum durch einge-
bettete Proteine funktionalisiert sind. Dieser Kompartimen-
tierung verdanken es lebende Systeme unter anderem, dass
sie weit abseits des thermodynamischen Gleichgewichts ar-
beiten kçnnen. Aus diesem Grund mgssen auch synthetische
Lebensprozesse in zell-hnlichen Mikrokompartimenten re-
konstituiert werden.

Grunds-tzlich gibt es keine Einschr-nkungen hinsichtlich
der zu verwendenden Molekgle und Materialien. Im Hinblick
auf die Art der Funktionselemente, die die geforderten
komplexen Eigenschaften gberhaupt umsetzen kçnnten,
bietet es sich jedoch an, zun-chst auf bereits bekannte Bio-
molekgle, und hier vor allem Proteine, zu setzen. Die effizi-
ente Erzeugung und Rekonstitution von funktionellen Pro-
teinen in zellfreien Umgebungen ist daher von grçßter Be-
deutung und wahrscheinlich die grçßte Herausforderung fgr
Unternehmungen wie dieser. Allerdings muss jeder zukgnf-
tige Engineering-Ansatz auch mçgliche nicht-natgrliche
Analoga von Funktionselementen in Betracht ziehen. Dar-
gber hinaus mgssen intelligente neue Laborroutinen einge-
setzt werden, um flgssigkeitsbasierte Systeme im Maßstab
von Zellen zu assemblieren. Die Bedeutung neuer nano- und
mikrofluidischer Handhabungsroutinen in der Bottom-up-
synthetischen Biologie kann daher nicht gbersch-tzt werden.
Wir werden kurz auf diese Aspekte eingehen und erl-utern,
wie wir sie in unserer Initiative einsetzen werden (Abbil-
dung 1).

Es liegt auf der Hand, dass nur ein wirklich interdiszi-
plin-res Forscherteam versuchen kann, all diese Aufgaben
gemeinsam zu lçsen. Wichtig ist, dass eine solche synthetische
Herangehensweise an biologische und biomimetische Syste-
me nicht nur eine technische Herausforderung darstellt,
sondern auch der :ffentlichkeit angemessen vermittelt wer-
den muss, da sie auf verschiedenen Reflexionsebenen mit
gerechtfertigten und ungerechtfertigten ingsten oder star-
ken ethischen Bedenken konfrontiert sein kann. Zu unserem
Konsortium gehçren daher auch Partner aus den Geistes-
wissenschaften, die unsere wissenschaftliche Arbeit bewusst
und mit entsprechenden ethischen 3berlegungen begleiten.

Im Folgenden skizzieren wir kurz, welche besonderen
Ziele und Probleme im Allgemeinen angegangen werden
mgssen, und wie wir sie anzugehen gedenken.

2.1. Energieversorgung

Ein einzigartiges Merkmal lebender Zellen ist die F-hig-
keit, Energie aus ihrer Umgebung zu gewinnen und diese
Energie fgr Aktivit-ten wie Wachstum, Bewegung oder
Fortpflanzung zu nutzen. Im Allgemeinen wird die Energie
von N-hrstoffen (in der Zellatmung) oder Licht (in der
Photosynthese) gber Atmungs- oder photosynthetische
Elektronentransferketten in einen Protonengradienten gber
die Zellmembran umgewandelt, der schließlich fgr die Syn-
these von Adenosintriphosphat (ATP) genutzt wird. Um le-
bens-hnliche Prozesse in synthetischen Zellen aufrechtzuer-
halten, ist eine kontinuierliche Energiezufuhr erforderlich.
Daher ist es unser Ziel, Energiergckgewinnungsmodule zu
entwerfen und zu bauen, die dazu bestimmt sind, einer
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kgnstlichen Zelle kontinuierlich Energie in Form von ATP
zuzufghren.

In der Natur ist die ATP-Regeneration an Nikotinamid-
Kofaktoren (NAD(H) oder NADP(H)) gekoppelt. In man-
chen Archaeen kçnnen diese Prozesse jedoch entkoppelt
werden, wenn der fgr die ATP-Synthese notwendige Proto-
nengradient durch die lichtgetriebene Protonenpumpe Bak-
teriorhodopsin (BR) erzeugt wird. Bisher wurden nur wenige
Versuche zur Nachahmung der Energieregeneration unter In-
vitro-Bedingungen berichtet.[5] Die meisten von ihnen kon-
zentrieren sich auf die Umwandlung von Lichtenergie in
ATP.[5a–c] Die Kombination von ATP-Synthase (ATPase) und
BR erregte dabei große Aufmerksamkeit.[5b] Vor kurzem
wurde eine Kombination aus Photosystem II, einem Prote-
inkomplex, der in der Lage ist, Wasser photokatalytisch zu
spalten, und ATPase fgr die lichtbetriebene ATP-Regenera-
tion gezeigt. Die chemische Energieumwandlung in ATP
wurde dagegen weniger untersucht.[5d] Bisher konnte kein
synthetisches System nachgewiesen werden, das in der Lage
ist, aus einem importierten Substrat (z. B. Glukose) chemi-
sche Energie umzuwandeln, das mit der ATP-Regeneration
gber Nikotinamid-Kofaktoren-Recycling gekoppelt ist. Ni-
cotinamid-Kofaktoren sind die h-ufigsten Redox-Kofaktoren
in lebenden Systemen. Sie sind an vielen enzymatischen

Umwandlungen beteiligt, und ihr Recycling ist von hoher
Praxisrelevanz.

Die Literaturbeispiele zeigen bereits, dass das Thema
Energieversorgung in synthetischen Bottom-up-Systemen
weitgehend ungelçst ist. Die Assemblierung von syntheti-
schen Energieumwandlungssystemen aus biologischen und
chemischen Komponenten ist eine Aufgabe von erheblicher
Komplexit-t. Um sie zu bew-ltigen, sind intelligente Verein-
fachungen erforderlich. Unser Ziel ist es, solche Strategien fgr
die Generierung von Funktionsteilen und deren Integration
in Funktionsmodule zu entwickeln. Unser funktioneller An-
satz besteht aus einem Membranprotein oder einem chemi-
schen Katalysator, der in einen geeigneten Container (ein
Membrankompartiment oder ein Hybridvesikel aus Polyme-
ren) eingebettet ist. Als ersten Schritt in diese Richtung ha-
ben wir eine mikrofluidische Hochdurchsatzmethode adap-
tiert, um stabile, definierte Liposomen, sogenannte trçpf-
chenstabilisierte riesige unilamellare Vesikel (dsGUVs) zu
erzeugen und mit ATPase zu funktionalisieren.[6] Das Anle-
gen eines pH-Gradienten bewirkt hier dann idealerweise die
Produktion von ATP. Weiterhin wurde ein komplexes, che-
misch energiebetriebenes ATP-Regenerationsfunktionsmo-
dul, ein kgnstliches Mitochondrium, konzipiert.[7]

2.2. Stoffwechsel

Der Stoffwechsel ist die dynamische Chemie der Zellen,
die Energie und Bausteine fgr die drei- und vierdimensionale
Selbstorganisation des Lebens liefert. In der Zelle ist der
Stoffwechsel als komplexes Zusammenspiel von Katalysato-
ren („Enzymen“) und Substraten („Metaboliten“) organi-
siert. Langfristiges Ziel von MaxSynBio ist es, komplexe
Stoffwechselnetzwerke innerhalb definierter Kompartimente
aufzubauen, die mit bekannten Energiemodulen gekoppelt
werden kçnnen. Aus anwendungstechnischer Sicht ist der
Aufbau von Multi-Enzym-Kaskaden in Kompartimenten ein
attraktives Zwischenziel auf dem Weg zu minimalen „Zell-
fabriken“ fgr die maßgeschneiderte Herstellung von er-
wgnschten Verbindungen. Solche mehrstufigen Prozess-
schritte kçnnten als Alternative zu herkçmmlichen Top-
down-Bemghungen in der Biotechnologie dienen, wie z. B.
dem „Metabolic Engineering“ von Mikroorganismen.

Unsere Bemghungen, minimale Stoffwechselkomparti-
mente zu schaffen, werden durch jgngste Entwicklungen be-
fçrdert. Einerseits wurde bereits gezeigt, dass Enzyme und
chemische Reaktionsnetzwerke im definierten Raum von
Polymeren und Vesikeln eingebracht, kontrolliert und funk-
tionell gehalten werden kçnnen.[6,8] Andererseits ist auch der
Aufbau komplexer Reaktionsnetzwerke zur Herstellung von
erwgnschten Verbindungen in vitro prinzipiell mçglich. Be-
merkenswerte Beispiele sind die Verwendung komplexer
Enzymkaskaden in vitro zur Herstellung von Monoterpenen,
Isobutanol bzw. Polyhydroxybutyrat aus Glukose als Aus-
gangsstoff.[9]

W-hrend es in jgngster Zeit Fortschritte bei der Rekon-
struktion und Kontrolle komplexer Enzymnetzwerke in vitro
gab, konzentrierten sich die meisten Ans-tze bisher auf die
Nutzung natgrlich vorhandener Reaktionskaskaden. Das

Abbildung 1. In MaxSynBio werden wesentliche Merkmale und Prozes-
se eines so genannten „minimalen Zellsystems“ (Kompartimentierung,
Proteinexpression, Energieumwandlung, Stoffwechsel, Wachstum, Re-
plikation und Teilung, Signalisierung und Motilit-t) zum besseren Ver-
st-ndnis natfrlicher Zellen synthetisiert. Die Systemsynthese basiert
auf natfrlichen und nicht-natfrlichen Komponenten und sollte lang-
fristig durch computergestftzte Entwurfswerkzeuge unterstftzt wer-
den, die minimale Systemdesigns ermçglichen. Die Realisierung der
Entwfrfe wird durch spezielle Technologieplattformen (Proteinexpressi-
on, Mikrofluidik) unterstftzt. Der gesamte Bottom-up-Workflow der
synthetischen Biologie wird ferner unter ethischen und gesellschaftli-
chen Gesichtspunkten betrachtet und bewertet.
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volle Potenzial der synthetischen Biologie kann jedoch erst
dann ausgeschçpft werden, wenn es mçglich wird, maßge-
schneiderte nichtnatgrliche Reaktionsnetzwerke rationell
zusammenzustellen. In einem „Proof-of-Principle“ haben wir
kgrzlich einen synthetischen Weg zur Abscheidung und
Umwandlung von Kohlendioxid entwickelt und realisiert.
Der so genannte CETCH (Crotonyl-Coenzym A (CoA)/
Ethylmalonyl-CoA/Hydroxybutyryl-CoA)-Zyklus ist ein
metabolisches In-vitro-Netzwerk von 17 Reaktionen, das mit
Enzymen aus neun verschiedenen Organismen aufgebaut
wurde.[10] W-hrend es mçglich war, eine einfache Version des
CETCH-Zyklus durch das Konzept der metabolischen Re-
trosynthese zu entwerfen und zusammenzustellen,[11] war ein
robuster Betrieb des Systems erst nach mehreren Optimie-
rungsrunden mçglich, die das Enzym(re-)design und das
Prinzip des metabolischen Korrekturlesens umfassten.[11, 12] In
seiner Version 5.4 ist der kgnstliche CO2-Fixierungszyklus
etwas schneller und bençtigt 20% weniger Energie pro fi-
xiertem CO2 als der natgrliche Calvin-Zyklus, auf dem die
Photosynthese beruht.

Die n-chsten Anstrengungen konzentrieren sich auf die
weitere Optimierung des CETCH-Zyklus mit modellbasier-
ten Ans-tzen, wie sie aus der Verfahrenstechnik bekannt sind,
sowie auf die Kopplung des kgnstlichen Reaktionsnetzes an
Energie- (und Kofaktor-) Regenerationsmodule,[7] um dessen
kontinuierlichen Betrieb zu ermçglichen. Insgesamt zielen
diese Ans-tze darauf ab, eine synthetische Alternative zur
photosynthetischen CO2-Fixierung zu etablieren, um das
Treibhausgas CO2 als zukgnftigen Kohlenstoff-Rohstoff fgr
eine nachhaltige, kohlenstoffarme Bio-Wirtschaft zu nutzen.

2.3. Wachstum

Das Wachstum der protozellul-ren Kompartimente kann
entweder durch Fusion oder durch allm-hliche Materialge-
winnung von außen erfolgen. Neben der reinen Volumen-
vergrçßerung liefert das Wachstum neue Energie, Informa-
tionen und N-hrstoffe fgr die Entwicklung der Zellen. Im
Rahmen von MaxSynBio entwickeln wir verschiedene Stra-
tegien fgr das Wachstum von Trçpfchen, Liposomen und
Polymeren als vollsynthetische Analoga (Abbildung 2).

Vesikel stellen eine relativ enge Ann-herung an lebende
Zellen bzw. deren Organellen dar. Die bahnbrechenden
Studien zum Vesikelwachstum[13] stgtzten sich haupts-chlich
auf Fetts-uremizellen und Vesikel, die als Protozellmodelle
umfassend untersucht wurden. Die spontane Aufnahme von
Fetts-uren in vorgeformte Vesikel wurde oft als primitiver
Wachstumsmechanismus angesehen. W-hrend jedoch Fett-
s-uren effizient eingebaut werden, sind Phospholipide, die
Hauptbestandteile moderner Zellmembranen, hochgradig
unlçslich, und dieser Wachstumsmechanismus ist nicht an-
wendbar. Auch der Einbau von Membranproteinen in Fett-
s-ure-Doppelschichten sowie die Vollsynthese von Proteinen
in speziellen Einzelf-llen wurde erreicht.

Die kontinuierliche Suche nach realistischen Protozell-
modellen auf Basis natgrlicher Phospholipide hat dazu ge-
fghrt, dass Phospholipide in der Regel von außen zugefghrt
werden. Das Vesikelwachstum wird z. B. durch Zugabe eines

kationischen Vorl-ufers, der durch einen in die Membran
eingebetteten Katalysator zu einem Membranlipid hydroly-
siert wird, nachgewiesen.[14] Diese recht exotische Chemie der
Membranlipide kann jedoch Wechselwirkungen von und mit
anderen biologischen Spezies (z. B. Membranproteinen) be-
hindern. Bei authentischen Phospholipiden wurde die Vesi-
kelvergrçßerung daher auch durch eine physikalische Vesi-
kelfusion erreicht, die durch verschiedene Auslçser initiiert
werden kann.[15] So kçnnte die Membranfusion als einfacher
Wachstumsmechanismus nicht nur zur Vergrçßerung der
Membranfl-che, sondern auch zur Versorgung anderer not-
wendiger chemischer Spezies eingesetzt werden.

Unser vorrangiges Ziel ist es, eine dynamische und kon-
trollierte Volumenvergrçßerung der Mikrokompartimente zu
erreichen. Die verschiedenen mçglichen Modellcontainer auf
Basis von Fetts-uren, Phospholipiden oder Polymeren erfor-
dern konzeptionell unterschiedliche Ans-tze, sind aber alle
weitgehend auf Konzentrationsgradienten als treibende
Kr-fte, elektrostatische Wechselwirkungen und Licht als -u-
ßere Reize, sowie deren Kombination, angewiesen. Das
kontrollierte Wachstum von Trçpfchen kann durch Koales-
zenz von zwei Trçpfchen mittels mikrofluidischer oder opti-
scher Manipulation erreicht werden. Bei Vesikeln setzen wir
auf osmotische, elektrostatische und andere Reize, die durch
Membranspannung moduliert werden. Das Wachstum von
Polymerisaten erfolgt anhand responsiver Nanopartikel, die
amphiphiles Material enthalten, das bei Anwendung eines
Reizes freigesetzt und in die Polymermembran integriert
wird. Letzteres fghrt dann zum Grçßenwachstum der Vesikel.

2.4. Replikation und Division

Teilung und Replikation sind die offensichtlichsten und
markantesten Merkmale lebender Zellen. Diese beiden
Hauptaspekte sind funktional getrennt, mgssen aber fgr die
erfolgreiche Generierung von Nachwuchs aufeinander abge-
stimmt werden: in eine dramatische mechanische Transfor-
mation, die zur vollst-ndigen Aufspaltung eines Komparti-
ments fghrt, und eine Replikation des Genoms, dessen Ko-

Abbildung 2. Schematische Darstellungen des modularen Engineering-
Ansatzes ffr die Bottom-up-Assemblierung von zellartigen Komparti-
menten, die A) wachsen kçnnen, B) sich teilen, C) Energie und Kr-fte
erzeugen und D) zellul-re Funktionen wie Adh-sion und Migration er-
ffllen.
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pien ad-quat auf die beiden neuen Kompartimente verteilt
werden mgssen. In modernen Zellen widmen sich große
Proteinmaschinerien der r-umlichen Organisation und Or-
chestrierung dieser Prozesse. Die vollst-ndige Rekonstitution
eines replizierenden und sich teilenden Membranraums mit
genomischer DNA bleibt somit eine große Herausforderung
fgr die Herstellung einer kgnstlichen Protozelle. Dargber
hinaus erfordert die Selbstreplikation einer lebenden Zelle
auf Proteinbasis die Replikation und Synthese von mehr als
hundert aktiven Genen, die fgr die Translation und Riboso-
menbiogenese bençtigt werden[16] – eine monumentale Auf-
gabe, deren Erfgllung noch weit entfernt ist. Die Replikation
und Teilung von semiautonomen zellul-ren Designs konnte
jedoch in vitro durch translationsgekoppelte Replikation von
Minimalgenomen auf DNA-Basis erreicht werden. RNA ist
ein attraktiver alternativer Informationstr-ger, der die
Selbstreplikation und sogar die Evolution in zell-hnlichen
Systemen unterstgtzen kann.[17] Es bleibt zu erforschen, wie
solche selbstreplizierten RNA-Molekgle zuverl-ssig in den
Tochterzellen getrennt werden kçnnen.

Spannende Arbeiten im Sinne einer Kopplung von
Kompartimentwachstum und -teilung wurden mit von Fett-
s-urevesikeln umschlossener RNA durchgefghrt.[2b] Auf-
grund ihrer relativ geringen Stabilit-t und „Undichtigkeit“
haben Fetts-urevesikel jedoch nur ein begrenztes Potenzial
fgr die Implementierung anspruchsvollerer funktionaler
(Protein-)Module, und Vesikel aus Phospholipiden bieten
eine deutlich grçßere funktionelle Variabilit-t.

In den letzten Jahren hat man erkannt, dass biochemische
Makromolekgle im Zellinneren auch membranlose Kom-
partimente (Trçpfchen) durch Flgssigphasen-Entmischung
bilden kçnnen.[18] Beispiele hierfgr sind die Proteine PGL-3
und FUS,[19] die in Lçsung spontan zu tropfenfçrmigen
Kompartimenten kondensieren und sich auf diese Weise von
ihrer Umgebung abtrennen. Diese Trçpfchen kçnnen durch
st-ndige Aufnahme von Material aus der Umgebung wach-
sen, und es gibt Hinweise, dass sie sich unter bestimmten
Umst-nden auch teilen. Damit stellen sie ein weiteres viel-
versprechendes Konzept fgr den Bau eines kgnstlichen mi-
nimalen Zellsystems dar.[20]

Im Hinblick auf die mechanische Umwandlung von
Phospholipidkompartimenten wurde in den letzten Jahren
viel an der Rekrutierung von lokal membrantransformieren-
den Proteinhgllen und -maschinerien auf Riesenvesikeln
(GUVs) gearbeitet,[21] w-hrend die Rekonstitution von Pro-
teinen, die aktiv an der Zellteilung beteiligt sind, sich bislang
als sehr kompliziert erweist. Daher steht auch die Aufgabe
einer vollst-ndigen und autonomen proteininduzierten Tei-
lung von Vesikeln auf zellul-ren Skalen noch weit am Anfang,
wobei wichtige Proteinfaktoren hierfgr bereits identifiziert
wurden. Von besonderem Interesse sind die bekannten eu-
karyotischen und prokaryotischen Teilungsmaschinerien auf
Basis von Actomyosin und FtsZ,[22] aber auch entsprechende
Systeme aus Archaeen sind in letzter Zeit in den Fokus ge-
rgckt.[23]

Im Hinblick auf eine mçgliche DNA-Replikation in
Membrankompartimenten konnte gezeigt werden, dass
Knospenbildung und Fusion von Vesikeln aus verkapselten
Polymerlçsungen aus dem Zusammenspiel von entropischer

Depletion und Benetzungseffekten resultieren kçnnen.[14,15b]

Die Auftrennung chromosomaler DNA in Vesikeln kann
zumindest teilweise durch rein entropische Abstoßung er-
reicht werden.[24] Alternativ kçnnen spindelfçrmige Struktu-
ren, die eine aktive Trennung von DNA induzieren, aus ge-
reinigten Komponenten bakterieller Plasmid-Segregations-
maschinen rekonstruiert werden.[25]

Die laufenden Arbeiten in unserem Konsortium umfassen
verschiedene Aspekte der minimalen Zellteilung und -repli-
kation. Wir konzentrieren uns auf physikalische, insbeson-
dere temperaturinduzierte Transformationen von Trçpfchen
und beleuchten auch den Aspekt der mechanischen Trans-
formation durch kraftgbertragende Proteinmaschinen, die in
die Trçpfchen eingebracht wurden.[26] Wir kombinieren
theoretische und experimentelle Maßnahmen, um zu unter-
suchen, wie Vesikel durch physikalische Signale, insbeson-
dere durch Licht, mechanisch transformiert werden kçnnen
und wie diese Transformation aufgrund lokaler und globaler
Membraneigenschaften in eine vollst-ndige Teilung gberge-
hen kann. Im Mittelpunkt steht dabei auch die Charakteri-
sierung der genauen Verteilung des Inhalts in zwei Tochter-
kompartimente w-hrend eines erzwungenen Teilungsprozes-
ses. Schließlich werden wir die Chromosomenreplikation in
vitro rekonstruieren und an den mechanischen Prozess der
Kompartiment-Teilung koppeln.

2.5. Signalfbertragung und Motilit-t

Obwohl die Rekonstitution und grundlegende Charakte-
risierung der zellul-ren Signalgbertragung in minimalen
Systemen ein wichtiges Forschungsziel ist, gab es aufgrund
der enormen Komplexit-t dieser Prozesse in den letzten
Jahren wenig Fortschritte. Die Geometrie biologischer
Membranen ist dabei eng mit der Signalverarbeitungsf-hig-
keit einer Zelle verkngpft.[27] Die Plasmamembran stellt eine
Oberfl-che dar, an der bei der Signalisierung durch die Re-
krutierung von zytosolischen Effektoren, z.B. an membran-
gebundene GTPasen, eine Reduktion der Reaktionsdimen-
sionen und damit eine Beschleunigung der Reaktion erfolgen
kann.[28] Die lokalen geometrischen Eigenschaften einer
Membran beeinflussen aber auch die F-higkeit, diese zyto-
solischen Effektoren gberhaupt zu rekrutieren. So wird die
Signalisierung von GTPasen durch die Verformung der
Plasmamembran durch das Zytoskelett beeinflusst. Das Zy-
toskelettwachstum, das die Plasmamembran deformiert, wird
wiederum von zytoplasmatischen Signalgradienten vorgege-
ben, die von den rekrutierten enzymatischen Effektoren
ausgehen.[29] Durch diese Rgckkopplungen bzw. rekursiven
Abh-ngigkeiten in der Triade von Membrangeometrie, Zy-
toskelettdynamik und Signaltransduktion kommt es zur
Selbstorganisation der Informationsverarbeitung an zellul--
ren Membranen, die kontextabh-ngige morphogene Reak-
tionen ermçglichen.[27,30]

In unseren bisherigen Arbeiten wurden GUVs mit re-
konstituierten a2bb3-Integrinen entwickelt. Bei der Akti-
vierung von Integrinen durch Mn2+-Ionen reagierten die In-
tegrine spezifisch auf eine extern pr-sentierte Fibrinogen-
matrix, indem sie sich darauf ausbreiteten.[6] Dieser Assay
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demonstriert, wie genau spezifische Kompartimente Signale
von außen empfangen und in eine aktive Antwort des Kom-
partiments gbersetzen kçnnen. Im n-chsten Rekonstitu-
tionsschritt soll die Kopplung von Integrinen an ein krafter-
zeugendes molekulares Netzwerk wie F-Actin/Myosin oder
Mikrotubuli/Kinesin eine durch ein externes Signal initiierte
Kompartimentmobilit-t bewirken.

Unser Ziel ist es, solche stigmergischen Systeme, die fgr
das Leben auf Basis von Membranen vermutlich konstitutiv
sind, synthetisch nachzustellen. Insbesondere versuchen wir,
eine membranbasierende Mikroumgebung zu schaffen, die in
der Lage ist, externe Signale zu empfangen, diese Signale
gber ihre Grenzen hinweg zu gbertragen und sie in morpho-
logische Ver-nderungen und Motilit-t des Systems zu gber-
setzen. Neben molekularen Netzwerken innerhalb des Kom-
partiments kçnnte die Kompartimentmobilit-t in einer hç-
heren Komplexit-tsebene auch durch extern angebrachte
minimale Flagellen oder Wimpern erzeugt werden. Das all-
gemeine Konzept besteht also jeweils darin, ein synthetisches
System zu rekonstruieren, das in Kombination mit spontaner
oder signalgesteuerter Mobilit-t Signalaktivit-t erzeugt.

3. Technologieplattform

3.1. Mikrofluidik zur Erzeugung und Manipulation von
Kompartimenten

Wie bereits skizziert, sind Trçpfchen konzeptionell das
einfachste System fgr die Kompartimentierung von Flgssig-
keiten. Trçpfchen werden leicht in zweiphasigen Systemen
erzeugt, wenn eine externe Quelle genggend Arbeit liefert,
um die energetischen Kosten der Erzeugung einer Trçpf-
chengrenzfl-che zu gberwinden: die Transferierung einer
w-ssrigen Phase in :l fghrt dann zur Bildung einer Disper-
sion. Einfache hydrodynamische Agitation fghrt jedoch zu
einer polydispersen Verteilung der Kompartimente. Funda-
mentale thermodynamische Erw-gungen zeigen, dass die
Dispersion nur metastabil ist und spontan zu zwei durch eine
minimale Oberfl-che getrennten Volumenphasen zerf-llt.
Wenn Trçpfchen als minimale Kompartimente mit Relevanz
fgr einen synthetischen biologischen Ansatz verwendet wer-
den sollen, mgssen daher Mittel zur Stabilisierung der
Trçpfchen in einem metastabilen Zustand durch Kontrolle
der Trçpfchengrçßen gber große Populationen entwickelt
werden. Diese Aufgabe l-sst sich idealerweise durch den
Einsatz hochdurchsatzf-higer trçpfchenbasierter Mikroflui-
dik lçsen.[31]

Alle in unserem Konsortium verwendeten mikrofluidi-
schen Verfahren basieren auf der Herstellung von Poly(di-
methylsiloxan)(PDMS)-Strukturen mittels Photo- und Soft-
lithographieverfahren.[32] PDMS ist aufgrund seines niedrigen
Preises, der guten Biokompatibilit-t und Gasdurchl-ssigkeit,
der hohen optischen Transparenz und der geringen Eigen-
fluoreszenz ein g-ngiges Material in der Mikrofluidik.
Trçpfchen werden in einer strçmungsfokussierenden Geo-
metrie erzeugt, in der eine w-ssrige Phase durch eine ten-
sidhaltige :lphase abgeschnitten wird. Nach der Bildung
werden Wasser-in-:l-Tropfen durch Anreicherung von

Blockcopolymer-Tensiden an der Wasser-:l-Grenzfl-che
stabilisiert, was zu einer Reduzierung der :l/Wasser-Grenz-
fl-chenspannung fghrt.[33] Der Tropfendurchmesser wird
haupts-chlich durch die Kanalabmessungen gesteuert, kann
aber auch teilweise durch die Variation der Durchflussraten
der w-ssrigen Phase und der :lphase reguliert werden.

Um eine pr-zise Abgabe verschiedener biologischer
Komponenten in vorgeformte Trçpfchen zu ermçglichen,
kçnnen kleine und kompakte Elektroden zum Anlegen
elektrischer Felder in die Mikrokan-le integriert werden. Die
lokalen elektrischen Felder induzieren dann eine Destabili-
sierung (Poration) der Tensid-(Mono-)Schicht und ermçgli-
chen eine kontrollierte Injektion (Pico-Injektion) der w-ss-
rigen Phase in die Trçpfchen. Das Design unserer trçpf-
chenbasierten Pico-Injektionseinheit wurde von Abate et al.
adaptiert.[34] Ein mikrofluidisches Durchflusskontrollsystem
wird verwendet, um die Trçpfchen definiert in die Pico-In-
jektionseinheit einzubringen, in der sie isoliert voneinander
ein elektrisches Wechselstromfeld (AC) passieren. Dieser
Prozess destabilisiert die Trçpfchengrenzfl-che und ermçg-
licht die Einbringung biologischer Reagenzien gber einen
Druckinjektionskanal (Abbildung 3). Das Injektionsvolumen
kann gber den angewendeten Druck im Injektionskanal
pr-zise zwischen 1 und 100 pL kontrolliert werden.

Neben kontrollierten Methoden zur Herstellung und
Analyse von Trçpfchensuspensionen bieten mikrofluidische
Systeme auch die Mçglichkeit, Lipidvesikel zu handhaben.
Geeignete Geometrien mit paarweisen PDMS-Pfosten nut-
zen die hydrodynamischen Kr-fte in mikrofluidischen Ka-
n-len aus, um einzelne oder eine kleine Zahl von GUVs zu
immobilisieren.[35] Druckgesteuerte Kammern auf dem Chip
bieten eine zus-tzliche Einschlussebene fgr die schnelle und
kontrollierte Zugabe von Chemikalien, die um das GUV
herum fließen, und kçnnen fgr parallelisierte Langzeitstudien
verwendet werden.[36]

3.2. Zellfreie Proteinproduktion

Die Produktion von gereinigten funktionellen Proteinen
ist eine Schlgsseltechnologie und leider auch ein methodi-
scher Flaschenhals fgr viele Forschungsprojekte in den Le-
benswissenschaften, und dies gilt auch fgr die hier verfolgte
Bottom-up-Assemblierung von minimalen biologischen Sys-
temen. Trotz großer Fortschritte bei der Standardisierung und
Parallelisierung der Proteinaufreinigung schließen die hoch-
spezifischen Aufreinigungsbedingungen fgr die verschiede-
nen Proteine die Entwicklung allgemein anwendbarer Me-
thoden weitgehend aus. Geeignete Bedingungen fgr die

Abbildung 3. Beispiel von Pico-Injektionen (ca. 15 pL) einer dunklen
Flfssigkeit in Trçpfchen, die den Seitenkanal passieren. Skalierung:
50 mm.[6, 34]
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Aufreinigung eines neuartigen Proteins kçnnen daher oft
nicht durch Extrapolation von homologen Systemen identi-
fiziert werden, und stellen insbesondere fgr viele der inte-
gralen und peripheren Membranproteine, die fgr unsere Ar-
beitsaufgaben entscheidend sind, nach wie vor eine große
Herausforderung dar.

Eine alternative Strategie zur effizienten Integration von
Proteinen in ein artifizielles System ist die zellfreie Protein-
synthese (CFPS). Hier kçnnen bakterielle und eukaryotische
Zellextrakte oder rekombinante Systeme mit entsprechender
RNA oder DNA versetzt werden, um Proteine direkt in vitro
herzustellen. Neben der einfachen Proteinproduktion lassen
sich mit CFPS auch synthetische Proteinnetzwerke aufbau-
en,[37] integrale und periphere Membranproteine[38] und sogar
große infektionsf-hige Viruspartikel erzeugen.[39] Bemer-
kenswert ist, dass in eukaryotischen Extrakten durch den
Einsatz zus-tzlicher mikrosomaler Membranen sogar ko- und
posttranslationale Proteinmodifikationen erreicht werden
konnten.[40] Das Fehlen dieser Modifikationen ist ein we-
sentliches Manko in herkçmmlichen bakteriellen Expressi-
onssystemen.

In den letzten Jahren wurden CFPS-Systeme zunehmend
mit Methoden der artifiziellen Bio-Kompartimentierung
kombiniert. Sie eignen sich daher prinzipiell auch fgr die
verschiedenen im MaxSynBio-Netzwerk evaluierten Mikro-
kompartimente wie Liposomen/Vesikel,[41] Emulsionstrçpf-
chen,[42] Polymere[43] und Koazervate.[44] Aufgrund ihrer
Kompatibilit-t mit verschiedenen technischen Verfahren ha-
ben viele Gruppen CFPS erfolgreich bei der Entwicklung
zellul-rer Mimikry eingesetzt.[45] Eine reichhaltige Literatur
aus Handbgchern und Leitf-den zu den jeweiligen prakti-
schen Herausforderungen dieser Systeme ist bereits verfgg-
bar.[46] Auch die neuesten Entwicklungen bezgglich des De-
signs von Mikrofluidiksystemen[47] haben die Entwicklung
von trçpfchenbasierten CFPS nachhaltig beschleunigt.

Innerhalb unseres Konsortiums besteht bereits ein lang-
j-hriges Interesse an der Entwicklung von trçpfchenbasierter
CFPS,[42b] die nun zur Entwicklung neuartiger minimaler
biologischer Systeme auf der Basis zellfreier Expression
herangezogen wird. Die Kopplung von Transkription und
Translation macht diese Methode zu einer attraktiven Wahl
fgr die Realisierung eines teilweise oder vollst-ndig selbst-
kodierten minimalen lebenden Systems.[48] Die Schaffung ei-
nes komplexen selbstreplizierenden Systems auf Basis von
CFPS bleibt jedoch ein langfristiges Ziel, da es die parallele
Integration vieler verschiedener Module wie rekursive Ge-
nomreplikation, Ribosomenbiosynthese, Lipidsynthese, Tei-
lung und Energieproduktion erfordert. Obwohl in den letzten
Jahren erhebliche Fortschritte z.B. bei der De-novo-Riboso-
mensynthese w-hrend der CFPS erzielt wurden,[49] sind noch
erhebliche Verbesserungen der Ausbeute und Lebensdauer
der CFPS-Systeme und der physikalisch-chemischen Kom-
patibilit-t der verschiedenen Module erforderlich. Diese
Probleme kçnnen vermutlich durch die Optimierung der
CFPS-Komponenten mithilfe von mathematischen Model-
lierungs- und Simulationswerkzeugen gelçst werden.[50]

4. Design ganzer Biosysteme aus einzelnen
Funktionsmodulen: eine Ingenieuraufgabe

Fgr die Zukunft erwarten wir große Fortschritte auf dem
Weg des Bottom-up-Designs hin zu selbstorganisierenden
Biosystemen, indem die Bauk-sten der synthetischen Biolo-
gie kontinuierlich mit immer mehr funktionalen und gut
charakterisierten Bausteinen gefgllt werden. Idealerweise
werden verl-ssliche und gut strukturierte Bibliotheken von
Molekglen, Bauteilen und Modulen geschaffen, die eine der
wesentlichen Voraussetzungen fgr die systematische Synthese
kgnstlicher Biosysteme sind.[51] Auf der anderen Seite ist das
computergestgtzte Design neuartiger Systeme basierend auf
den drei beteiligten Hauptsystemskalen (Molekgle, Bauteile,
Module) aus Sicht des Bioingenieurs eine große Vision. Ein
solchermaßen ingenieurwissenschaftliches Vorgehen hin zum
funktionalen System erfordert: a) einen Entwurf, d.h. eine
klare Definition der zu erstellenden Funktionalit-t des Sys-
tems; b) Qualit-tssicherung, d.h. die experimentelle Vali-
dierung der Funktionalit-ten der Molekgle, Zugriff auf alle
Teile und Module, aus denen das Zielsystem zusammenge-
setzt ist; c) Standardisierung, d.h. gut definierte Schnittstel-
len, die die funktionalen Komponenten auf jeder Ebene der
Systemhierarchie stabil verbinden; und d) Massenprodukti-
onsplattformen, d.h. Technologien, die eine reproduzierbare
Manipulation und Montage aller Systemeinheiten ermçgli-
chen. Diese vier Elemente (a–d) bilden den fgr die Bottom-
up-Produktion von Biosystemen aus funktionalen Einheiten
notwendigen biotechnologischen Arbeitsablauf (workflow),
analog zu den in anderen Ingenieurdisziplinen wie Verfah-
renstechnik, Elektrotechnik oder Maschinenbau etablierten
Workflows.[52]

Erste erfolgreiche Beispiele entlang eines computerge-
stgtzten Konstruktionsweges hin zu synthetischen Zellen
wurden bereits gezeigt. Schneider und Mangold[53] postulier-
ten den modularen Aufbau einer In-silico-Protozelle, beste-
hend aus einem Membranproliferationsmodul, einem Mem-
brankontraktionsmodul und einem Positioniermodul. Theo-
retische Hypothesen wurden getestet, um die einzelne Mo-
dule zu einem Protozellenmodell mit synchron arbeitenden
Teilen zusammenzufghren. Otero-Muras und Banga[51]

schlugen einen automatisierten Entwurfsprozess vor, beste-
hend aus 1) einem „Forward Design“-Schritt, bei dem die
Pareto-optimalen Menge synthetischer Designs fgr die Im-
plementierung ermittelt wird, und 2) einem „Reverse De-
sign“-Schritt, bei dem aus der Pareto-Menge auf mçgliche
Motive und konkrete Ausfghrungsformen von genregulato-
rischen Netzwerken zurgckgeschlossen wird. Die Autoren
illustrierten die Funktionstgchtigkeit ihres Konzepts anhand
verschiedener Fallstudien, einschließlich eines Oszillatorsys-
tems. Die beiden hier ausgew-hlten Publikationen zeigen,
dass die Etablierung von Konstruktionskonzepten fgr einen
systematischen Ansatz zum modularen Aufbau von Biosys-
temen aus Funktionsmodulen sehr hilfreich ist. In diesem
Bereich erwarten wir neue spannende Entwicklungen bei der
Entwicklung zellul-rer Systeme mit komplexen Verhaltens-
weisen wie Teilung, Kognition und Motilit-t.

Wie von Tayar et al.[54] diskutiert, erlauben die jgngsten
Fortschritte in der zellfreien Proteinexpression die Rekon-
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struktion von Selbstorganisationsph-nomenen in Reaktions-
Diffusions-Systemen, insbesondere 1) Umsatzmechanismen
fgr kontinuierliche und verl-ngerte Genexpressionsreaktio-
nen, 2) programmierbare Genexpressionsreaktionen unter
Verwendung biologischer Regulationselemente und
3) r-umliche Verteilung und Kommunikation zwischen ab-
geschotteten Reaktionen. Wie die Autoren zeigen, ist die
Definition von Designregeln fgr die Selbstassemblierung in
synthetischen Biosystemen unerl-sslich, um den Weg fgr die
Realisierung autonomer selbstreplizierender Systeme zu eb-
nen.

Die synthetische Bottom-up-Biologie ist wie die anderen
Spielarten der synthetischen Biologie natgrlich nicht an die
reine Reproduktion bzw. die Nachahmung der Eigenschaften
und Verhaltensweisen natgrlicher Systeme gebunden. Sie hat
bereits damit begonnen, hybride Systeme zu generieren und
zu erforschen, in denen natgrliche mit nicht in der Natur
vorkommenden Molekglen, Bauteilen oder Funktionsmodu-
len kombiniert werden. So haben Otrin et al.[7] ein mit che-
mischer Energie betriebenes, ATP-erzeugendes kgnstliches
Modul durch Bottom-up-Rekonstitution von ATP-Synthase
und terminaler Oxidase in neuartigen Nano-Containern aus
Pfropfcopolymer-Membranen und aus Hybrid-Pfropfcopoly-
mer/Lipid-Membranen zusammengebaut. Diese Container
kçnnen als vielseitiges Werkzeug fgr die Rekonstitution von
Membranproteinen in komplexeren kompartimentierten
Systemen eingesetzt werden, z. B. in Protozellen, die mit
kgnstlichen Modulen fgr die Energieversorgung und fgr den
Metabolimus ausgestattet sind. Auf diese Weise kçnnte die
synthetische Biologie auch zur Konstruktion von Systemen
beitragen, deren selbstorganisierendes Verhalten in der Natur
nicht beobachtbar ist.

5. Ontologien des Lebens und ethische
Implikationen

In den letzten Jahren wurden verschiedene Ans-tze ver-
folgt, um mçgliche gesellschaftliche Herausforderungen der
bzw. innerhalb der synthetischen Biologie zu identifizieren.[55]

Die folgenden vier Aspekte sollten dabei im Umgang mit den
ethischen Herausforderungen hervorgehoben werden.

Erstens mgssen echte Sicherheitsprobleme identifiziert
und nach Mçglichkeit eliminiert werden. Ein h-ufig disku-
tiertes Thema ist das Problem des mçglichen Missbrauchs von
Erkenntnissen und Produkten. Da neue Informationen,
Reagenzien und technologische Entwicklungen immer das
Potenzial besitzen, sowohl fgr ngtzliche als auch fgr sch-dli-
che Zwecke genutzt zu werden, wird diese erste Herausfor-
derung als „Dual Use Research of Concern“ (DURC) be-
zeichnet. Viele wissenschaftliche Organisationen haben Ver-
haltenskodizes als eine Art Selbstregulierungsstandards er-
arbeitet und umgesetzt, um die Arbeit der jeweiligen For-
scher zu begleiten und zu leiten. Dennoch gibt es –
insbesondere im Hinblick auf den Top-down-Ansatz und auf
mçgliche çkologische Auswirkungen biotechnologischer
Verfahren – vier Aspekte, die eine besondere und kontinu-
ierliche Aufmerksamkeit erfordern: Erstens die Unterschiede
in der Physiologie von „natgrlichen“ und „synthetischen“

Organismen, zweitens die bisher unbekannte mçgliche Ver-
-nderung von synthetischen Organismen in verschiedenen
Lebensr-umen, drittens die mçgliche Evolution und Anpas-
sung der „produzierten“ synthetischen Organismen und
viertens die Mçglichkeit von Mikroben, freie DNA aus der
Umwelt aufzunehmen oder ihr genetisches Material mit an-
deren Organismen auszutauschen. Bislang sind die beste-
henden Regelwerke, vor allem im Hinblick auf den Proto-
zellansatz, jedoch so zu bewerten, dass sie die aktuellen For-
schungsaktivit-ten ausreichend abdecken.[56]

Zweitens, und dies ist fgr unseren Protozellansatz ent-
scheidender, sind neue ethische Fragen zur mçglichen Ver-
wischung kultureller Konzepte und Distinktionen wie „Leben
vs. Nicht-Leben“ oder „natgrlich vs. kgnstlich“ entstanden
und nun Gegenstand gesellschaftlicher, konzeptueller und
ethischer Studien. Begriffe und Metaphern wie „Leben er-
schaffen“ oder „Gott spielen“ kçnnen als Versuche der Ge-
sellschaft verstanden werden, Ausdrgcke fgr die gegenw-rti-
ge Bedeutung und Wirkung der neuartigen technologischen
Entwicklung zu finden. Eine Ursache fgr die potentielle
Verunsicherung im Zusammenhang mit der synthetischen
Biologie ist die Tatsache, dass der logische Wert einer Aus-
sage wie „X gehçrt (nicht) zur Klasse der lebenden Systeme“
nicht nur von X abh-ngt, sondern zum Teil auch vom jewei-
ligen Betrachter und seinen ontologischen und erkenntnis-
theoretischen Voraussetzungen. Unsere Analyse der ver-
schiedenen Metaphern, die von Wissenschaft und Gesell-
schaft verwendet werden, identifiziert zwei verschiedene
Prozesse, die durch die Entstehung neuer Biotechnologien
verursacht werden. Einerseits kann die Leistungsf-higkeit der
Biotechnologien zu tiefgreifenden Ver-nderungen im jewei-
ligen sozialen, wirtschaftlichen oder physischen Umfeld fgh-
ren und somit erhebliche Auswirkungen auf die verschiede-
nen Lebensformen haben. Andererseits kann die Erzeugung
neuartiger, nicht in der Natur vorkommender Objekte eta-
blierte Bedeutungs- und Wertvorstellungen stçren und ver-
-ndern und damit Potenzial fgr gesellschaftliches Unbehagen
schaffen.

Drittens geht die ethische und gesellschaftliche Debatte
gber den Umgang mit neuen Biotechnologien im Allgemei-
nen und der synthetischen Biologie im Besonderen dahin zu
kl-ren, wer an den Entscheidungen gber die aufgeworfenen
Fragen beteiligt sein muss und sollte. Es geht also nicht nur
darum, ob die wissenschaftlichen Versprechen eingehalten
werden, sondern auch, wie und von wem sie vorangetrieben
werden. Aus diesem Grund ist die Beteiligung der :ffent-
lichkeit an der Wissenschaft nicht nur ein weiterer „nice to
have“-Punkt auf der Agenda der Bewertung neuer Biotech-
nologien, sondern wird fgr die zukgnftige Entwicklung der
synthetischen Biologie entscheidend sein.

Viertens, indem man versucht, kgnstliches Leben aus
synthetischen Chemikalien zu erschaffen, um den Prozess der
Entwicklung des Lebens besser zu verstehen, stellt sich die
Frage, wie solche Bemghungen grundlegende epistemologi-
sche und ontologische Konzepte wie Leben, Biodiversit-t
oder Evolution ver-ndern kçnnten. Vor diesem Hintergrund
ist es eine der dr-ngendsten Aufgaben, einen praktikablen
Rahmen zu entwickeln, um die Errungenschaften der syn-
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thetischen Bottom-up-Biologie theoretisch auf ihre konzep-
tionellen Herausforderungen hin zu betonen.[57]

6. Schlussbemerkungen

Nach der Zelltheorie resultiert jede Zelle von einer an-
deren lebenden Zelle. Es wird allerdings keine Aussage ge-
troffen, wie eine Zelle gberhaupt erstmals aus dem kompli-
zierten Zusammenspiel von nicht lebenden Bestandteilen
hervorgehen kçnnte. Ein solcher Prozess muss jedoch in der
Natur mindestens einmal stattgefunden haben und sollte da-
her prinzipiell auch im Labor darstellbar sein. Mit dem heu-
tigen Wissen und unseren aktuellen (bio-)technologischen
Mçglichkeiten ist ein synthetischer Bottom-up Ansatz hin zu
einem lebenden System aus klar definierten modularen
Komponenten auf der Mikro- und Nanoskala in greifbare
N-he gergckt. Natgrlich kann unser gemeinsames 6-j-hriges
Forschungsprojekt innerhalb von MaxSynBio nur den Beginn
eines viel grçßeren und l-ngeren Forschungsunternehmens
markieren, das gber nationale Initiativen hinausgeht und eine
weitere intensive europ-ische und weltweite Zusammenar-
beit erfordert. Die Suche nach lebenden Zellen von unten
nach oben hat gerade erst begonnen.
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