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Synthetische Biologie

Schaltungsentwurf auf DNA-Ebene

Synthetische biologische Schaltungen

Heilung gegen unbesiegte Krankheiten und fast unerschépfliche
Energievorkommen verspricht die moderne Gentechnik. Doch
wie kénnen solche Plane verwirklicht werden? Die synthetische
Biologie ist ein mdglicher Ansatz. Sie will die Prinzipien, die das
Ingenieurwesen so erfolgreich gemacht haben, wie die Standar-
disierung, die funktionellen Abstraktionen oder die Trennung
von Fabrikation und Design, in die Biotechnologie integrieren.
Letztendlich soll es méglich werden, neue biotechnologische
Funktionen nach dem Baukastenprinzip mit einer hohen Erfolgs-
wahrscheinlichkeit aus vorgefertigten, modularen Teilen in

lebende Zellen einzubauen.

Seit Watson und Crick am Anfang der
50er-Jahre die Doppelhelixstruktur der
DNAD entdeckten und damit das Ge-
heimnis ihrer Funktion entschliisselten,
ist wohl kaum ein anderes Molekiil derart
in den Mittelpunkt von Forschung, Me-
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dien und Gesellschaft geriickt (Bild 1).
Die Tatsache, dass die DNA zentral ist fiir
die Funktionen des Lebens an sich, macht
wohl diese ganz besondere Faszination
aus.

Was aber wire, wenn man nicht mehr
der Evolution den Zusammenbau der
DNA iiberldsst, sondern eine eigene DNA
erstellt, die ganz neue Funktionen {iber-
nimmt? Man erhofft sich so Fortschritte
bei der Heilung von Krankheiten wie
Krebs und Aids oder technische Lo-
sungen, z.B. biologische Supercomputer
oder die Produktion von Wasserstoff oder
Methan mittels modifizierter Bakterien.
All diesen Herausforderungen hat sich
die Gentechnik und nun auch die synthe-
tische Biologie angenommen.

Biologischer Hintergrund

Doch wie funktioniert dieser Bauplan
der Zellen und was muss getan werden,
um diesen zu dndern? Jede Zelle beinhal-
tet (mindestens) ein DNA-Molekiil, ein
Chromosom, auf dem alle Informationen
zum Aufbau und zur Funktionsweise der
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Zelle in Form von Genen kodiert sind.
Bei den Genen handelt es sich um be-
stimmte DNA-Abschnitte, die Informa-
tionen zum Aufbau von Proteinen und
anderen Molekiilen enthalten, die bei
Prozessen wie Proteinsynthese oder Re-
gulation des Stoffwechsels in der Zelle
notig sind.

Die Information in den Genen ist dabei
iber die Abfolge von Basenbausteinen
auf der DNA bestimmt. Bei Bedarf wer-
den diese Informationen ausgelesen.
Dazu dockt ein Proteinkomplex, die
RNA-Polymerase”, an Bindungsstellen
an, den sogenannten Promotoren, und
schreibt die Basenabfolge in eine che-
misch weniger stabile Kopie aus RNA
um. Diese Kopie wird dann fiir Zellbe-
trieb und den Aufbau von Proteinen ge-
nutzt; diese Proteine konnen wiederum
den Abschreibevorgang anderer Gene be-
einflussen. Wenn in das Chromosom nun

zusitzliche, ggf. kiinstlich synthetisierte
Gene eingefiigt sind, konnen diese neue
Funktionen in der Zelle iibernehmen. In
kleinerem Massstab ist dies seit den 70er-
Jahren moglich.

Synthetische Biologie

Um einer Zelle nun aber in grosserem
Massstab gezielt neue Funktionen zu
geben, sind zwei Dinge notwendig. Ers-
tens miissen die technischen Moglich-
keiten existieren, in entsprechender Linge
neue DNA-Molekiile in vitro, also im
Reagenzglas, herzustellen. Dies ist inzwi-
schen gelungen, und DNA kann chemisch
synthetisiert werden, mit einer Mole-
kiillinge von bis zu etwa 32000 Basen-
paaren (das entspricht ungefihr 30 neuen
Genen). Zum Zweiten muss aber auch ein
Designprozess existieren, der Modellie-
rungs- und Simulationstechniken ein-
schliesst und es erlaubt, ausgehend von
einer Funktionsbeschreibung die einzufii-
gende Basensequenz zu bestimmen, also
den neuen «Sinn» in das Molekiil einzu-
bauen.

Entwicklung und Anwendung dieses
Designprozesses ist Aufgabe der jungen
Disziplin der synthetischen Biologie. Ziel
ist, die Komplexitit, dhnlich der Elektro-
technik, durch Abstraktionsebenen be-
herrschbar zu machen. Analog zu den
elektrotechnischen Bausteinen sollen bio-
logische Bausteine definiert werden [1].
Diese sollen in der Zukunft genau defi-
nierte Eigenschaften mit standardisierten
Ein- und Ausgingen besitzen und so zu
komplexeren Schaltungen zusammenge-
setzt werden konnen.

Im Ubertragenen stellt beispielsweise
das Chromosom die Gesamtheit einer

Bild 1 Die Doppelhelixstruktur der DNA
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Schaltung dar, die zerlegt werden kann in
funktionale Gruppen, die auf DNA-Ebene
durch Gensequenzen reprisentiert wer-
den. Ein- und Ausgangssignale dieser
Gruppen sind typischerweise «Raten»,
das sind Héaufigkeiten, mit denen RNA-
Polymerase-Molekiile sich an der DNA
entlang bewegen auf dem Weg zum Ab-
schreiben eines Gens. Die einzelnen Bau-
elemente einer Schaltung entsprechen
dann den Genen. Die Basensequenz der
Gene bestimmt deren Charakteristika und
damit die Topologie der Schaltung.

Fiir das Design eines Schaltkreises,
z.B. eines Zihlers, reicht es dann im idea-
len Fall, die einzelnen Baugruppen (z.B.
Flip-Flops) auszuwihlen und korrekt mit-
einander zu verschalten, so wie dies in
der Schaltungstechnik Standard ist. Das
Ergebnis des Designs ist eine Basense-
quenz, die beispielsweise in das Chromo-
som eines Bakteriums eingefiigt werden
kann. Diese zusitzliche DNA konnte nun
eine Zihlfunktion tibernehmen, die ein
Baustein eines Biocomputers werden
konnte.

Probleme und Erfolge

Das vorgestellte Abstraktionsmodell
stellt fiir den Moment sicher das Idealbild
und Ziel der Forschung in der synthe-
tischen Biologie dar. Einzelne Teile sind
auf dem Weg zur Verwirklichung. So ist
am Massachusetts Institute of Techno-
logy (MIT) eine Datenbank mit Infor-
mationen zu schon existierenden Kom-
ponenten, den sogenannten Bio-Bricks,
entstanden.”

In dieser Datenbank sind die Funktio-
nen vorhandener Bausteine beschrieben
und um Informationen zu Herkunft sowie
um mit dem Baustein gesammelte Erfah-
rungen ergéinzt. Fiir einige Bausteine sind
auch quantitative Parameter abgelegt,
beispielsweise wie stark ein Promotor als
Bindungsstelle fiir Polymerase wirkt.

Von den dort vorgestellten Bauele-
menten kann eine Vielzahl — wie er-
wiinscht — miteinander kombiniert wer-
den. Teilweise treten jedoch Probleme
auf; die gemachte Abstraktion scheitert,
und aus oft ungekldrten Ursachen funk-
tionieren zwei Bausteine nicht miteinan-
der. Die Funktionsweise aller Komponen-
ten ist noch lange nicht komplett verstan-
den. Ausserdem konnen die Komponen-
ten mit natiirlicher DNA, in die sie
eingebettet werden, unerwartet interagie-
ren und die erwiinschte Funktionalitét
scheitern lassen.

Mit steigender Schaltungsgrosse treten
derartige Fehler hiufiger auf, sodass
grossere Schaltungen wie Addierer oder
Zihler bisher noch nicht realisiert wur-
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Bild 2a Blockdiagramm fiir einen bistabilen Schalter
Durch die Inducer 1 und 2 kénnen die Syntheserate fiir die Proteine R2 und R1 gesteuert werden. Die Ruick-
fhrung bewirkt, dass der Schalter ohne Zugabe von Inducer 1 oder 2 stabil bleibt.
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Bild 2b Bistabiler Schalter mit den in der synthetischen Biologie iiblichen Symbolen

Dargestellt sind die Promotoren (Pr1, Pr2) durch geknickte griine Pfeile, die Ribosombindungsstellen (RBS)
durch griine Kreise, die Gene (R1, R2, Rep) durch blaue Pfeile und die Terminatoren durch rote Kreise. Die bei-
den Proteine R1 und R2 sind durch die beiden mit R1 und R2 beschrifteten Kreise dargestellt.

den. Bereits konstruiert und auf DNA-
Ebene implementiert ist aber ein ein-
facher bistabiler Schalter.

Bistabiler Schalter

Der Schalter wurde von Gardner et al.
entworfen und im Jahr 2000 im Fachblatt
Nature publiziert [2]. Das Ziel war ein
Schalter, der nach dem Umschalten stabil
in der neuen Position verharrt, bis er wie-
der zuriickgeschaltet wird. Schalten be-
deutet in diesem Zusammenhang eine
diskrete Zugabe einer definierten Subs-
tanz (Inducer) zu den wachsenden Bakte-
rien.

Die grundsitzliche Idee fiir den Ent-
wurf besteht aus einer Schaltung mit ne-
gativer Riickfithrung (Bild 2a), die be-
wirkt, dass der Schalter bis zu den Zuga-
ben stabil in einer der beiden Stellungen
verharrt.

In Bild 2b ist diese Schaltung mit der
in der synthetischen Biologie gebriuch-
lichen Symbolik dargestellt. Die auf der
grauen Linie gezeichneten Symbole stel-
len dabei Gene in ihrer Abfolge auf der
DNA dar. Die Abfolge von Promotor, Ri-
bosombindungsstelle, Genen und Termi-

nator ist typisch. Der Promotor steuert
die Haufigkeit, mit der die nachfolgenden
Gene durch die Polymerase ausgelesen
werden und damit, welche Menge des
zum Gen korrespondierenden Proteins
letztendlich hergestellt wird. Dabei ist die
Ribosombindungsstelle fiir die Uberset-
zung der RNA-Kopie in Protein an spi-
terer Stelle notig. Je hédufiger ein Promo-
tor «feuert», desto stdrker ist er. An ihm
kann aber auch das Abschreiben verhin-
dert werden, wenn zum Beispiel regulie-
rende Proteine an ihm angreifen und den
Start des Abschreibens verhindern. Man
spricht dann von Repression. So ist durch
den kleinen Querbalken am Ende der
Riickfithrung in Bild 2b eine negative
Riickkopplung angezeigt. Ein aktives
Gen R1 fiihrt zur Produktion von Protein
R1, und dieses wiederum reprimiert das
Abschreiben des Gens R2 und des Repor-
tergens, dessen korrespondierendes Pro-
tein den Zustand des Systems fiir uns
sichtbar macht (Bild 3).

Die Schaltung funktioniert wie folgt:
Durch Zugabe des Inducers 1 wird das
Repressorprotein 1, dessen Synthese vom
Gen R1 aus gesteuert wird, abgeschaltet.
Es kann nun nicht mehr den Promotor 1
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Bild 3 Griin fluoreszierende Escherichia-coli-Bakterien

Ausgangssignale der biologischen Systeme kénnen mithilfe des Green Fluorescence Protein Gene sichtbar

gemacht werden

reprimieren, sodass Gen R2 abgeschrie-
ben und das korrespondierende Repres-
sorprotein 2 erzeugt werden kann. Dieses
wiederum reprimiert nun den Promotor 2
und verhindert die Synthese von Repres-
sorprotein 1. Somit bleibt die Neusyn-
these von Repressorprotein 1 aus, der
vorhandene Bestand zerfillt im Laufe der
natiirlichen Vorginge in der Zelle, wih-
rend Repressorprotein 2 laufend nachpro-
duziert wird, da Promotor 1 von Natur
aus «an» ist, bis er abgestellt wird. Der
Zustand Promotor 1 an, 2 aus ist stabil
implementiert. Erst durch Zugabe von In-
ducer 2 kann die Schaltung umgekehrt
werden: Repressorprotein 2 wird abge-
stellt, Promotor 2 geht an, Repressorpro-
tein 1 wird produziert und reprimiert Pro-
motor 1. Auch Promotor 2 ist von Natur
aus an, sodass der Zustand Promotor 2
an, 1 aus nun wieder stabil ist, bis durch
erneute Zugabe von Inducer 1 wieder von
aussen eingegriffen wird.

Von aussen betrachtet, ergibt sich ein
System mit zwei Eingidngen, Inducer 1
und Inducer 2, und einem Ausgang, dem
Reporterprotein. Dabei kann das Gen fiir
das Reporterprotein mittels der beiden In-
ducer an- und ausgeschaltet werden.

Natiirlich handelt es sich bei den An-
und Ausschaltvorgingen nicht um digi-
tale Ereignisse, wie in der Funktionsbe-
schreibung suggeriert. Vielmehr ist das
Ausgangssignal, der Reporter, durch
seine Konzentration (Anzahl der Protein-
molekiile in der Zelle) gegeben. Hinzu
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kommt, dass die Aktivierungs- und Re-
primierungsvorginge Zeitkonstanten be-
sitzen, die abhidngig von den Rahmen-
bedingungen zwischen 15 Minuten und
mehreren Stunden liegen kdnnen.

Eine genauere Beschreibung kann eine
Modellierung mittels Differenzialglei-
chungen liefern, so wie dies auch bei ana-
logen Schaltungen iiblich ist. Das so ge-
wonnene mathematische Modell kann
dann zur Analyse des Entwurfs vor der
Implementierung eingesetzt werden. Zu
kldren ist beispielsweise, ob in der Simu-
lation dieses Modells iiberhaupt die bei-
den stabilen Zustidnde, An und Aus, er-
reicht werden konnen.

Synthetische Biologie

Fir den vorgeschlagenen Schalter
konnte prinzipiell die Funktionstiichtig-
keit gezeigt werden. Gardner et al. haben
dariiber hinaus angeben konnen, fiir wel-
che Werte der Parameter und Zeitkons-
tanten der Entwurf spéter funktionieren
sollte. Diese Schaltung wurde in DNA
ibersetzt und funktionierte wie erwartet
in Bakterien. Das funktionstiichtige De-
sign des Schalters im Jahr 2000 stellte
einen Meilenstein fiir die damals neue
synthetische Biologie dar.

Zdhler aus Bakterien

Eine — nicht triviale — Erweiterung des
bistabilen Schalters ist die Konstruktion
eines Zihlers. Mit einem Zihler auf
DNA-Ebene wire ein Grundbaustein zur
Realisierung eines Computers vorhanden
und ein weiterer Schritt in Richtung eines
Biocomputers getan. Auch ohne Rechen-
anwedung wire ein Zdhler in einem Bak-
terium fiir Biologen von Interesse, bei-
spielsweise um zu verfolgen, wie hiufig
sich ein Bakterium geteilt hat.

Das Design dieses Zihlers war das Ziel
eines interdisziplindren Teams der ETH
Ziirich, mit fiinf Studenten der Biologie
und sieben der Elektrotechnik und Infor-
matik. Ziel war ein System, das einen
Eingang besitzt, an dem Ereignisse ge-
zdhlt werden konnen. Nach jedem zwei-
ten Ereignis sollte ein Ausgangssignal
erfolgen.

Als Erstes wurde dieses System in
zwei Subsysteme aufgeteilt, in ein Ereig-
nisverarbeitungssystem und eine Spei-
chereinheit fiir den Zustand. Im Ereignis-
verarbeitungssystem sollen Ereignisse
jenseits einer bestimmten Intensitit de-
tektiert und in zwei einzelne, entgegenge-
setzte Signale aufgeteilt werden. Das eine
Signal entspricht dabei einer Durch-
leitung des Eventsignals, wobei dieses

///’
//
fec. | RBS - Cl7 % Ter
@ ‘ #\ ‘
In 1 N\
N

Ereignisdetektor

. ~ 7 PoPS
Out 1
PoPS
Out 2

ETH

Bild4 Ereignisverarbeitungssystem

Das Ereignisverarbeitungssystem mit einem Eingangs- und zwei Ausgangssignalen:
Vom Eingang her kommend liest die Polymerase entlang der Ribosombindungsstelle (RBS), dem Gen Cl bis zum
Terminator (Ter). Uber das Protein Cl wird der Promotor Pr reprimiert und Prm+ aktiviert.
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Bild 5a Funktionsweise der Speichereinheit (Zustandsautomat)

Die Zusténde: Noch kein Ereignis (R1), Ereignis einmal begonnen (R2), Ereignis einmal beendet (R3), Ereignis
zum zweiten Mal begonnen (R4), sind in den Kreisen gekennzeichnet. An den Pfeilen angetragen ist das Ein-
gangssignal 1 oder 0, das die Zustandsénderungen herbeifhrt.

In 1
Nor 1 Nor 3
>10- 210
Nor 2 Nor 4
Qut
>1p 2P
In2
ETH

Bild 5b Speichereinheit aus 4 Nor-Gattern

Die Speichereinheit, bestehend aus 4 Nor-Gattern, mit zwei Eingangssignalen In 1 und In 2 sowie dem Aus-

gangssignal Out

In1

—~— \
PoPS Pr2 RBS “R2 Ter

i \
POPS >yPr4 RBS R4

- -
===

RBS \R3  Ter

Bild 5¢  Biologische Nor-Gatter

Darstellung der Speichereinheit mit 4 biologischen Nor-Gattern. Jedes Gatter besteht dabei aus einem Promo-
tor (Pr1-Pr4) einer Ribosombindungsstelle (RBS) und einem Gen R1 bis R4. Die Gatter 1-3 besitzen einen Ter-
minator (Ter). Das Ausgangssignal der Speichereinheit ist die Rate der Ausleseoperationen des 4. Nor-Gatters

durch die RNA-Polymerase.

moglichst digital ausgegeben werden soll.
Das andere Signal ist eine Invertierung
des ersten. Beide Signale werden fiir
die Ansteuerung der Speichereinheit be-
notigt.

Das Design des Ereignisverarbeitungs-
systems ist in Bild 4 gezeigt. Als Eingang

28

ist ein PoPS-Signal gewihlt. PoPS steht
fiir polymerases per second und gibt die
diskutierte Hiufigkeit an, mit der die
RNA-Polymerase diese Stelle auf der
DNA passiert. Durch eine hohe Anzahl
an PoPS am Eingang wird also das Gen
CI oft abgeschrieben, das resultierende

Protein CI reprimiert den Promotor Pr
und aktiviert (auch das ist mit Proteinen
moglich) Prm+. So entstehen zwei entge-
gengesetzte PoPS-Ausgangssignale.

Der zweite Baustein, die Speicherein-
heit, nutzt die beiden Ausgangssignale
des Ereignisverarbeitungssystems, um
einen Zustand abzuspeichern. Die Zu-
stinde ihrer Abfolge nach sind: Noch kein
Ereignis (R1), Ereignis einmal begonnen
(R2), Ereignis einmal beendet (R3), Er-
eignis zum zweiten Mal begonnen (R4).
Der Zustand Ereignis zum zweiten Mal
begonnen wird als Ergebnis ausgegeben.
Das zugrunde liegende Konzept kann
dabei mit einem Automaten (Bild 5a),
veranschaulicht werden.

Das gewihlte Design entspricht dabei
einer Verkettung von vier Nor-Gattern
(Bild 5b). Diese sorgen dafiir, dass nur
ein Zustand im System exklusiv «an»
sein kann. Aufgrund von unterschied-
lichen Verzogerungen in den Signalwe-
gen kann sichergestellt werden, dass bei
den einzelnen Zustandswechseln die ge-
wiinschte Schaltsequenz R1— R2 — R3
— R4 eingehalten wird.

Die Speichereinheit (Bild 5c) besteht
aus vier DNA-Abschnitten (jeweils eine
graue Linie mit den darauf angeordneten
Bio-Bricks), die die Nor-Gatter darstel-
len. Die Eingangssignale der Nor-Gatter
sind dabei die Anwesenheiten von Protei-
nen, die aus den Aktivitdten von je zwei
Genen aus R1, R2, R3 und R4 hervorge-
hen, und eines der Ausgangssignale des
Ereignisverarbeitungssystems. Die Gene
und die Ausgangssignale sind dabei genau
so gewihlt, dass die Schaltung aus Bild 5b
nachgebaut ist und so ein Entwurf fiir
einen Zihler auf DNA-Ebene vorliegen
sollte.

Ahnlich wie im Beispiel des einfachen
Schalters wurde auch fiir den Zihler eine
detaillierte Modellierung mittels Diffe-
renzialgleichungen durchgefiihrt, denn
die einzelnen Signale sind in der Realitiit
nicht digital (Bild 6). Ereignisverarbei-
tungssystem und Speichereinheit wurden
modelliert, analysiert und simuliert. Die
Ergebnisse bestitigten das prinzipielle
Funktionieren des Designs. Die fiir das
Modell angenommenen Parameter ent-
stammen der Literatur und sollten realis-
tisch sein.

Da das System bisher noch nicht zu
Ende gebaut wurde, steht der Praxistest
noch aus. Im Falle eines ersten Fehl-
schlags konnen die durchgefiihrten Ana-
lysen Moglichkeiten einer systematischen
Fehlersuche bieten, da bekannt ist, in
welche Richtung die Parameter verdndert
werden miissen, um beim nichsten Ver-
such besseren Erfolg zu haben. Der aktu-
elle Status des Projekts kann unter http://

Bulletin SEV/VSE 19/06



PoPS

Ausgang 1
Symmetrie |
!’ i
Verhéltnis
I Eirngang
Leakiness |
x >t
Absolute Verzdgerung Relative Verzégerung
ETH

Bild 6 Signalverlauf

Die Abbildung zeigt Ein- und Ausgangssignale, tber die Zeit aufgetragen. Angegeben sind verschiedene Para-
meter, mit denen das Verhaltnis der Signale zueinander charakterisiert werden kann.

parts2.mit.edu/wiki/index.php/ETH_
Zurich_2005 verfolgt werden.

Forschungsgruppe
fiir synthetische Biologie

Neben den beiden vorgestellten Bei-
spielen bietet das neue Feld der synthe-
tischen Biologie noch viele weitere De-
signs, die mit Bio-Bricks realisiert wur-
den. Informationen dazu finden sich auf
den Links der Bio-Brick-Datenbank?,
eine Reihe kreativer Projekte finden sich
auf den Unterseiten des jidhrlichen iGEM
Competition,* einem internationalen Stu-
dentenwettbewerb iiber synthetische Bio-
logie. Nicht unerwihnt bleiben sollte,
dass auch in der Schweiz eine For-
schungsgruppe zur synthetischen Biolo-

gie gegriindet wurde.” Wegweisend ist
hier die Interdisziplinaritit: Die Gruppe
besteht aus Professoren der Elektrotech-
nik, dem Maschinenbau, der Biotechno-
logie und der Informatik, die gemeinsam
dieses neue Gebiet erforschen.
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Résumé

Projet de circuit au niveau
ADN

Circuits biologiques synthétiques. Le
génie génétique moderne est prometteur
en matiere de guérison de maladies en-
core incurables et de sources d’énergie
pratiquement inépuisables. Mais com-
ment réaliser de tels projets? La biologie
synthétique représente une approche en-
visageable. Elle vise a intégrer a la bio-
technologie les principes qui ont assuré le
succes de I'ingénierie comme la standar-
disation, les abstractions fonctionnelles
ou la séparation de la fabrication et de la
conception. En fin de compte, il devrait
étre possible d’intégrer a des cellules
vivantes de nouvelles fonctions biotech-
nologiques sous forme d’éléments modu-
laires préfabriqués, avec une haute proba-
bilité de réussite.
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