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1

Einfiihrung

Die Zentrale Kommission fiir die Biologische Sicherheit (ZKBS) fihrt seit mehr als 15 Jah-
ren ein Monitoring der Synthetischen Biologie durch, um aktuelle wissenschaftliche Ent-
wicklungen sachverstandig und kritisch zu begleiten und hinsichtlich der biologischen Si-
cherheit zu bewerten. In den Jahren 2012, 2018 und 2022 wurde jeweils ein Zwischenbe-
richt zu diesem Monitoring veroéffentlicht. Wahrend sich der erste Bericht auf Forschungs-
aktivitaten in Deutschland konzentrierte, betrachten die nachfolgenden Zwischenberichte
die wissenschaftlichen Entwicklungen weltweit.

Seit 2018 werden auf der ZKBS-Homepage zudem jahrlich ausgewahlte Publikationen
vorgestellt, die nach Ansicht der ZKBS besonders typisch und relevant fiir die von der ZKBS
definierten Forschungsfelder der Synthetischen Biologie sind.

Der vorliegende vierte Bericht stellt die Entwicklungen in den verschiedenen Forschungs-
feldern der Synthetischen Biologie vor, basierend auf den von der ZKBS flir die Homepage
ausgewahlten Publikationen der Jahre 2022 bis 2025. Weiterhin bewertet die ZKBS, ob die
Entwicklungen hinsichtlich einer potenziellen Gefahrdung der biologischen Sicherheit vom
Geltungsbereich des Gentechnikgesetzes (GenTG) bzw. den entsprechenden Europai-
schen Richtlinien abgedeckt werden. Arbeiten zur Erschaffung von Spiegelleben stellen
gegenwartig keine Gefahr flr die biologische Sicherheit dar, da die technische Erzeugung
selbstreplizierender Spiegelorganismen noch nicht realisierbar ist. Das Gefahrdungspo-
tenzial, das von einer kiinftigen Realisierung ausgehen kdnnte, |asst sich derzeit noch nicht
abschlief3end bewerten.

Far eine Einfihrung in den Bereich der Synthetischen Biologie wird auf die bereits verof-
fentlichten Berichte verwiesen.

Entwicklungen in den Forschungsfeldern der Synthetischen Biologie und
Bewertung durch die ZKBS

Bislang existiert keine allgemeingultige Definition der Synthetischen Biologie, da sie keine
eigenstandige abgrenzbare Wissenschaft darstellt. Stattdessen handelt es sich um eine
Verschmelzung vieler Fachgebiete mit unterschiedlichen Zielen. Die ZKBS konzentriert sich
in ihrem Monitoring auf sieben Bereiche, die von der ZKBS als die Forschungsfelder der
Synthetischen Biologie aufgeteilt wurden. Diese sind:

— Synthese von Genen und Genomen

— Synthese molekularer Schalter und genetischer Schaltkreise
— Synthese malRgeschneiderter Stoffwechselwege

— Erzeugung von Proto-, Minimal- und synthetischen Zellen

— Xenobiologie

— Methoden mit Einfluss auf die Synthetische Biologie

— Synthetische Biologie mit Anwendungsperspektiven


https://zkbs-online.de/synthetische-biologie/aktuelle-entwicklungen
https://zkbs-online.de/synthetische-biologie/aktuelle-entwicklungen
https://zkbs-online.de/synthetische-biologie/uebersicht

Der letzte, siebte Bereich ist seit dem letzten Monitoringbericht neu hinzugekommen. Vor-
gestellt und bewertet werden Arbeiten, die basierend auf Grundlagen der Synthetischen
Biologie bedeutende potenzielle Anwendungsperspektiven aufzeigen.

Im Folgenden werden die Ergebnisse des kontinuierlichen Monitorings seit dem Jahr 2022
kurz zusammengefasst. Ausfihrliche Zusammenfassungen zu einem Grofteil der Publi-
kationen sind auf der Homepage der ZKBS zu finden.

2.1 Synthese von Genen und Genomen

Wie bereits in den ersten Berichten beschrieben, wurde auch in den letzten Jahren die
Entwicklung synthetischer Genome weitergeflhrt. So wurde beispielsweise das Synthetic
Yeast Genome Project (Sc2.0) vorangebracht, das inzwischen alle 16 Hefechromosomen
sowie ein 17. de novo-Neochromosom synthetisch hervorgebracht hat [1]. Neue Ansatze
zur Konstruktion synthetischer Chromosomen ermoéglichen zudem die Assemblierung
groler DNA-Fragmente, den schrittweisen Austausch von Genomabschnitten sowie die
Ubertragung kiinstlicher Chromosomen in neue Wirte [2—4]. Dabei konnte u. a. ein de
novo entworfenes synthetisches akzessorisches Chromosom zur Erweiterung des Stoff-
wechselnetzwerkes in Hefestdamme eingebracht werden [4]. Erstmals wurde ein synthetisch
entworfener Chromosomenabschnitt in einem mehrzelligen Organismus, dem terrestri-
schen Moos Physcomitrium patens, erfolgreich in dessen natirliches Genom integriert [5].
DarlUber hinaus wurden Methoden zur Genom-Recodierung in menschlichen Zellen eta-
bliert, bei denen Stoppcodons durch multiplex base editing ersetzt wurden [6]. Es wurde ein
DNA-Recorder (peCHYRON) vorgestellt, der in der Lage ist, in Saugetierzellen ein vor-
Ubergehendes biologisches Ereignis durch gezielte, dauerhafte Genom-Editierungen auf-
zuzeichnen, welches spater mittels DNA-Sequenzierung ausgelesen werden kann [7].
Zudem ermdglicht das Kl-gestitzte Sprachmodell fur die Genomik, Evo 1.5, die Generie-
rung neuartiger (new to nature) funktioneller Gene und biologischer Systeme [8]. Genera-
tive DNA-Sprachmodelle ermdglichen dabei zunehmend ein funktionsgeleitetes Design von
Genen, deren Sequenzen keine signifikante Ahnlichkeit zu natirlichen Genen gleicher
Funktion mehr aufweisen missen. Damit kann sich die biologische Funktion zunehmend
von einer Zuordnung zu bekannten Spendersequenzen auf Protein- und DNA-Ebene ent-
koppeln [9].

Bewertung der ZKBS:

Wie bereits in den letzten drei Zwischenberichten beschrieben, entwickeln sich die Mdg-
lichkeiten zur Synthese kompletter Genome standig weiter. Ein de novo-Design von kom-
pletten Genomen wurde jedoch weiterhin nicht vorgenommen, die in vitro synthetisierten
Genome orientieren sich immer noch stark an den natirlichen Vorbildern. Dadurch ist eine
vergleichende Risikobewertung weiterhin mdglich. Es wurden allerdings inzwischen neu-
artige Gene entworfen, die sich von keinem Spenderorganismus mehr ableiten lassen. Mit
weiterer Leistungsverbesserung generativer Kl-Modelle wird daher neben der Sequenz-
ahnlichkeit kunftig auch die vorhergesagte oder experimentell bestimmte Funktion
synthetischer Nukleinsaureabschnitte fir die Risikobewertung zunehmend an Bedeutung
gewinnen.


https://zkbs-online.de/synthetische-biologie/aktuelle-entwicklungen

Aus Sicht der ZKBS ist die Risikobewertung von GVO, die unter Einsatz von new to nature-
Nukleinsaureabschnitten hergestellt wurden, nach dem geltenden Gentechnikrecht auch
dann mdglich, wenn diese Nukleinsaureabschnitte keinem Spenderorganismus zugeordnet
werden konnen (vgl. § 4 S. 1 Nr. 1 lit. d GenTSV). Die Risikobewertung erfolgt dann ba-
sierend auf § 5 GenTSV in Verbindung mit Anlage 1, wobei insbesondere die bekannten
und vorhersagbaren Informationen Uber den Uberfihrten Nukleinsaureabschnitt berick-
sichtigt werden (vgl. § 5 Abs. 1 Nr. 2 GenTSV in Verbindung mit Anlage 1 Nr. 2.1 lit. b).
Demnach kann der GVO auch einer hheren Risikogruppe zugeordnet werden, wenn nicht
auszuschlieRen ist, dass ein Ubertragener Nukleinsdureabschnitt das Gefahrdungspotenti-
al des GVO erhoht.

Die reine in vitro-Synthese von Genen und Genomen fallt nicht unter das GenTG, solange
die hergestellten Nukleinsaureabschnitte nicht in lebende Organismen eingebracht werden.
Werden neu synthetisierte und modifizierte Gene oder Genome in lebende Organismen
eingebracht, stellt dies eine gentechnische Arbeit gemall GenTG dar. Entstehen dabei
Organismen, die nicht unter nattrlichen Bedingungen durch Kreuzen oder naturliche Re-
kombination erzeugt werden kdnnen, dann sind dies GVO.

2.2 Synthese molekularer Schalter und genetischer Schaltkreise

Es wurden fortschrittliche Ansatze zur Steuerung von CAR-T-Zell-Therapien prasentiert,
darunter logikgesteuerte LINK-CARs [10], Ausschalter-Adapter flr universelle CARs [11]
und CARs mit synthetischem Intramembran-Proteolyse-Rezeptor (SNIPR), der CAR-T-
Zellen zu soliden Tumoren lotsen kann [12]. Weitere neue synthetische Rezeptorsysteme
umfassen einen in Pflanzen etablierten Photorezeptor, der durch blaugriines Licht aktiviert
wird und auch in Pro- und anderen Eukaryoten anwendbar ist [13], sowie einem System,
das auf zwei Rezeptordomanen (einer Protease und einem freisetzbaren Transkriptions-
faktor) basiert und sensitiv auf adaptierbare extrazellulare Proteinsignale mit einem maf-
geschneiderten Output, z. B. ein Fluoreszenzsignal, reagiert [14]. Im Bereich der Biosen-
sorik wurden Proteine entwickelt, deren Fluoreszenz sich in Abhangigkeit von einem au-
Reren Magnetfeld verandert [15], sowie Bakterien, die auf bestimmte Umweltreize mit der
Ausbildung charakteristischer Schwarmmuster reagieren [16]. Die kunstliche Genregulati-
on wurde erweitert durch eine neuartige Klasse von Riboregulatoren, die sogenannten split-
intron enabled trans-splicing riboregulators (SENTRs) [17], sowie durch kleine RNAs, die
die Genexpression von genetischen Schaltkreisen mit einem breiten Repressionsspektrum
(hoch, mittel und niedrig) dynamisch modulieren [18]. Des Weiteren wurden Cas-Proteine
in Translationsmodulatoren in Sdugetierzellen umgebaut [19].

Ein neues Baukastensystem ermdglicht eine Kontakt-abhangige Kommunikation von Zel-
len (mating-peptide anchored response system, MARS) sowie eine spezifische Zell-Zell-
Adhasion (Saccharomyces Adhesion Toolkit for mUIticellular patteRNing, SATURN) in
Hefezellverbanden [20].

Der sogenannte Synpoptose-Schaltkreis 16st Gber modifizierte Apoptose- und Pyroptose-
Proteine den gezielten Zelltod bei Saugetieren aus [21].



Ein Enzym funktioniert als UV-Licht sensitiver Schalter durch den Einbau einer nicht-kano-
nischen Aminosaure, wodurch es nicht mehr durch seinen natirlichen Inhibitor feedback-
inhibiert werden kann. Durch UV-Licht wird eine sperrige o-Nitrobenzyl-Gruppe entfernt,
sodass der Inhibitor wieder an das Enzym binden kann [22]. Fur Pflanzen wurden geneti-
sche Schaltkreise entwickelt, die eine spezifische Genexpression in verschiedenen Gewe-
ben erlauben. Diese Schaltkreise wurden dazu eingesetzt, das laterale Wachstum der
Seitenwurzeln von Arabidopsis thaliana zu modifizieren [23]. Fur die Anwendung in Pflan-
zen wurden auch orthogonale synthetische Promotoren entwickelt, die unter Kontrolle des
endogenen Signalmolekils Ethylen stehen [24].

In der Krebstherapie wurden genetische Schaltkreise in Bakterien erforscht, die nach einer
Temperaturerhéhung Uber Ultraschall zu einer gezielten Ausschittung von Zytokinen fiih-
ren [25]. Weiterhin werden miRNAs in kinstlichen Logikschaltkreisen, die verschiedene
Rechenoperationen in Zellen ausfihren kénnen, verwendet. In kiinstlichen DNA-Schalt-
kreisen fungieren miRNAs als Eingangssignale, die nachfolgende DNA-Reaktionen uber
Strangverdrangungsprozesse gezielt aktivieren oder hemmen [26].

Neuronale Netzwerke wurden in silico fir Bakterien entwickelt, um deren Verhalten zur
Lésung von Optimierungsproblemen oder zur Reaktion auf veranderte Umweltbedingungen
zu programmieren [27]. In Saugerzellen wurden Logikgatter gebaut, die auf dem Einbau
von zwei verschiedenen nicht-kanonischen Aminosauren beruhen. Nur bei Vorhandensein
einer oder beider nicht-kanonischer Aminosauren sind diese Schaltkreise aktiv [28]. Soge-
nannte Baktoneuronen wurden in Escherichia coli mit jeweils drei inputs und drei outputs
konstruiert und bilden zusammen finf artifizielle Neurosynapsen. Sie werden fir zellulare
Rechenoperationen genutzt [29]. Mithilfe eines aus Transkriptionsfaktoren bestehenden
Schaltkreises wurde in Saugerzellen Multistabilitat erreicht. Dabei kann eine Zelle durch
aullere Reize in Kombination mit dem eingebauten Schaltkreis einen bestimmten Zustand
einnehmen [30]. Zudem wurde ein drahtlos steuerbares elektronisches System flr mini-
malinvasive biomedizinische Anwendungen entwickelt. Dabei reagieren Nanopartikel auf
ein elektromagnetisches Feld mit der Erzeugung reaktiver Sauerstoffspezies, die wiederum
als Signal fur die Expression eines Transgens dienen. Das System wurde zur Kontrolle des
Blutzuckerspiegels bei Mausen mit Typ-1-Diabetes validiert [31].

Bewertung der ZKBS:

Beim Design genetischer Schaltkreise werden genau definierte, meist in der Funktion gut
charakterisierte DNA-Abschnitte miteinander kombiniert. Die Schaltkreise werden haufig
unter Verwendung einer biologischen Sicherheitsmallinahme in seit langem in der For-
schung bekannte Modellorganismen eingebracht. Wie bereits in den letzten Berichten
festgestellt, werden dabei gentechnisch veranderte Organismen erzeugt, die vom Gel-
tungsbereich des GenTG erfasst werden.



2.3 Synthese maBgeschneiderter Stoffwechselwege

Die Publikationen befassen sich mit der Optimierung des CO,-Stoffwechels, der Herstel-
lung synthetischer Wirkstoffe, Energieumwandlung und kiinstlicher Photosynthese.

Die Hefe Komagataella phaffii wurde so verandert, dass sie CO; als einzige Kohlenstoff-
quelle nutzen kann und gleichzeitig organische Sauren wie ltaconsaure oder Milchsaure
produziert [32]. Dartber hinaus wurde mit dem THETA-Zyklus ein in der Natur in dieser
Form nicht vorkommender CO,-Fixierungsweg entwickelt, der gasformiges CO. effizient in
Acetyl-CoA umwandelt [33]. Es wurde zudem das Lactyl-CoA Mutase-Modul beschrieben,
das Acetyl-CoA effizient in Pyruvat umwandelt, ohne CO, freizugeben [34]. Ein weiterer neu
entwickelter Stoffwechselweg ist der kiinstliche Phosphoketolase-Stoffwechselweg, der im
Gegensatz zur Glykolyse Einfachzucker (Monosaccharide) ohne Verluste zu Acetyl-CoA
abbaut [35].

Die neuentwickelte Plattform BIOPOLYMER nutzt gentechnisch veranderte Streptomyces
coelicolor-Stamme, um neuartige Anthrazyklinanaloga herzustellen [36]. Eine Hefezellfa-
brik ermdglicht die skalierbare Produktion von 24-Epi-Ergosterol, das in der Natur extrem
selten vorkommt und eine Vorstufe fur ein Pflanzenhormon darstellt, das in der Landwirt-
schaft fur die Steigerung von Ernteertragen und Qualitat von Erntegltern eine wichtige
Rolle spielt [37]. Die abiologische Carben-Transfer-Reaktion wurde erstmals in einen Bio-
syntheseweg eines Bakteriums eingeflgt und erweitert das Spektrum organischer Sub-
stanzen, die durch zelluldren Stoffwechsel hergestellt werden kdnnen [38]. Ein neu entwi-
ckelter Stoffwechselweg kann in vitro als auch in vivo in E. coli unter Verwendung von nur
zwei Enzymen und anorganischem Phosphat (P;) Formiat zu Formaldehyd reduzieren [39].

Das fiir die Natur neue, elektrobiologische Modul ,Saure/Aldehyd-ATP-Zyklus® ermoglicht
einer Zelle, elektrische Energie direkt in ATP umzuwandeln und kann an andere in vitro
Prozesse wie Transkriptions-/Translationssysteme gekoppelt werden [40]. Ein C2-symme-
trisches Designer-Protein wurde konstruiert, das exzitonisch gekoppelte Chlorophyll-Paare
(special pairs) funktional bindet und eine kinstliche Lichtanregung sowie einen Energie-
transfer ermoéglicht [41]. Durch Einfigen von genetischen Komponenten des a-Carboxy-
soms aus einem Proteobakterium wurden morphologisch korrekte Carboxysomen in Ta-
bakchloroplasten erzeugt. Diese Arbeit ebnet den Weg zur Verbesserung der Photosyn-
these und Produktivitat von Nutzpflanzen [42]. Eine neue Methode wurde entwickelt, um
die fur bestimmte Stoffwechselwege erforderlichen Gene artenlibergreifend mittels iModu-
lons (Gruppen von ko-exprimierten, aber potenziell unabhéngig voneinander regulierten
Genen) zu Ubertragen [43].

Bewertung der ZKBS:

Fir die Entwicklung neuartiger mafigeschneiderter Stoffwechselwege werden bestehende
Gene moadifiziert oder Gene eines anderen Organismus in einen bereits bestehenden Or-
ganismus eingebracht. Die gezielte Bildung gefahrlicher Stoffe ware dadurch mdglich.
Jedoch sind Herstellung und Umgang mit diesen Organismen vollstandig durch das GenTG
abgedeckt.



2.4 Proto-, Minimal- und synthetische Zellen

In diesem Berichtszeitraum wurden keine Publikationen zum top down-Ansatz zur Herstel-
lung von Minimalzelllen identifiziert, die gegenuber den in den vorherigen Berichten er-
fassten Arbeiten wesentliche neue Entwicklungen prasentierten.

Bei dem bottom up-Ansatz zur Herstellung von Protozellen bleibt die Nutzung von giant
unilamellar vesicles (GUVs) dominierend, erweitert durch giant unilamellar niosomes [44],
Proteinvesikeln [45] und kernhaltigen Zellen in Form von Vesikel-in-Vesikel-Strukturen mit
genetisch gesteuerter Kommunikation zwischen Kompartimenten [46]. Die Polymerisati-
ons-induzierte Selbstassemblierung wurde als neue Synthesemethode fir GUVs vorgestellt
[47]. Nachgebildet wurden vollstandige Pflanzenzellwande [48], und auf DNA-, RNA- oder
bakteriellen Bruchstliicken basierte Zellgertste [49-51]. Es wurden kinstliche Komparti-
mente aus DNA-, Dipeptid- oder Protein-Koazervaten, RNA-Nanostrukturen und Silizium-
dioxid geschaffen [52-54], die u. a. zwei chemisch nicht vereinbare Prozesse in GUVs
raumlich trennen [55], Mitochondrien nachahmen [56] oder in denen eine metabolisch
gesteuerte Transkription stattfindet [57]. In Chloroplasten wurde ein synthetisches bakteri-
elles Mikrokompartiment etabliert [58]. Mittels DNA-Origami wurde ein ATPase-vergleich-
barer Drehmotor codiert, der sich selbst assemblieren kann [59], und es wurden DNA-Ori-
gami-Zangen zur gezielten Steuerung der Morphologie von GUVs hergestellt [60]. Des
Weiteren wurde das intrazelluldare Transportsystem, bestehend aus einem kolloidalen Mo-
tor und selbstassemblierenden Lipidréhren, nachgebaut [61]. Es wurden kinstliche Zellen
erschaffen, die Uber Sensoren auf Reize reagieren und Saugetierzellen regulieren [62], die
nach subkutaner Verabreichung in Mausen durch die Produktion von proangiogenen Fak-
toren die Neovaskularisation auslésen [63] oder die durch ein temperatursensitives mRNA-
Element die Proteinexpression steuern [64]. Eine Zellteilungsmaschinerien fiir kinstliche
Zellen wurde vorgestellt [65, 66] sowie die kinstliche Rekonstruktion endosymbiontischer
Prozesse in eukaryotischen Zellen beschrieben [67—69]. Zum ersten Mal wurde ein voll-
sténdiger viraler Infektionszyklus eines T7-Phagen innerhalb kunstlicher Zellen nachgestellt
[70]. Zudem wurde gezeigt, dass synthetische Zellen in einem synthetischen Paarungs-
system miteinander interagieren kénnen und auf diese Weise verschiedene genetische
Schaltkreise aktivieren [71].

Bewertung der ZKBS:

Bei Minimalorganismen, die durch die gezielte Verkleinerung des Genoms erzeugt wurden,
kann das Gefahrdungspotenzial, wie im GenTG vorgesehen, durch den Vergleich der
Organismen mit den Ausgangsorganismen gut abgeschatzt werden. ,Am ReilRbrett* ent-
worfene Organismen des bottom up-Ansatzes fallen nicht unter das GenTG, welches auf
Organismen angewendet wird, deren ,genetisches Material in einer Weise verandert wur-
de, wie sie unter natirlichen Bedingungen durch Kreuzung oder natirliche Rekombination
nicht vorkommt* (§ 3 GenTG). Gemal GenTG wird das bekannte Gefahrdungspotenzial
des Spender- und Empfangerorganismus der Risikobewertung zu Grunde gelegt. Proto-
zellen, die keinen naturlichen Organismus zur Grundlage haben, fallen demnach nicht unter
das GenTG.

Bis heute wurde keine Protozelle beschrieben, die autonom repliziert und als Organismus
gesehen werden kann.



2.5 Xenobiologie

Im Bereich der Xenobiologie wurden einige Arbeiten zur Erweiterung des genetischen
Codes und zum Einbau nicht-kanonischer Monomere in Proteine verdffentlicht. Zu diesen
gehorte z. B. die Entwicklung einer Pyrrolysyl-tRNA-Synthetase mit einem erweiterten
Substratspektrum, die a-Thiosauren und a-Carbonsauren akzeptieren kann, wodurch der
Einbau von zusatzlichen nicht-kanonischen Monomeren in Proteine ermdglicht wurde [72].
Zudem wurde ein Verfahren zur Identifizierung orthogonaler tRNA-Synthetasen entwickelt,
mit dem Varianten flr den Einbau weiterer nicht-kanonischer Aminosauren, wie z. B. B-
Aminosauren, a,a-disubstituierte Aminosauren und B-Hydroxysauren gefunden wurden
[73]. In einer weiteren Arbeit wurde eine Strategie fir die effiziente Verwendung eines vier-
Basen-Codons beschrieben, die den Einbau von mehreren nicht-kanonischen Aminosau-
ren ohne Modifikation des Wirtsgenoms erlaubte [74]. Des Weiteren wurden fluoreszieren-
de, nicht-kanonische Aminosauren entwickelt und zur Produktion von kuinstlichen fluores-
zierenden Proteinen und Biosensoren verwendet, die fir molekulare Untersuchungen in
Saugetierzellen dienen [75]. Schliellich wurde eine Methode beschrieben, die die in situ-
Biosynthese nicht-kanonischer Aminosauren mit einer Erweiterung des genetischen Codes
kombiniert, wodurch die Produktion von kinstlichen Enzymen mit neuartigen katalytischen
Eigenschaften in Zellen méglich wurde [76].

Bewertung der ZKBS:

Mithilfe der im Bereich der Xenobiologie verfolgten Ansatze werden Organismen erzeugt,
deren genetisches Material in einer Weise verandert worden ist, wie sie unter natirlichen
Bedingungen durch Kreuzen oder natlrliche Rekombination nicht vorkommt. Dabei werden
auch nicht-naturliche Basen als genetisches Material angesehen. Sie unterliegen demnach
dem GenTG und fallen unter dessen Vollzug.

Viele Anwendungen aus dem Bereich der Xenobiologie zielen zudem auf Orthogonalitat
und bendtigen sehr spezifische und oft in der Natur nichtvorkommende Verbindungen. Dies
kann zu einer Erhdhung der Biosicherheit fuhren.

2.6 Methoden mit Einfluss auf die Synthetische Biologie

In den letzten Jahren wurden neue Methoden zum Design, zur Konstruktion und zur Opti-
mierung genetischer Schaltkreise, Stoffwechselwege, molekularer Komponenten (wie z. B.
Proteine, Ribosomen [77] und synthetischer Rezeptoren [78]) und zellularer Systeme (wie
z. B. programmierte Zell-Zell-Interaktionen [79] und synthetische Sensorsysteme [80])
entwickelt. Dazu zahlen u. a. 6ffentlich zugangliche, computergestitzte Designplattformen
wie Galaxy-SynBioCAD zur Planung genetischer Konstrukte und Stoffwechselwege [81],
Strategien zur heterologen und wirtsibergreifenden Expression von Biosynthese-Gen-
clustern [82], Methoden zur kontrollierten Expression multipler Gene in Pilzen [83] sowie
CRAPs, eine in vivo-Methode in Hefe, bei der mithilfe von CRISPR-basierter DNA-Repa-
ratur zahlreiche unterschiedliche Stoffwechselweg-Kombinationen erzeugt und funktionell
verglichen werden kénnen [84].

Darlber hinaus wurden Werkzeuge zur gezielten Manipulation von DNA-Sequenzen bis hin
zu Chromosomen entwickelt, darunter orthogonale Replikationssysteme zur
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beschleunigten Evolution synthetischer DNA-Elemente [85], RNA-gesteuerte bridge-Re-
kombinasen flr prazise genomische Umlagerungen wie Insertionen, Exzisionen und In-
versionen [86] sowie Methoden zum Transfer und zur gezielten Modifikation menschlicher
Chromosomen [87]. Diese neuen molekularen Werkzeuge erweitern das programmierbare
genome engineering von lokalen Sequenzanderungen an einzelnen Genen hin zum ge-
zielten Umbau von Chromosomen und Genomen. Dadurch kénnen kinftig grof3skalierte
Veranderungen wie die Konstruktion und Reorganisation von kompletten genomischen
Regionen wesentlich vereinfacht und beschleunigt werden.

Ein weiterer Schwerpunkt lag auf der Entwicklung und Anwendung Kl-basierter Modelle
zum Design und zur Optimierung von Proteinen, Nukleinsduresequenzen und genetischen
Schaltkreisen. So ermdglichte maschinelles Lernen beispielsweise die Optimierung gene-
tischer Schaltkreise und komplexer Expressionssysteme [88], wahrend generative KI-Mo-
delle wie Chroma und ESM3 das Design neuer Proteine und Proteinstrukturen erméglich-
ten [89, 90]. Zudem erlaubt das bereits erwahnte Kl-gestitzte Sprachmodell fir die Geno-
mik, Evo, die Vorhersage und Generierung von DNA-, RNA- und Proteinsequenzen [91].
Hochdurchsatzverfahren zur Analyse grofer genetischer Designraume wurden mit ma-
schinellem Lernen kombiniert, um genetische Schaltkreise vorherzusagen und zu optimie-
ren [92]. Kl-gestiitzte Vorhersagemodelle ermdglichen in Verbindung mit automatisierten
Laborplattformen zunehmend autonome design-build-test-learn-Zyklen zur iterativen Opti-
mierung von Enzymen [93]. Damit verschiebt sich das biologische Engineering zunehmend
von der manuellen Auswahl einzelner Designs durch Forschende hin zu Kl-gestutzten und
automatisierten Designprozessen, die im Hochdurchsatz selbstandig erzeugen, testen und
optimieren kénnen.

Bewertung der ZKBS:

Bei den hier aufgefiihrten Methoden werden u. a. genetische Elemente, Stoffwechselwege,
molekulare Komponenten oder zelluldare Systeme gezielt verandert oder neu kombiniert.
Sofern hierbei Organismen genetisch verandert werden und die erzeugten genetischen
Veranderungen nicht unter natlrlichen Bedingungen durch Kreuzung oder natirliche Re-
kombination entstehen kénnen, findet das GenTG Anwendung.

Bei den beschriebenen Kl-basierten Methoden werden die generierten oder optimierten
Entwirfe experimentell umgesetzt und in Organismen oder Zellkulturen validiert. Auch
wenn in einigen Fallen neuartige DNA-Sequenzen in Organismen eingebracht werden,
unterliegen die entstehenden GVO den Bestimmungen des GenTG (siehe dazu auch die
Bewertung zu 2.1 Synthese von Genen und Genomen).

Generative Kl und Labor-Automation verandern dabei zunehmend die Grundlagen der
vergleichenden Risikobewertung, da biologische Funktionen unabhangig von natirlichen
Sequenzvorbildern entworfen und optimiert werden kénnen. Die weitere Entwicklung ge-
nerativer Kl und automatisierter design-build-test-learn-Ansatze bleiben Gegenstand des
kontinuierlichen Monitorings.
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2.7 Synthetische Biologie mit Anwendungsperspektiven

Seit dem dritten Zwischenbericht im Jahr 2022 hat die ZKBS in ihr kontinuierliches Moni-
toring auch Publikationen zu Anwendungsperspektiven der Synthetischen Biologie
aufgenommen. Die vorgestellten Innovationen nutzen kunstliche genetische Schaltkreise,
biologisch-elektronische Schnittstellen, Nanotechnologie und generative Kl fir neue
medizinische und biotechnologische Anwendungen.

Im Bereich Kl-gestiitztes Proteindesign wurde eine zellfreie Biosynthese-Plattform vorge-
stellt, die innerhalb eines Tages antimikrobielle Peptide de novo erzeugen und validieren
kann [94]. MCNet ist ein Modell zur Vorhersage von Protein-Glykan-Interaktionen ein-
schlie3lich vollstandiger Stereochemie von Glykanstrukturen [95]. RoseTTAFold Diffusion
(RFdiffusion, [96]) ermbglicht das Entwerfen neuartiger therapeutischer Bindungsproteine
gegen medizinisch relevante Zielstrukturen und kénnte die Entwicklungszeiten und Kosten
gegenuber klassischen Verfahren wie Tierimmunisierung oder umfangreicher Screenin-
gansatze reduzieren [97, 98].

Im Bereich neuer Therapien wurde das DNA-codierte Modell ARCT entwickelt, welches
zytotoxische T-Lymphozyten imitiert, die Uber die Freisetzung eines porenbildenden Pro-
teins Tumorzellen zerstéren [99]. Die Erzeugung von Geweben oder Organen fir klinische
Anwendungen konnte in der Zukunft von programmierten Fibroblasten (Organisator-Zellli-
nie) unterstitzt werden, die durch Anordnung an Maus-embryonale Stammzellen eine
naturnahe Embryonalentwicklung erméglichen [100]. Eine fir den Menschen einnehmbare,
bioelektronische Kapsel misst die Entziindungsmarker im Magen-Darm-Trakt in Echtzeit
und sendet die Daten drahtlos an ein Smartphone [101]. Die Schnittstelle direct current-
actuated regulation technology (DART) verbindet tragbare elektronische Gerate mit medi-
zinischen Interventionen, ermdéglicht so die Programmierung der Expression eines Fremd-
gens in menschlichen Zellen und verspricht vielseitige Einsatzmdoglichkeiten fir gen- und
zellbasierte Therapien, Echtzeit-Dosierungen und fur die Fernuberwachung von Patienten
durch medizinisches Personal [102]. Fur die Weiterentwicklung der Interspezies-Organo-
genese wurden Nanobodies entwickelt, die die Adhasion zwischen Zellen des Menschen
und der Maus kinstlich verbessern [103]. Ein oszillierender Schaltkreis, der Uber zwei
Induktoren in E. coli gesteuert wird, kann sowohl seine Periode als auch seine Amplitude
verandern und fur eine pulsierende Verabreichung von Medikamenten verwendet werden
[104].

DUEC (dueling competent) ist eine hochselektive Plattform fur die Proteinabgabe und
basiert auf der tit-for-tat (“Wie du mir, so ich dir’)/Duell-Reaktion des H1-T6-Sekretions-
systems von Pseudomonas aeruginosa [105]. Es wurde ein synthetisches Transkriptions-
system entwickelt, das die Expressionsstarke eines Zielgens tber guide RNAs, ihre kom-
plementaren Bindestellen sowie ein deaktiviertes CRISPR-Protein steuert [106].

Eine kunstliche Photosynthese steigert Licht-abhangig die Produktion von ATP und Malat
mittels CdS-Halbleiter-Nanocluster im Periplasma von E. coli [107]. Eine nanoskalige DNA-
Origami-Turbine arbeitet unter physikalischen Bedingungen autonom und wandelt Energie
aus naturlicherweise reichlich vorhandenen elektrochemischen Potenzialen in mechani-
sche Arbeit um [108].
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Erstmals wurden vollstandig funktionelle spiegelbildliche Nanoporen aus D-Aminosauren
(DpPorA) entwickelt, die auf einem natirlichen bakteriellen Porin (PorACj) basieren und
selektiv zytotoxisch auf Brustkrebszellen wirken [109]. Eine neuartige Nanostruktur auf
Basis spiegelbildlicher RNA (L-RNA) wurde flir eine stabile und zielgerichtete Verabrei-
chung von Therapeutika konzipiert [110].

Bewertung der ZKBS:

Die hier beschriebenen Anwendungsperspektiven der Synthetischen Biologie umfassen ein
breites Spektrum unterschiedlicher Ansatze und Methoden.

Werden dabei Organismen gentechnisch verandert, etwa durch das Einbringen syntheti-
scher Schaltkreise oder neuartiger Expressionssysteme, unterliegen die Arbeiten dem
GenTG.

Dagegen beinhalten andere der aufgefiihrten Ansatze fir sich genommen keine GVO. Dazu
zahlen in silico durchgefiihrtes Kl-gestlitztes Protein-Design, zellfreie Systeme oder mole-
kulare Strukturen wie DNA-Origami und spiegelbildliche Protein- oder RNA-Strukturen.
Soweit ihre Herstellung oder Anwendung nicht mit gentechnischen Arbeiten an Organismen
verbunden ist, fallen diese Ansatze nicht in den Anwendungsbereich des GenTG.

Aus Sicht der ZKBS ergeben sich daraus derzeit keine grundsétzlich neuen Fragestellun-
gen flr die biologische Sicherheit.
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