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Einflihrung

Die Zentrale Kommission fur die Biologische Sicherheit (ZKBS) fuhrt seit mehr als zehn Jahren
ein Monitoring der Synthetischen Biologie durch, um aktuelle wissenschaftliche Entwicklungen
sachverstandig und kritisch zu begleiten und hinsichtlich der biologischen Sicherheit zu bewerten.
In den Jahren 2012 und 2018 wurden der erste und der zweite Zwischenbericht zu diesem
Monitoring veroffentlicht. Wahrend sich der erste Bericht auf Forschungsaktivitaten in
Deutschland konzentrierte, betrachtete der zweite Zwischenbericht die wissenschaftlichen
Entwicklungen weltweit.

Seit dem zweiten Zwischenbericht flihrt die ZKBS ein kontinuierliches Monitoring von
Publikationen zur Synthetischen Biologie durch. Ausgewahlte Publikationen, die nach Ansicht der
ZKBS besonders typisch und relevant fir die einzelnen Forschungsfelder der Synthetischen
Biologie sind, werden regelmafRig auf der Homepage der ZKBS (https://www.zkbs-
online.de/ZKBS/DE/SynthetischeBiologie/02_AktEntwicklungen/AktEntwicklungen_node.html)
vorgestellt.

Der vorliegende Bericht stellt die Entwicklungen in den verschiedenen Forschungsbereichen
anhand der von der ZKBS fiir die Homepage ausgewahlten Publikationen kurz vor, bewertet sie
hinsichtlich einer potentiellen Gefahrdung fuir die biologische Sicherheit und beurteilt, ob sie vom
Geltungsbereich des Gentechnikgesetzes (GenTG) bzw. den Europaischen Richtlinien
abgedeckt werden.

Fir eine Einfuhrung in den Bereich der Synthetischen Biologie wird auf die bereits veroffentlichten
Zwischenberichte verwiesen.

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

Bislang existiert keine allgemeingultige Definition der Synthetischen Biologie. Die ZKBS
konzentriert sich in ihrem Monitoring auf finf Bereiche, die von Forschenden und anderen
Stakeholdern generell als die Forschungsfelder der Synthetischen Biologie gesehen werden.
Diese sind:

e Design und Synthese von Genen und Genomen

e Konzeption von genetischen Schaltkreisen

e Design von maligeschneiderten Stoffwechselwegen

e Erzeugung von Minimalorganismen und Schaffung von kinstlichen Zellen
e Xenobiologie.

Zudem listet die ZKBS seit 2018 auch Publikationen zu Methoden mit Einfluss auf die
Synthetische Biologie auf ihrer Homepage auf. Im Folgenden werden die Ergebnisse des
kontinuierlichen Monitorings kurz zusammengefasst. Fur eine vollstindige Liste der
Kurzzusammenfassungen wird auf die Homepage der ZKBS verwiesen (https://www.zkbs-
online.de/ZKBS/DE/SynthetischeBiologie/02_AktEntwicklungen/AktEntwicklungen_node.html).



2.1 Design und Synthese von Genen und Genomen

Einige der bereits in den ersten beiden Berichten beschriebenen Entwicklungen wurden
fortgefuhrt und erweitert. Beispielsweise wurde ein synthetisches Escherichia coli-Genom mit
einer GroRe von 4 Mbp synthetisiert, in welchem zudem zwei Kodons rekodiert wurden [1]. DNA
als Speichermedium wurde zur dynamischen Datenspeicherung gro3er Datenmengen oder zur
Aufzeichnung der Zellabstammung eingesetzt [2, 3]. Zur Standardisierung bei der Synthese von
Genen und Genomen tragen synthetische Promotoren bei, die u. a. fir Pflanzen [4] und flr
Saccharomyces cerevisiae entwickelt wurden [5].

Bewertung der ZKBS: Wie bereits in den letzten beiden Zwischenberichten beschrieben,
entwickeln sich die Moglichkeiten zur Synthese kompletter Genome standig weiter. Ein de novo-
Design von Genomen wurde jedoch weiterhin nicht vorgenommen, sodass sich in vitro
synthetisierte Genome stark an natirlichen Vorbildern orientieren. Dadurch ist eine vergleichende
Risikobewertung weiterhin moglich.

Die reine in vitro-Synthese von Genen und Genomen fallt nicht unter das GenTG, solange die
hergestellten Nukleinsdureabschnitte nicht in das Genom lebender Organismen eingebracht
werden. Werden neu synthetisierte und modifizierte Genome in lebende Organismen
eingebracht, stellt dies eine gentechnische Arbeit gemal GenTG dar, sofern diese Modifikationen
nicht unter naturlichen Bedingungen durch Kreuzen oder naturliche Rekombination vorkommen.

2.2 Design genetischer Schaltkreise

Geplante Anwendungen von genetischen Schaltkreise liegen in der Medizin und der
Umweltdiagnostik vor. Genetische Schaltkreise scheinen einerseits komplexer zu werden,
andererseits werden auch Bestrebungen zu einer stabileren Expression der Schaltkreise und
ihrer outputs sowie eine Regulierung durch neuartige inputs beschrieben. Zudem sind mehr
angewandte Beispiele zu beobachten. Beispiele fur komplexe Schaltkreise sind die Verarbeitung
multipler inputs durch ein metabolisches Perzeptron [6] oder flexible Logikgatter, die aus
Proteinen aufgebaut sind und der posttranslationalen Kontrolle dienen [7]. Eine stabile
Genexpression unabhangig von Kopienzahl oder der Lokalisation eines Schaltkreises im Genom
wurde beispielsweise durch Segall-Shapiro et al. [8] oder Frei et al. [9] beschrieben. Neuartige
inputs fur Schaltkreise kdnnen z. B. elektrische Signale [10], photothermale Signale Uber LED-
Licht [11] oder Licht [12, 13] sein. Genetische Schaltkreise werden flir die Anwendung in der
Krebstherapie erforscht. Sie kdnnen eingesetzt werden, um die Konzentration von
Oberflachenproteinen (z. B. Antigendichte) oder microRNAs in einer Zelle zu messen und so
gezielt Tumorzellen erkennbar zu machen, wodurch eine gezielte Abtotung dieser vermittelt
werden kann [14-18]. Ein anderes Beispiel fur eine Anwendung sind genetische Schalter, die in
Gewebe eingearbeitet werden und so als tragbare Sensoren flr kleine Molekiile, wie Toxine,
fungieren [19].

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 Sicherheitsmalinahme in seit langem in der
Forschung bekannte Modellorganismen eingebracht. Wie bereits in den letzten beiden



Zwischenberichten festgestellt, werden dabei gentechnisch veranderte Organismen erzeugt, die
vom Geltungsbereich des GenTG erfasst werden.

2.3 Design von maRgeschneiderten Stoffwechselwegen

MalRgeschneiderte = Stoffwechselwege  werden  beispielsweise  genutzt, um  die
Biomasseproduktion in Pflanzen zu erhéhen oder neue Wege zur CO»-Fixierung zu etablieren
[20—-22]. Ein neuer Weg der Carboxylierung zur besseren CO»-Fixierung [23] kann dabei mit dem
bereits im letzten Zwischenbericht beschriebenen CETCH-Zyklus [24] kombiniert werden. Auch
die Produktion wirtschaftlich interessanter Molekiile, wie synthetischer Cannabinoide in S.
cerevisiae sowie des Aromastoffes Vanillin aus einem PET-Abbauprodukt, wurden beschrieben
[25, 26]. Stoffwechselwege wurden in Vesikel verlagert, um eine toxische Wirkung der
entstehenden Produkte zu verhindern [27].

Bewertung der ZKBS: Fir die Entwicklung neuartiger malRgeschneiderter Stoffwechselwege
werden bestehende Gene modifiziert oder Gene eines anderen Organismus in einen bereits
bestehenden Organismus eingebracht. Die gezielte Bildung gefahrlicher Stoffe ware dadurch
maoglich. Jedoch sind Herstellung und Umgang mit diesen Organismen vollstandig durch das
GenTG abgedeckt.

2.4 Minimalzellen: Genomreduktion und Generierung von Protozellen

Top down: Herstellung von Minimalzellen durch Genomreduzierung

Reduzierte Genome wurden u. a. fir die Hefe S. cerevisiae entwickelt, indem essentielle Gene
in einem Superchromosom geblndelt wurden [28] oder indem eines der 16 Chromosomen
beispielhaft um 58 % reduziert wurde [29]. Im Bereich der Bakterien wurde z. B. das Genom von
Caulobacter ethensis reduziert und zusatzlich 56 % aller Kodons durch synonyme Kodons ersetzt
[30].

Bottom up: Herstellung von Protozellen

Die Herstellung minimaler Zellen aus biologischen Bausteinen konzentriert sich auf die
Entwicklung verschiedener Funktionen, die ,lebensfahige synthetische Zellen bendtigen. Dies
kann die Bildung von Kompartimenten wie einem artifiziellen Zellkern [31], von Strukturen zur
Zellteilung [32] oder Zellbewegung [33, 34] oder zur Energieversorgung [35, 36] sein. Viele
Arbeitsgruppen forschen zudem an der Kommunikation zwischen Protozellen, z. B. mithilfe von
DNA [37, 38] oder kleinen Molekilen [39].

Bewertung der ZKBS: Minimalorganismen, die durch die gezielte Verkleinerung des Genoms
erzeugt wurden, sind generell weniger anpassungsfahig an ihre Umwelt, womit eine reduzierte
Fitness und ggf. auch eine reduzierte Pathogenitat einhergeht. Die meisten dieser Organismen
kénnen nur unter definierten Bedingungen Uberleben, weswegen eine erhdhte Gefahrdung der
biologischen Sicherheit nicht zu erkennen ist. Das Gefahrdungspotential kann wie im GenTG



vorgesehen durch den Vergleich der Organismen mit den Ausgangsorganismen gut abgeschatzt
werden.

»,Am Reil3brett* entworfene Organismen des bottom up-Ansatzes fallen nicht unter das GenTG,
welches auf Organismen angewendet wird, deren ,genetisches Material in einer Weise verandert
wurde, wie sie unter natlrlichen Bedingungen durch Kreuzung oder natlrliche Rekombination
nicht vorkommt® (§ 3 GenTG). Gemall GenTG wird das bekannte Gefahrdungspotential des
Spender- und Empfangerorganismus der Risikobewertung zu Grunde gelegt. Protozellen, die
keinen natirlichen Organismus zur Grundlage haben, fallen demnach nicht unter das GenTG.

Bis heute wurde jedoch keine Protozelle beschrieben, die autonom repliziert und als Organismus
gesehen werden kann. Aus diesem Bereich ist gegenwartig kein Risiko fur die biologische
Sicherheit zu erwarten.

2.5 Xenobiologie

Im Bereich der Xenobiologie wurden einige Arbeiten zur Veranderung des genetischen Codes
beschrieben. Zu diesen gehdrte z. B. die Entwicklung eines fail safe code, bei dem jede
Aminosaure von nur einem vier-Basen-Kodon kodiert wird, welches durch Mutation nicht in ein
anderes Kodon Uberfliihrt werden kann und so vor spontanen Mutation schitzen soll [40]. Auch
ein acht-Buchstaben-Alphabet, in welchem die natlrlich vorkommenden Basen A, T, C und G
durch synthetische Nukleotide ergénzt werden [41], oder neue Basenpaare auf der Basis von
Metallen [42] wurden beschrieben. Arbeiten zu tRNAs, die beispielsweise sense-Kodons neu
kodieren [43]
oder vier-Basen-Kodons dekodieren [44], erganzen diese Arbeiten. Zudem wurden einige
Forschungsarbeiten zur Insertion von nicht-kanonischen Aminosauren in Proteine beschrieben.
Diese hatten beispielsweise eine Auxotrophie [45] zum Ziel. Bakterien, die eine 21. Aminosaure
synthetisieren und in ein Protein einbauen kénnen, wurden ebenfalls beschrieben [46].

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 naturlichen Bedingungen durch Kreuzen oder naturliche Rekombination nicht vorkommt.
Dabei werden auch nicht-natirliche Basen als genetisches Material angesehen. Sie unterliegen
demnach dem GenTG.

Viele Anwendungen aus dem Bereich der Xenobiologie zielen zudem auf Orthogonalitat und
somit auf eine verringerte Interaktion mit natirlichen Organismen ab. Dies kann zu einer
Erhdhung der Biosicherheit fihren.

2.6 Methoden mit Einfluss auf die Synthetische Biologie

Seit dem zweiten Zwischenbericht im Jahr 2018 hat die ZKBS in ihr kontinuierliches Monitoring
auch Publikationen zu Methoden mit Einfluss auf die Synthetische Biologie aufgenommen. Diese
werden in angewandte Methoden und in silico-, also computergestitzte, Methoden aufgeteilt.



Angewandte Methoden

In diesem Bereich wurden Forschungsarbeiten zur Integration von Nukleinsaureabschnitten
mithilfe von CRISPR/Cas9 [47], eine Sequenziermethode fir eine nicht-natirliche Base [48], oder
Arbeiten zur Datenspeicherung in DNA [49, 50] aufgelistet. Auch Ansatze zur Bildung, Teilung
und Koloniebildung von Protozellvorstufen wurden beschrieben [51-53].

In silico-Methoden

Genetische Daten aus Anwendungen der Synthetischen Biologie kdnnen zum standardisierten
Datenaustausch in die Sprache Synthetic Biology Open Language (SBOL) tberflihrt werden. Um
die oft ungeordneten Datensatze in Repositorien wie SynBioHub besser zuganglich zu machen,
haben Zhang et al. [54] ein Programm zur Sortierung dieser Datensatze entwickelt.

Bewertung der ZKBS: Bei den hier aufgefiihrten angewandten Methoden wird entweder das
genetische Material eines bestehenden Organismus so verandert, wie es unter natlrlichen
Bedingungen durch Kreuzen oder natlrliche Rekombination nicht vorkommt, sodass das GenTG
Anwendung findet, oder es werden Methoden zur Generierung von Protozellen entwickelt, auf die
das GenTG keine Anwendung findet (siehe Abschnitt 2.4). Die beschriebene in silico-Methode
beinhaltet keinen Umgang mit einem Organismus, sodass das GenTG keine Anwendung findet
und keine Gefahr fir die biologische Sicherheit entsteht.
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