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Die Verlagerung der stofflichen und energetischen Strome hin zu einer biologisierten
Industrie findet ihren Niederschlag in der nationalen Biokdkonomie-Strategie 2030.
Zu Realisierung bedarf es der Weiterentwicklung und funktionellen Erweiterung
biotechnologischer Ansatze und Prozesse. In diesem Kontext ist die Erweiterung von
Zellfunktionen jenseits der naturlichen Zellausstattung mit neuen modularen
Komponenten ein wichtiger Schritt hin zur neuen biotechnologischen Fahigkeiten der
Zelle.

In unserer Arbeit fokussieren
wir uns auf folgende Aspekte: 1.
Das Design, die Konstitution
und funktionelle Definition bzw.
Applikation von de novo
Kompartimenten/Organellen &
Chassisengineering, 2. Die
Erweiterung des genetischen
Codes durch das Redesign des
Translationsnetzwerkes fur den
Einbau unnatuarlicher
Aminosauren mit
bioorthogonalen Seitengruppen,
3. xenobiotischen Enzymen &
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Rahmen der Prasentation werden Aspekte der kodierten Kompartimententwicklung in
vitro und in vivo mit den Modifikationsmdglichkeiten der Kompartimente durch
definierte Biofunktionalisierung (z.B. gesteuerte Isopeptidbindungsbildung zwischen
Kompartiment-konstituierendem Protein und einem zuséatzlichem Proteinbaustein,
z.B. Enzym) und unnatirlichen Aminosauren gezeigt. Die Implementierung neuer
Funktionalitaten erlaubt die modulare Kreation komplexer Systeme hin zu
Nanfabriken in vivo durch de novo Organellen da diese als ,frei kodierbare“ Module
noch nicht in den funktionellen Kontext der zellularen Netzwerkkomplexe
eingebunden sind." In diesem Kontext besitzen auch andere Proteinstrukturelemente
und Superstrukturen die katalytisch funktionalisierbar sind steigendes Interesse.?®
Durch die Kompartimentalisierung von Prokaryonten soll es méglich werden neue
Synthesewege und Enzymkaskaden in Prokaryonten ebenso zu realisieren wie deren
in vitro Applikation als Nanokompartiment. Durch die Wahl von proteinbasierten
Amphiphilen zur Konstitution von membranbasierten Organellen konnte die
Konstitution organellartiger NanoBioSysteme fur Anwendungen in vivo und in vitro



erreicht werden.* Erméglicht wurde die bibliotheksartige Kombination von modularen
Block-Domanensequenzen durch die Entwicklung einer ,Ein-Vektor-Tool-Box-
Platform* (“one-vector-toolbox-platform” (OVTP)).® Diese Platformtechnologie erlaubt
es mit exakter Kontrolle Uber die Sequenz und die seitenspezifische Einfuhrung
nicht-biogener Funktionen das intentionelle Design von Strukturen und Funktionen
auch auf der Basis von langen und repetitiven Sequenzmotiven zu realisieren. Das
Redesign der ribosomalen Proteinbiosynthese zum Einbau unnatirlicher
Aminosauren durch die Erweiterung des genetischen Codes mit Hilfe des Redesign
des Translationsnetzwerkes ist ein wichtiges Werkzeug, um artifizielle chemische
Funktionen genetisch kodiert in Proteine einzufuhren. Hierzu wurden im Hinblick auf
die Ursprungszelllinie des modularen Produktionsorganismusses (E. coli)
orthogonale tRNAs und tRNA-Synthetasen entwickelt.®® Diese erlauben den
seitenspezifischen, genetisch kodierten, cotranslationalen Einbau unnatirlicher
Aminosduren mit neuen chemischen Gruppen in der Seitenkette. Uber diese neuen
Seitengruppen der unnatirlichen Aminoséauren kénnen funktionellenGruppen mit
bioorthogonaler Reaktivitat in Proteine eingefuhrt werden. Diese kbnnen dann in vivo
und in vitro selektiv und seitenspezifisch mit kleinen Molekilen oder mit
komplementar funktionalisierten Proteinen konjugiert werden.

Dies erlaubt uns ein weitreichendes Engineering von Enzymfunktionen z.B. die
Transformation eines Kofaktors zu einer prosthetischen Gruppe mit weitreichendem
Anwendungspotential bei der Applikation xenobiotischer oder artifizieller Kofaktoren.
Erste Anwendungen von modular mit protein-basierten Organellen (PBOs)
modifizierten/funktionell erweiterten Zellen flr die Bioproduktion von ultrapotenten
Wirkstoffen/Enzymen wurden realisiert und werden gezeigt. Die Weiterentwicklung
der etablierten und die Addition neuer modularer Funktionen wird erlautert und die
weiteren Entwicklungsmoglichkeiten z.B. die Implementierung von elektrischer und
solarer Energie in Bioprozesse sowie Erweiterung der systemanalytischen
Maoglichkeiten bis hinunter zu wenigen Zellen aufgezeigt.
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