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VORWORT




Zu Ostern 2011 sitzen drei junge Leute in der Kiiche einer viel zu heifsen Dach-
geschoss-Studentenbude in Freiburg im Breisgau. Sie trinken Kaffee, sie essen
Toastbrot mit Nutella, reden viel, gehen zum Bier liber, schaben sich ein bisschen
Schleimhaut aus dem Mund.

Einer von ihnen heif3t Riidiger Trojok, grofs gewachsen, lange dunkelblon-
de Haare, zum Pferdeschwanz gebunden, Stoppelbart, modische Brille. Er ist
damals Biologiestudent, zu seinem Gliick noch in einem Diplomstudiengang.
Denn Bachelor und Master im Bologna-Korsett entsprechen nicht unbedingt
seiner Vorstellung von Wissenserwerb und Jungforscherdasein. Er hat auch
nicht unbedingt vor, nach dem Studium zu promovieren und sich mit unsiche-
ren Aussichten zwischen die Miihlsteine der akademischen Karrieremiihle zu
begeben. Er will Forscher sein, ja. Molekularbiologe sogar, aber er will nach sei-
nen eigenen Vorstellungen forschen. Er will Wissenschaft betreiben, aber nicht
als Lakai eines Uniprofs, nicht als Teil eines liberbiirokratisierten Systems, in
dem Strukturen, arrivierte Lehrstuhlinhaber, Interessengruppen, Geldtopfe
und die Gutachter der Deutschen Forschungsgemeinschaft bestimmen, was ge-
forscht wird und was nicht, wer wo einen Job bekommt und wer nicht.

Zu Ostern 2011 findet in Freiburg das statt, was wir in »Biohacking - Gen-
technik aus der Garage« spater als den »Ersten Deutschen Biohack« bezeich-
nen werden. Einer der Autoren dieses 2013 im Hanser-Verlag erschienenen
Buchs ist mit dabei an jenem Osterwochenende. Er heif3t Sascha Karberg, ist
ein renommierter Wissenschaftsautor und studierter Biologe, und auch er
schabt sich im Mund herum, damit sich ordentlich Schleimhautzellen l6sen.
Die Dritte im Bunde ist Lisa Thalheim aus Berlin, damals Informatikstudentin,
Computerhackerin und ebenfalls angehende Biohackerin. Sie hat sich jeden-
falls gebraucht eine Maschine zum Vervielfaltigen von Erbmaterial gekauft.
Es ist ein Gerat, das ein paar Jahre zuvor noch den Wert einer Doppelhaus-
hélfte in einer deutschen Vorstadt hatte, nun aber fiir weniger als 1.000 Euro
zu haben war. Mit seiner Hilfe soll die DNA aus den Mundschleimhauten der
drei Mitstreiter im ersten deutschen Biohack aufbereitet werden.

Allein dass die damals Beteiligten auch fiinf Jahre spater noch in Sachen Bioha-
cking unterwegs sind, zeigt, dass es nicht jene wirre Idee war, als die sie anfangs
von vielen aus dem Bio-Establishment hingestellt wurde. Lisa etwa ist Organi-
satorin von Biohacking-Aktivititen in Berlin. Sascha begleitet das Thema eben-
so wohlwollend wie kritisch als Autor und Experte. Und Riidiger ist heute einer
der national und international aktivsten Protagonisten der Do-it-yourself-Bio-
logie und arbeitet zudem als Technikfolgenanalyst auf diesem Gebiet.
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Und er hat dieses Buch geschrieben. Es ist kein schneller Hack, sondern das
Ergebnis jahrelanger Arbeit. Ridigers Buch ist nichts anderes als ein Meilen-
stein. Es ist einerseits eine ganz neue Art von Biologiebuch, weil es Sach- und
Lehrbuch und Praxisfithrer in einem ist. Es ist aber auch eine Standortbestim-
mung der modernen molekularen Biologie - aus einer Perspektive und fiir ei-
nen Standort, die sonst allzu haufig tibergangen werden. Es sind Perspektive
und Standort des normalen Biirgers und der normalen Biirgerin, die sich mit
der typischen »Hande-weg-nur-gucken-das-ist-alles-eh-zu-kompliziert-und-
potenziell-gefahrlich-fiir-euch«-Attitiide vieler Profiforscher, Wirtschafts-
vertreter und auch Politiker nicht mehr zufriedengeben wollen.

Zu der Zeit, als dieses Buch kurz vor der Drucklegung steht, lduft in Paris
nicht nur gerade die als entscheidend fiir die Zukunft des Planeten eingestufte
Klimakonferenz. In Washington findet gleichzeitig auch eine Tagung zu den
jiingsten Entwicklungen der Gentechnik statt. Es geht dort um Methoden, mit
denen man gezielt Gene verdndern und Erbanlagen reparieren - aber auch
manipulieren - kann. Es ist eine Technik, die es zur Zeit des »Ersten Deut-
schen Biohacks« tiberhaupt noch nicht gab, die vier Jahre spater aber bereits
Standard in Labors weltweit ist. Sie und vieles andere, was heute »moderne
Wissenschaft« heifdt, sind teuer und bislang nur in Hightech-Labors machbar.
Doch andere Techniken, die vor zehn Jahren noch genauso kostspielig wie
kompliziert waren, sind heute viel einfacher, billiger oder schlicht als Service-
leistungen zu haben. Sie und die Gerate und Reagenzien dafiir passen auch ins
Budget eines ganz normalen und normalverdienenden interessierten Biirgers.

Die rasante Entwicklung der Biologie und die finanziell und technisch sinken-
den Schwellen, zumindest ein bisschen moderne Biologie zu betreiben, sind
zwei der Grundvoraussetzungen fiir Biohacking, DIY-Biologie, Biofrickeln -
oder welche Bezeichnung auch immer einem zusagen mag. Die wichtigs-
te Voraussetzung aber ist ein wachsendes Bewusstsein dariiber, welche
Implikationen moderne molekulare Biologie hat und noch haben wird: Denn
diese sich rasant entwickelnde und in der Praxis immer machbarer werden-
de Wissenschaft samt ihren Technologien bringt vergleichbare Chancen und
Risiken mit sich wie etwa der Klimawandel und die Technologien und Stra-
tegien, mit denen die Menschheit ihm begegnen wird. Beides ist etwas, was
uns alle betrifft.
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Biohacker geben sich gern locker und sagen, sie wollten doch nur spielen.
Das mag oft sogar stimmen. Und wer schon einmal erfolgreich einen Versuch
durchgezogen hat - egal ob sich das Labor in der Waschkiiche in Opas Keller
oder an einem renommierten Institut befand -, wird wissen, wie viel Spaf3
und Befriedigung so etwas bringen kann. Doch Biohacking auf eine Stufe mit
Modelleisenbahnbastelei oder selbst dem Heimwerker-Restaurieren von Bie-
dermeierkommoden zu stellen, greift doch zu kurz. Es kann zwar reine Spaf3-
frickelei mit Molekiilen satt mit Lotzinn und Schraubenzieher sein, aber auch
viel mehr. Und es hat durchaus Parallelen zum Computerhacking: Biohacking
ist nicht die einzige, aber eine der potentesten Mdglichkeiten, Technologien
und Erkenntnisse, die jeden heute und in Zukunft auf diesem Planeten leben-
den Menschen betreffen, zu verstehen, zu nutzen und kennenzulernen - und
zu den Betroffenen zu bringen. Beziehungsweise zu holen.

Denn gebracht - von den Habenden - wird nach wie vor wenig. Etablierte
Wissenschaftler sind ebenso wie Politiker und Administratoren meist, zu-
riickhaltend formuliert, zuriickhaltend. IThr Wissen konnen Forscher kaum
zuriickhalten, denn sie miissen es ja publizieren, sonst ist es nichts mit der
Karriere. Aber die Anwendung dieses Wissens oder vielleicht gar die hacker-
typische Umwidmung von Wissen und Technik zu etwas ganz Neuem durch
Amateure, Bastler, Hacker ist ihnen nicht geheuer.

Zwar sollen sich Biirger und Wissenschaft ndherkommen - an »Tagen der of-
fenen Tiir« und in »langen Nachten« sowie iiber PR, in die Unis und Institute
nicht geringe Ressourcen stecken. Auch »Citizen Science, in der Biirger tat-
sachlich selbst bei der Wissenschaft mitmachen sollen, ist in aller Munde. Aber
Letzteres bitte direkt kontrolliert und dirigiert und eher im Sinne von Zutra-
gern, Hiwis, Jagern und Sammlern, die Beobachtungen beisteuern oder Proben
nehmen und einschicken. Das ist unerldsslich, wenn man etwa flaichendeckend
herausfinden will, welche Vogel in deutschen Garten und welche Bakterien in
amerikanischen Feuerldschteichen wachsen. Alles mit klar verteilten Rollen.
Aber Gentechnik aus der Dachkammer oder der Garage? Bitte nicht.

Die biotechnologische Gegenwart ist jedoch kein Wunschkonzert fiir gelade-
ne Gaste aus Academia und Politik. Sie ist ein Fakt voller Fakten. Zu diesen
Fakten gehort auch, dass Biotechnologie, je machbarer sie wird, auch mach-
barer wird fiir ganz normale Leute mit jeder Menge Ideen. Und von denen
kann die eine oder andere vielleicht zu einer echten Innovation fiihren, auf
die ein Profiforscher nie gekommen ware. Aber natiirlich wird sie auch mach-
barer fiir solche Leute, die tatsachlich besser die Hinde davon lassen sollten.
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Es ist ein verstandlicher Reflex, aufgrund dieser zuletzt genannten Méglich-
keit Verbote zu fordern.

Allerdings zeigt die Geschichte aller Verbote und aller verbotenen chemischen,
physikalischen und auch biologischen Bastelei - von aufgebohrten Kraftfahr-
zeugteilen iiber Schnapsbrennen bis zum Bombenbau -, dass man Bastelei
zwar verbieten, aber nicht verhindern kann. Das gilt ganz speziell auch fiir die
Bastelei mit moderner Technologie: das Hacking von elektronischer Hard- und
Software.

Es wird auch gelten fiir die Bastelei mit der Hard- und Software des Lebens.

Es gibt eine Menge Griinde, Biohacking und DIY-Biologie positiv zu sehen. Der
schon erwahnte Spaf3, den das alles machen kann, ist einer davon. Die Moglich-
keit, dass viel Interessantes, Innovatives, Niitzliches herauskommt, wenn sich
viele Leute mit begrenzten Mitteln, aber mit unbegrenztem Enthusiasmus und
grenzenlosen beruflichen, privaten und intellektuellen Hintergriinden jenseits
von Institutsmauern und Mainstream-Forschung fiir etwas einsetzen, ist ein
weiterer. Am wichtigsten ist aber vielleicht etwas ganz anderes: Eigentlich al-
les Neue, das je in der menschlichen Kultur aufgetaucht ist, hatte das Potenzial,
sowohl sinnvoll genutzt als auch iibel missbraucht zu werden - vom Faustkeil
iiber die Religion und das Morsealphabet bis hin zu den Kraften des Atomkerns
und der Demokratie selbst. Und ob die sinnvolle, menschenfreundliche Nutzung
die Oberhand behielt oder der Missbrauch, hing von einem ab: ob irgendwelche
Eliten sich, soweit sie nur konnten, die Deutungs- und Nutzungsmacht dariiber
verschafften oder ob alle, die wollten, reellen Zugang bekamen.

Natiirlich ist Regulierung nétig. Auch Nitroglyzerin gibt es nicht in Flaschen
abgefiillt im Drogeriemarkt zu kaufen und alte Atomkraftwerke nicht bei
eBay. Aber Regulierung darf nicht bedeuten, dass »sicherheitshalber« alles
verboten wird und dass jede Person, die Biotechnologie, Gentechnik, synthe-
tische Biologie nicht nur auf dem Papier interessant findet, sondern es auch
selbst gern einmal probieren wiirde, gleich als potenzieller Bioterrorist gilt.
Das ist auch deshalb logisch, weil die, fiir die solche Verbote gemacht sind,
die wirklichen potenziellen Schadensstifter also, sich ohnehin eher nicht an
Verbote halten. Denn sonst gibe es ja auch keine Raser, Diebe, Steuersiinder
und Gesetzesbrecher der noch schlimmeren Art.

Und eines ist sicher: Die riesengrofie Mehrheit will nichts Boses, sondern
nur in Frieden leben, Spafd haben, etwas bewegen und das berechtigte Ge-
fiihl haben, mitbestimmen zu konnen, wohin es mit der Gesellschaft und den
sie mitbestimmenden Technologien geht. Und hier liegt jenseits der derzeit
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tatsachlich meist noch spielerischen Anfiange auch ein grofies und gesell-
schaftlich hochst wichtiges Potenzial zukiinftigen Biohackings: Die sicher zu
erwartenden bosen Hacks hie und da wird die grofie Mehrheit - iiberlegen
sowohl in ihrer Zahl als auch in ihrer Intelligenz - mit effektiven Gegenhacks
beantworten. Auch hier wird es also nicht anders sein als beim Computer-
hacking, wo sich die Bosen seit Jahrzehnten nach Kraften bemiihen, wo aber
die Antwort der Guten nicht nur Katastrophen verhindert, sondern auch die
gesamte Technologie in Hard- und Software vorangebracht hat.

Es gibt also nur einen Weg. Wer will, muss Zugang zu diesen vielleicht wichtigs-
ten Technologien dieses Jahrhunderts bekommen. Diejenigen, die sie entwi-
ckelt haben und weiterhin entwickeln, egal ob sie an Unis oder in Unternehmen
arbeiten, stehen dabei ebenso in der Verantwortung, all das zu begleiten und in
die richtigen Bahnen zu lenken, wie die Volksvertreter und Gesetzmacher.

Die Biotechnologie und ihre weitere Entwicklung sind Realitdt, Tatsache.
Biotechnologie lasst sich nicht riickgdngig machen, so wenig wie man die
Produktion von Stahl verbieten oder einer Tollkirschenpflanze das Wachsen
untersagen kann. Und auch das Potenzial ist das gleiche. Mit der Tollkirsche
kann man jemanden vergiften, aber auch therapieren, aus Stahl kann man
Schwerter schmieden, aber auch Pflugscharen. All das haben wir in unserem
oben genannten Buch viel ausfithrlicher erortert, als es hier moglich ist. Und
auch Riidiger Trojok geht auf den folgenden Seiten ausfiihrlich auf diese und
viele andere wichtige Aspekte ein.

Ridiger ist einer der ersten Biohacker iiberhaupt. Im deutschsprachigen
Raum ist er ein absoluter Pionier. Und es ist bezeichnend, dass er und seine
Mitstreiter sich von Anfang an mindestens so viele Gedanken iiber Risiken
und Nebenwirkungen und deren Vorbeugung gemacht haben wie tiber span-
nende Experimente und intelligente Hacks.

Dieses Buch wird hoffentlich das erste von vielen Biichern zum praktischen
und verantwortungsvollen Biohacking sein. Es legt Grundlagen, es ist eine
wertvolle, echte Einfiihrung. Es ist ein erster Schritt, Biotech, Gentechnik,
synthetische Biologie in die Hiande der Blirger zu legen. Es kann ein Grund-
stein sein fiir eine neue, echte, moderne und wirklich demokratische - Spaf3
bringende, aber auch ernsthafte - Biirgerwissenschaft.

Richard Friebe

Berlin, im Januar 2016
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UBER DIESES BUCH

Seit einigen Jahren entwickelt sich eine globale Szene aus Biirgerwissen-
schaftlern, die sich mit der modernen Biologie befassen. Deren Arbeit wurde
allgemein als Biohacking bekannt. Fiir alle Interessierten und Neueinsteiger
in das Thema soll dieses Buch als Leitfaden dienen. Das Buch ist in drei Ab-
schnitte aufgeteilt: Theorie, Praxis und Perspektive.

Im ersten Abschnitt, »Theorie«, geht es um das grundlegende Weltverstiand-
nis aus molekularbiologischer Perspektive. Angefangen mit dem Beginn des
Lebens, wird der Verlauf der Evolution in groben Ziigen nach dem heutigen
Wissensstand erklédrt. Von Bakterien liber die Entstehung der Fotosynthese
bis hin zu hoheren Lebewesen wird anhand von Beispielen illustriert, wie
es zu der Vielfalt der heutigen Natur gekommen ist. Nachdem der zeitliche
Verlauf geklart ist, weitet sich der Blick auf das Okosystem aus, und es wird
versucht, die Mechanismen der Evolution und wie die DNA verbreitet wird
zu erkldren. Anschliefdend zoomt der Blick ins Molekulare. Um zu verstehen,
wie die Natur tickt, werden die Bestandteile der Biomasse und die physika-
lischen Regeln, nach denen sich diese organisiert, in einfachen Worten be-
schrieben. Eine Ubersicht iiber den molekularen Baukasten des Lebens dient
als Grundlage der digitalen und analogen Biologie. Hier wird der Zusammen-
hang zwischen dem digitalen Code des Lebens - der DNA - und den analogen
Proteinen und Zellbestandteilen hergestellt. Im Detail wird der Mechanismus
beschrieben, wie die Zelle von einer abstrakten DNA-Sequenz zu einem kom-
plexen Enzym gelangt.

Im zweiten Abschnitt, »Praxis«, geht es darum, wie man das theoretische Wis-
sen des ersten Teils anwendet. Denn Leben kann man programmieren. Mithil-
fe moderner Software kann die Synthetische Biologie den digitalen Code des
Lebens umschreiben. Anhand eines praktischen Beispiels wird vorgefiihrt,
wie man dabei vorgeht. Um die im Computer entworfene DNA-Sequenz in
eine Zelle einzufiigen, ist eine Reihe von praktischen Arbeitsschritten noétig.
In acht Schritten wird gezeigt, wie man synthetische DNA herstellt, in die Zel-
le einfligt und den Code in der Zelle ausfiihrt. Um diese Schritte auszufiih-
ren, ben6tigt man ein Labor. Es werden alle relevanten Gerate und ihre Funk-
tionsweisen sowie die Laborgrundausstattung und die nétigen Reagenzien
erklart, und es werden Hinweise gegeben, wie man sich die notige Ausriis-
tung selbst beschaffen kann.
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Im dritten Abschnitt, »Perspektive«, wird eine gesellschaftliche Diskussion
erdffnet, wie man mit diesem Wissen und den sich ergebenden technischen
Méglichkeiten sinnvoll umgehen kann. Die moderne Auffassung des Lebens
und die tiefer gehenden Eingriffsméglichkeiten werden das Verhaltnis von
Mensch und Natur grundsatzlich verandern. Beim jetzigen Stand der Tech-
nik ist das Umprogrammieren von Organismen zwar noch verhaltnismafiig
aufwendig, ein Ausblick auf die aktuelle exponentielle Entwicklung der DNA-
Sequenzier- und -Synthesetechnologie sowie die fortschreitende Laborauto-
mation deutet eine andere Zukunft an. Labors werden bald miniaturisierte
computergesteuerte Chips sein, die iiberall dezentral zum Einsatz kommen
kénnen. Gendatenbanken werden dann die wichtigste Ressource darstellen -
doch wo liegen die Grenzen dieser globalen Synthetischen Biologie?

Biirgerwissenschaftler haben sich zur Beantwortung dieser Frage mit Bio-
ethik, den gesetzlichen Regelungen zur Biosicherheit und den Konzepten zu
geistigem Eigentum befasst. Einige werfen nun die Frage auf, wer das allge-
mein verflighare Wissen liber die modernen Biowissenschaften zu welchem
Zweck einsetzen kann. Neue Akteure, die zunehmende Verbreitung der Tech-
nologie und wirtschaftliche Interessen miissen daher in Zukunft mit ethi-
schen Standards und Sicherheitsforderungen in Einklang gebracht werden.

Dieses Buch ist in der Uberzeugung geschrieben, dass Forschung und Wis-
senschaft nicht nur von einer akademischen Elite betrieben werden sollten,
sondern alle Biirger Zugang zu wissenschaftlichen Quellen, Techniken und
Materialien haben sollten. Jeder sollte sich als Forscher betitigen kénnen,
unabhiangig von Vorbildung oder Zugehorigkeit zu einem etablierten For-
schungsinstitut bzw. kommerziellen Labor.

»Kunst und Wissenschaft, Forschung und Lehre sind frei.«*

1 Auszug aus dem Grundgesetz fiir die Bundesrepublik Deutschland, Artikel 5, Absatz 3,
http://www.gesetze-im-internet.de/gg/art_5.html
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Leben kann man programmieren. Mithilfe moderner Software kann die Synthe-
tische Biologie den digitalen Code des Lebens umschreiben. Anhand eines prakti-
schen Beispiels wird vorgefiihrt, wie man dabei vorgeht.

7.1 SYNTHETISCHE BIOLOGIE

Die Synthetische Biologie ist eine neue Disziplin der Molekularbiologie. Der
Anspruch des Fachs ist, den Code des Lebens lesen und schreiben zu kdnnen
wie ein Computerprogramm. So sollen neue Organismen geschaffen werden,
die niitzliche Eigenschaften besitzen, intelligent auf ihre Umwelt reagieren
und sich selbst reparieren und replizieren. Es sollen selbstheilende intelli-
gente Biomaterialien, zum Beispiel fiir Prothesen, entwickelt und zellulare
Computer moglich werden.

Man nimmt an, dass der Stoffwechsel von Zellen so umgebaut werden kann,
dass man damit von medizinischen Wirkstoffen bis zu Biotreibstoff quasi
alles Mogliche herstellen kann. Im Grunde sind somit neben der program-
mierten Zelle nur Licht, Luft und ein paar Mineralstoffe notwendig, um hoch
spezialisierte Gliter zu produzieren.

Dieses Vorgehen ist dank neuer Methoden zur DNA-Sequenzierung, dem
Umwandeln chemischer DNA-Molekiile in digitale DNA-Sequenzen und dem
umgekehrten Prozess der DNA-Synthese, der chemischen Synthese digitaler
Sequenzen in DNA-Molekiile, prinzipiell moglich geworden.
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Die Grundannahme der Synthetischen Biologie ist das von Watson und Crick
formulierte »Central Dogma«, wonach eine Informationsiibertragung in Zel-
len stets vom Genom liber mRNA hin zu Proteinen geschieht, aber niemals
umgekehrt. Demnach miissten alle Informationen, die fiir die Funktionalitét
einer Zelle relevant sind, im Genom codiert sein. Zellen werden dabei als in-
formationsprozessierende Einheiten betrachtet, deren Funktion es ist, ihren
eigenen Code iiber Generationen zu erhalten, unter Energieverbrauch Mate-
rie zu strukturieren und sich dadurch in der Umwelt auszubreiten.

Synthetische Biologen nehmen an, dass eine Reduktion der Komplexitét na-
tiirlichen Lebens moglich sei. Dies kdnne durch Reduzierung der als unnétig
betrachteten Funktionen der Zellen sowie durch eine vereinfachte Anschau-
ung von biologischer Materie gewahrleistet werden. Ein Detailverstandnis von
biologischen Systemen ware damit nicht mehr notwendig, da man vielféltige
Abstraktionsebenen definieren kénnte, die voneinander entkoppelt wéren.

In der Synthetischen Biologie werden dafiir technische Standards auf DNA-
Ebene definiert. Diese kann man, so die Idee, wie Schaltkreise von Compu-
terchips designen und herstellen, sodass die Zelle am Ende die gewiinschte
Funktion bekommt. Die programmierbare Ebene in Zellen wird dabei einer
Programmiersprache gleichgesetzt. Man kann direkt auf DNA-Sequenzebene
editieren. Das ist aber dhnlich wie mit dem Bindrcode im Computer, es ist fast
unmaglich, aus den abstrakten Sequenzen einen gréfieren Sinnzusammenhang
zu erschlief3en.

Die néchste Stufe sind DNA-Sequenzen, die spezifische Funktionen im Genom
haben und in unterschiedlichen Kontexten eine gleichartige und wiederer-
kennbare Sequenz besitzen. Hier gibt es, wie oben erlautert, Steuerungsele-
mente fiir Transkription und Translation. Dazu zdhlen Promotoren, Start- und
Stop-Codons, Protein codierende Sequenzen, die man nach der Codon-Sonne in
Proteinsequenzen iibersetzen kann (siehe Abbildung 5.3), und Terminatoren.

Die DNA-Programmiersprache SBOL (Synthetic Biology Open Language) ist
ein nicht kommerzielles Open-Source-Projekt, in dem global einheitliche
Standards fiir Wissenschaft und Industrie definiert werden sollen. Durch die
Standards sollen Experimente leichter reproduzierbar werden, und eben-
so sollen synthetische Organismen verldsslich programmierbar werden. Im
folgenden Kapitel wird eine Auswahl der wichtigsten etablierten Standards
vorgestellt.
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7.2 LEBEN PROGRAMMIEREN

Um Proteine, die wesentlichen Funktionseinheiten in Lebewesen, zu pro-
grammieren, muss man einerseits ihre Aminosduresequenz und damit ihre
3-D-Struktur bestimmen (siehe Kapitel 6.1), andererseits muss ihre Genex-
pression geregelt werden. Damit ist gemeint, wie viel Protein wann und unter
welchen Umstédnden in der Zelle hergestellt wird. Dazu kann man die Tran-
skription und Translation des zu produzierenden Proteins beeinflussen. Die
Regulierung der Genexpression funktioniert in Prokaryoten und einigen Eu-
karyoten iiber sogenannte Operons, in denen die Gene von Proteinen organi-
siert sind.

Ein Operon ist eine Funktionseinheit der DNA, mindestens bestehend aus ei-
nem Promotor, einer Ribosomenbindestelle (RBS, fiir Proteine und RBS siehe
die Kapitel 5.1 und 5.2), einem oder mehreren Genen, die Proteine codieren
(codierende DNA-Sequenz, CDS), und einem Terminator.

Operons kénnen entweder permanent »an« sein, das heifdt, dass die Zelle, so-
fern Material und Energie zur Verfiigung stehen, das codierte Protein dauer-
haft produziert. Sie kdnnen aber auch an- und ausgeschaltet bzw. ihre Genex-
pression kann herunter- und heraufgeregelt werden. Dies hangt vom Zustand
des Promotors im Operon ab.

—)m _:

Abbildung 7.1:  Operon in »Synthetic Biology Open Language«-Standardschreibweise. Sym-

bole von links nach rechts:

Promotor

Ribosomenbindestelle (RBS) D
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Codierende DNA-Sequenz (CDS)

Terminator T

Der Promotor dient als Bindestelle fiir die Polymerase und markiert den
Startpunkt fiir die Transkription - von 5' nach 3', hier in Pfeilrichtung. Man-
che Promotoren sind dafiir bekannt, dass Proteine an ihre DNA-Sequenz bin-
den und die Anlagerung der Polymerase verhindern. Dadurch wird die Syn-
these der mRNA je nach Promotorzustand aktiviert oder gehemmt, indirekt
also auch die Translation der codierten Proteine. Diesen Effekt kann man sich
zunutze machen und die Aktivitit der Genexpression durch den Einsatz spe-
zieller Promotoren planen.

Ribosomenbindestelle und Terminatoren sind Sequenzen, die auf der mRNA
fiir das Anlagern und Abspringen des Ribosoms zustandig sind und die Trans-
lation kontrollieren. Auch die RBS kann man gezielt auswahlen. Es gibt starke
und schwache Varianten der RBS, zudem unterscheiden sich die Sequenzen
bei den verschiedenen Spezies. Stark heif3t, dass viel mRNA dieses Operons
produziert wird - schwach heif3t eher wenig. Die mRNA-Konzentration in der
Zelle bestimmt auch indirekt die Proteinkonzentration.

Mochte man also ein Gen aus einer Spezies in eine andere tibertragen, miissen
Promotor und RBS gegebenenfalls angepasst werden - zumindest wenn der
Zielorganismus sehr andersartig ist. Auch bei Terminatoren gibt es spezies-
spezifische Varianten. Bei ihnen kommt es allerdings im Wesentlichen darauf
an, die Translation moglichst effektiv zu beenden, daher nimmt man einfach
einen starken Terminator. Es ist in Prokaryoten und manchen Eukaryoten
moglich, zwischen RBS und Terminator mehrere CDS zu positionieren.

Die CDS beginnt mit einem Start-Codon und endet mit einem Stop-Codon. Sie
enthalt die Sequenz fiir die Aminosaurekette des Proteins. Auch die Protein-
sequenzen kann man speziell designen. Jeder Organismus hat seinen eigenen
Codon-Dialekt. Wie in der Codon-Sonne (siehe Abbildung 5.3) gezeigt, codie-
ren mehrere Codons fiir die gleiche Aminosaure. Allerdings werden manche
der Codons hiufiger, andere seltener verwendet. Ubertriagt man ein Gen in
eine fremde Spezies, ist es sinnvoll, die Codons zu optimieren.
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Neben der Gensequenz kann auch die Aminosduresequenz editiert werden.
Dies dndert die Funktion des Proteins selbst. Genaueres dazu finden Sie im
ndchsten Kapitel.

Sind Promotor, RBS, CDS und Terminator gewdahlt, braucht man eine DNA-
Sequenz, in die man das Operon einfiigen kann. Am besten eignen sich dazu
Plasmide (siehe Abbildung 7.2). Viren oder das Genom des Zielorganismus
eignen sich prinzipiell ebenso als Speicherort, erfordern aber etwas mehr
Wissen iiber die Lebensweise und die Eigenschaften des Lebewesens.

Plasmide kdnnte man mit Disketten vergleichen: Es passt nicht viel darauf,
aber man kann sie gut bearbeiten. Ein Plasmid ist ein Ring aus doppelstran-
giger DNA und hat zwischen 1 Kbp (Kilobasenpaar) und 1.000 Kbp Speicher-
platz. Ein Operon hat eine Grofde von 1 Kbp bis etwa 20 Kbp, es passen also
mehrere Operons auf ein Plasmid.

lacZ

500

amp - puc19

2000 2686 bp

1500

Abbildung 7.2: pUC-Plasmid. Schematische Darstellung mit Origin of Replication (ori),
lacZ-CDS und einer Ampicillin-Resistenz-CDS (amp, Erlduterung zu LacZ siehe Kapitel 7.3, zu
amp siehe Abbildung 7.3). Die Nummerierung zeigt die Anzahl der Basenpaare an. Es wird in
dieser Darstellung auf die Anzeige von RBS und Terminatoren verzichtet.

Zu den Operons gehort auf jedes Plasmid ein Origin of Replication (Ori). Der
Oriist eine Sequenz auf dem Plasmid, die die Kopienanzahl des Plasmid in der
Zelle bestimmt. Der Ori startet und steuert die Verdopplung von Plasmiden,
indem er einen Proteinkomplex bildet (mehrere Proteine, die sich zu einem
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Komplex verbinden), wie ein Schallplattenspieler den Arm die Polymerase
auf die richtige Spur setzt und damit den Kopiervorgang startet. Man unter-
scheidet zwischen:

® Low Copy-Plasmidkopienzahl zwischen 1 und 12 pro Zelle
® Medium Copy-Plasmidkopienzahl zwischen 15 und 20 pro Zelle
® High Copy-Plasmidkopienzahl zwischen 20 und 700 pro Zelle

Je nachdem, was man mit dem Plasmid und der Zelle vorhat (beispielsweise
DNA zu vermehren oder Protein zu produzieren, siehe Kapitel 8.2), wahlt
man einen spezifischen Ori - es gibt immer nur einen pro Plasmidtyp und
Zelle. Ein Standardverfahren beim Design von Plasmiden ist, eine Antibiotika-
resistenz mit einzubauen. Dazu muss ein Operon, das fiir ein Resistenzgen
codiert ist, in den Code integriert werden. Das Resistenzgen sorgt dafiir, dass
die Bakterien, die mit dem Plasmid transformiert worden sind, auch in einer
Umgebung, in der das Antibiotikum présent ist, wachsen kdnnen. Bakterien,
die dieses Plasmid nicht besitzen, sterben ab (siehe Abbildung 7.3).

Plasmid
mit Ampicillin-
Resistenzgen
Beta-lactamase Protein

| baut Ampicillin ab I

NH;
HHH
; NG g CH
Bakterium - g 3
mit Zellwand Q g N CH,

Ampicillin blockiert
Zellwandbildung

Abbildung 7.3:  Ampicillin-Resistenz-Wirkweise. Ampicillin ist ein kleines Molekdl, das die
Zellwandbildung von Bakterien blockiert, sodass diese sich so nicht mehr vermehren kénnen.
Nimmt ein Bakterium jedoch ein Plasmid mit einem Ampicillin-Resistenz-Gen (wird haufig mit
»amp« abgekirzt) auf und exprimiert das codierte Protein (genannt Beta-Lactamase), kann
Ampicillin in der Zelle abgebaut werden.
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Man macht sich diesen Trick zunutze, um die erfolgreich umprogrammierten
Bakterien von denen zu trennen, die kein Plasmid aufgenommen haben. Denn
nur ein Bruchteil der Zellen, die mit der DNA in Kontakt kommen, nimmt die-
se tatsachlich auf. Im Labor verwendet man ausschliefdlich Antibiotika, die
medizinisch nicht mehr von Nutzen sind, zum Beispiel Ampicillin - ein dem
Penicillin sehr dhnliches Molekiil.

7.3 DAS LAC-OPERON

Ein klassisches Beispiel fiir ein Operon ist das Lactose-Operon von E. coli (sie-
he Kasten »Lac-Operon-Sequenzen«), kurz Lac-Operon. Es ist fiir den Abbau
von Lactose wichtig. Bei Anwesenheit von Lactose wird der Promotor des
Operons angeschaltet, und das Enzym Lactase exprimiert (also transkribiert
und translatiert). Lactase spaltet Lactose in verdauliche Galactosidase und
Glucose, die im Stoffwechsel in ATP umgewandelt werden konnen. Das Gen
fiir Lactase wird LacZ genannt.

r N
| RBS | LacZ |Tem'\inatnr | puc
Promotor Plasmid
Lactase
Lactose
Transporter
XGal |
. 1 E. Coli |

g J

Abbildung 7.4: Funktionsweise des Lac-Operon (vereinfacht dargestellt). 1. X-Gal (anstel-
le von Lactose) wird durch den Lactose-Transporter in eine E.-coli-Zelle aufgenommen und
2. aktiviert den Promotor des Lac-Operon. 3. Das LacZ-Gen, das fir Lactase codiert ist, wird
transkribiert und translatiert. 4. In der nattrlichen Umgebung baut Lactase Lactose enzyma-
tisch ab. Im Versuch mit X-Gal wird diese in einen blauen Farbstoff umgewandelt.
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LAC-OPERON-SEQUENZEN

Lactose-induzierbarer Promotor:
TTTACACTTTATGCTTCCGGCTCGTATGTT

Ribosome Binding Site (N steht fir ein beliebiges Nukleotid):
TCTACAGAAAGANNNGANNNACTAC

CDS von LacZ mit Start- und Stop-Codon (fett markiert):

ATGACCATGATTACGGATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGT-
CGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCC-
TTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAA-
GAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGC-
CTGAATGGCGAATGGCGCTTTGCCTGGTTTCCGGCACCA-

O D

Terminator:
CCAGGCATCAAATAAAACGAAAGGCTCAGTCGAAAGAC-
TGGGCCTTTCGTTTTATCTGTTGTTTGTCGGTGAACGCTCTC

Abbildung 7.5: E.coli auf Agar-N&hrboden mit
X-Gal. Die Bakterien wurden mit dem Lac-Ope-
ron transformiert. Einige enthalten das Operon
jedoch nicht und bleiben weiflich. Die transfor-
mierten Zellen farben sich blau ein.




Kapitel 7 - Software

Man kann dieses Operon synthetisch herstellen oder aus dem Bakterien-
genom herauskopieren und in ein Plasmid, beispielsweise das pUC-Plasmid,
einbauen. Wie man das genau macht, wird in Kapitel 8.2 erklart. Dieses Plas-
mid kann man dann in eine Zelle einbringen, die Lactose auf natiirliche Weise
nicht verdauen kann, da ihr das Gen LacZ fehlt.

Es gibt ein Molekiil, X-Gal genannt, das mit Lactose fast identisch ist. Es akti-
viert den Promotor genauso wie Lactose und wird auch von Lactase enzyma-
tisch bearbeitet. Das Resultat der Enzymreaktion ist jedoch nicht Galactose
und Glucose, sondern ein blauer Farbstoff. Hat man Bakterienzellen mit ei-
nem Plasmid versehen, das das Lac-Operon beinhaltet, kann man mit X-Gal
die Zellen blau einfiarben. In Abbildung 7.4 ist der genaue Ablauf des Vorgangs
dargestellt, in Abbildung 7.5 sieht man ein Foto der blau gefarbten Bakterien.

7.4 PROTEINDESIGN

Proteine kann man scannen und auch designen. Die 3-D-Struktur kann in
Speziallabors mittels Rontgenkristallografie atomgenau aufgeldst und im
Computermodell abgebildet werden. Ein gutes Open-Source-Programm zur
Darstellung der Kristallstrukturen ist Pymol, mit dem {ibrigens die Protein-
darstellungen in diesem Buch generiert wurden: https://www.pymol.org/

Die von der internationalen Wissenschaftler-Community erforschten Struk-
turen kann man in digitalen Datenbanken im Internet im PDB-Format frei
abrufen: http://www.rcsh.org und http://www.ebi.ac.uk/

Es gehort jedoch einiger Rechenaufwand dazu, Proteinstrukturen im Com-
puter korrekt darzustellen. Das Spiel Foldit verfolgt daher, ahnlich wie Seti@
Home (ein Programm zur Suche nach extraterrestrischem Leben, das man
sich auf seinem Heimcomputer installieren kann), den Ansatz, Biirger in die
Forschung einzubinden. Auf der Website des Projekts kann man im Wettbe-
werb mit anderen Spielern dreidimensionale Proteine falten und so zur Erfor-
schung der Kristallstrukturen beitragen. Wer also einen praktischen Zugang
zum Verhalten von Aminosdureketten bekommen méochte, kann das sehr gut
mithilfe des Onlinespiels Foldit tun: https://fold.it/portal/
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Da die Proteinstruktur im Computer abbildbar ist, kann man sie dort auch
nahezu beliebig umformen. Man muss natiirlich die Geometrie der Amino-
sduresequenz in Betracht ziehen, die nicht alle, aber doch sehr viele raum-
liche Positionen einnehmen kann, wenn man sie entsprechend anordnet. So
haben Wissenschaftler beispielsweise das 1962 in der Qualle Aequorea vic-
toria entdeckte Protein Green Fluorescent Protein (GFP) so umstrukturiert,
dass es statt griinen Lichts andere Spektren abstrahlt (siehe Abbildung 7.6).
Es wurden so aus dem im Original griinlich fluoreszierenden Protein blaue,
gelbe, orangefarbene und rote Proteine generiert.

Abbildung 7.6: Hefezellen, die mit verschiedenen Varianten des GFP eingefarbt wurden. Das
Gen des GFP und seine Variationen wurden dazu in die Genome der Zellen eingefligt, worauf-
hin diese das entsprechende Protein exprimieren und so ihre Farbe verandern.
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WEITERE INFORMATIONEN ZUM THEMA
Pymol, https.//www.pymol.org
Foldit, https./fold.it/portal

Proteindatenbanken, http,/www.rcsb.org und http.//www.ebi.ac.uk
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BIOHACKING Riidiger Trojok

GENTECHNOLOGIE FUR ALLE

Leben kann man programmieren

Das moderne Verstandnis des Lebens und die tiefergehenden Eingriffsmoglichkeiten

werden das Verhaltnis von Mensch und Natur grundsatzlich verandern. Labors werden bald
miniaturisierte, computergesteuerte Chips sein, die iberall dezentral zum Einsatz kommen
konnen. Gendatenbanken werden dann die wichtigste Ressource darstellen — doch wo liegen
die Grenzen dieser globalen Synthetischen Biologie?

Theoretische Zusammenhange sind anschaulich Das Buch erldutert nicht nur die Theorie,
bebildert und ausfiihrlich erklart. sondern auch die Praxis des Biohackings.

wﬁ‘}!lnzelﬂn ng-DNA

Doppelstrang-DNA

Tag-Polymerase-Protein: Mit molekularen OpenDrop-Prototyp: In Zukunft wird man mit computer-
Werkzeugen kann man DNA bearbeiten. gesteuerten Biochips Zellen umprogrammieren kénnen.

»Das Buch ist kein schneller Hack,
sondern das Ergebnis jahrelanger Arbeit.
Riidigers Buch ist nichts anderes als ein Meilenstein.
Es ist eine ganz neue Art von Biologiebuch,

weil es Sach- und Lehrbuch und Praxisfiihrer in einem ist.“
(Richard Friebe)

Als Einstieg ins Thema skizziert das Buch zunéchst den Verlauf der Evolution nach heutigem Wissensstand und vermittelt die
biologischen Grundlagen. Erfahren Sie dann, wie Informationen auf DNA codiert werden, wie der DNA-Code gelesen und in
Proteine iibersetzt wird und wie man ihn am Computer andern kann. Der Autor Riidiger Trojok zeigt lhnen praxisnah, wie
man synthetische DNA herstellt, sie in eine Zelle einfligt und den Code in der Zelle ausfiihrt. Wenn Sie selbst Hand anlegen
wollen, kommen Sie um eine kleine Laborausstattung nicht herum; lesen Sie, welche Grundausstattung Sie bendtigen.

Natdirlich bleibt auch die Frage nach dem sinnvollen und verantwortungsbewussten Umgang mit dem Wissen
und den sich daraus ergebenden technischen Méglichkeiten nicht unbeantwortet.

Biohacking steht erst am Anfang seiner Entwicklung; wo die Reise hingehen kann, zeigt dieses Buch.
Es soll Ihnen als interessiertem Laien als Leitfaden fiir Theorie und Praxis dienen und die Perspektiven
dieser hochaktuellen Technologie aufzeigen.

Besuchen Sie
unsere Website

9 ‘ 783645"604208 www.franzis.de

FRANZIS
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