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Klnstliche zellulare Systeme

Dynamische Peptidvesikel als
Vorstufe synthetischer Zellen?

TOBIAS PIRZER

ZENTRUM FUR NANOTECHNOLOGIE UND NANOMATERIALIEN (ZNN), TU MUNCHEN

Compartmentalization and spatial control of biochemical reactions are
essential for the creation of artificial cellular systems. But it is notori-
ously difficult to implement reaction networks and membrane building
blocks in vitro. In this article, we briefly highlight our work on the
formation of peptide-based vesicles as artificial cell precursors with

a size of up to 100 pm. These cell mimics are able to produce RNA
aptamers and proteins at the inside, and are further capable of strong

growth.
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B Bei der Definition von kiinstlichen zellu-
laren Systemen werden sehr haufig i) Ein-
kapselung in Kompartimenten, ii) Wachstum
und Teilung, und iii) die Fahigkeit das zu
Grunde liegende Genom zu replizieren und
weiterzugeben als essentielle Eigenschaften
angefiihrt [1]. Zusammen sollten diese Cha-
rakteristika schlieBlich auch die Fahigkeit zu
Darwinscher Evolution ausbilden. Die Erzeu-
gung solch synthetischen Lebens beinhaltet
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jedoch zwingend die Kontrolle von verschie-
denen Nichtgleichgewichtsprozessen und
komplexen Reaktionsnetzwerken. Beispiels-
weise hat Tibor Ganti im Jahre 1971 das
Model des Chemotons [2] vorgestellt, das drei
miteinander verbundene Reaktionszyklen
enthdlt: einen metabolischen Zyklus zur
Erzeugung von Bausteinen und Energie,
einen Replikationszyklus fiir das Genom und
einen Membranreplikationszyklus (Abb. 1A).
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A Abb. 1: lllustrationen synthetischer Zellmodelle. A, Abstraktes Modell einer synthetischen
Zelle. Das Zellwachstum ist hierbei eng mit der Replikation des Genoms verkniipft. Eine komplette
Zelle bendtigt hierfiir einen Metabolismus fiir die Erzeugung von Bausteinen und Energie. Aus [5],
CC BY 4.0. B, lllustration der Expression von Elastin-artigen Polypeptiden (ELPs) innerhalb von
Vesikeln. Nach der Transkription der mRNA der ELPs erfolgt durch die Ribosomen des einge-
schlossenen TX-TL-Systems die Translation. Exprimierte ELPs integrieren sich schlieBlich in die

Vesikelmembran.

Neuere Modelle [3, 4] beziehen u. a. komple-
xere Reaktionszyklen sowie weitere Effekte
mit ein, wie z. B. ein osmotisches Differential
zwischen dem Inneren und dem AuBeren von
Reaktionskompartimenten. Auf Grund der
Verzahnung solcher von sich aus schon kom-
plexen Zyklen ist die experimentelle Reali-
sierung daher extrem herausfordernd. Zur
Vereinfachung kann man diese Netzwerke in
interne und externe Reaktionen unterteilen.
Letztere beschreiben dann nur die Reaktio-
nen fiir die Synthese bzw. Aufrechterhaltung
eines Reaktionskompartiments mit einer
Membran, wie z. B. einer Zelle. Die Herstel-
lung von Membrankomponenten wéare dann
eine Uberschneidung bzw. die Kopplung mit
internen Reaktionstypen. Will man nun
moderne Zellen nachbauen, bedeutet dies die
Herstellung von Phospholipiden innerhalb
eines Liposoms. Und das ist auch ein Kern
der aktuellen Forschung [5]. Es stellt sich
jedoch an diesem Punkt die Frage, ob man
nicht versuchen sollte, Bausteine zu verwen-
den, die in ihrer Herstellung, inklusive ihrer
Ausgangsstoffe und ihrer genetischen Blau-
pause, weniger komplex sind als z. B. Phos-
pholipide. Daher versuchen wir amphiphile
Peptide als Bausteine zu verwenden, da sie
vergleichsweise einfach innerhalb eines Pep-
tidvesikels exprimiert werden konnen Abb.
1B, [6]). Diese Peptidosome unterscheiden
sich aber in einigen physikochemischen
Eigenschaften von anderen zellularen Struk-
turen, wie z. B. Liposomen. Allen voran sind
das ihre Permeabilitdt und mechanische Sta-
bilitat, die letztlich Vorteile aber auch Nach-
teile nach sich ziehen konnten. Im Anschluss
bleibt trotzdem noch die Herausforderung,
die internen - vermutlich viel komplexeren
- Reaktionszyklen mit den externen zu kop-
peln.

Peptidosome aus Elastin-artigen
Polypeptiden

Wir haben uns die Aufgabe gesetzt, peptid-
basierte Vesikel herzustellen, ihre Eigen-
schaften und Befdhigung als Vorldufer
kiinstlicher Zellen zu untersuchen. Aktuell
fokussieren wir uns auf die Assemblierung
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der Vesikel, deren Wachstum und Teilungs-
fahigkeiten. Wichtigstes Ziel ist dabei die
Expression des amphiphilen Membranpep-
tides innerhalb des Vesikels. Die verwende-
ten Peptide sind Elastin-artige Polypeptide
(ELPs), die als Amphiphil designt wurden.
ELPs basieren auf der am haufigsten vor-
kommenden Wiederholungssequenz des
Tropoelastins, und man verwendet tiblicher-
weise (GXGVP),, wobei X eine beliebige
Aminosédure auBer Prolin sein kann. Diese
austauschbare Aminosdure kann nun
benutzt werden, um den Charakter des Pep-
tids zu anzupassen. Hierbei gilt, je hydro-
phober die Aminosaure X, desto hydropho-
ber auch das Peptid. Bei Erhohung der
Umgebungstemperatur findet ein Phasen-
iibergang der ELPs statt, wobei sie wasser-
unloslich werden und hydrophobe Koazer-
vate bilden. Dieser Prozess ist vollkommen
umkehrbar, wenn die Temperatur wieder
erniedrigt wird. Daher ist die Ubergangstem-
peratur T, ein charakteristisches Merkmal
eines jeden ELPs, das jedoch u. a. von der
Salzkonzentration, dem pH-Wert usw.
abhingt. Befindet sich die Umgebungstem-
peratur unterhalb T, so sind ELPs sehr gut
in Wasser loslich. Diese aktive Schaltbarkeit
[7] nutzen wir fiir die Assemblierung der
Vesikel nicht aus, jedoch werden die
amphiphilen ELPs so designt, dass die
T-Werte der einzelnen Blcke unterhalb
bzw. oberhalb der iiblichen Umgebungs-
temperaturen liegen.

Expression in vesiculo

Zur Herstellung von Proteinen innerhalb von
Vesikeln benutzten wir das TX-TL-System
[8], ein bakterieller Zellextrakt, den wir
selbst herstellen [9]. Solche Systeme beher-
bergen alle Komponenten des Expressions-
systems von Zellen, wie z. B. Escherichia coli,
aber keine DNA oder Membrankomponen-
ten. Es ist aber notwendig, Ribonukleosidtri-
phosphate, Kofaktoren und eine Energiequel-
le, wie z. B. Phosphoenolpyruvat, zuzugeben.

Um die ELP-Vesikel zu assemblieren, ver-
wenden wir bereits bekannte Methoden,
namlich die Knospung an Oberfldchen und
die Methode der Losungsmittelverdampfung
[10, 11]. Erstere resultierte in Vesikeln mit
Durchmessern von wenigen hundert Nano-
metern. Durch Verwendung von Bulkfluores-
zenzmethoden konnten wir nachzuweisen,
dass in Vesikeln dieser GroBenordnung die
Expression von Membranproteinen und fluo-
reszierenden Proteinen stattfindet. Durch
Anwendung eines FRET-Assays konnten wir
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A Abb. 2: Dynamische Riesenvesikel. A, Vesikel, gefiillt mit Transkriptionsmix, um das RNA-Apta-
mer dBroccoli zu synthetisieren. Bindet das Aptamer das Fluorophor DFHBI, tritt Fluoreszenz auf.
Durch Absorption von einzelnen Peptiden, ELP-Mizellen und kleineren Vesikeln kann es wachsen.
B, Zeitlicher Verlauf von Vesikeln, die auf Grund von RNA-Polymerisierung wachsen und fusionie-
ren. Die Bilder sind eine Kombination von lichtmikroskopischen Aufnahmen und Fluoreszenzbil-
dern. Vesikel I, Il und Ill fusionieren zu einem einzigen Vesikel. GréBenbalken: 40 um. C, Typischer
zeitlicher Verlauf von Radius und Fluoreszenzintensitat jeweils fiir ein wachsendes und ein

schrumpfendes Vesikel. Aus [11], CC BY 4.0.

auBerdem zeigen, dass sich in vesiculo expri-
mierte, amphiphile ELPs in die Membran der
Vesikel einbauen [10].

Wachstum und Teilung von
Riesenvesikeln

Durch die Anwendung der Methode der
Losungsmittelverdampfung assemblierten
sich schlieBlich Vesikel mit einer stark poly-
dispersen GroBenverteilung im Bereich
1-100 um [11]. Zu Anfang wurden diese Rie-
senvesikel mit einem einfachen Transkrip-
tionsmix (Abb. 2A) beladen, um das Verhal-
ten der Vesikel zu untersuchen. Das verwen-
dete DNA-Plasmid codiert ein RNA-Aptamer,
das bei Anbindung des Fluorophors DFHBI
fluoresziert. Die Polymerisierung von gelade-
ner RNA hatte aber zur Folge, dass der osmo-
tische Druck im Inneren des Vesikels sich
stark erhoht und ein Vesikelwachstum aus-
1oste. Durch das Vorhandensein von freien
amphiphilen ELPs in hoher Konzentration in
der externen Losung, die sich in die beste-
hende Membran eingebaut haben, wurde ein
Bersten des Vesikels verhindert. Ohne die
Erzeugung des osmotischen Transmembran-
differentials durch Polymerisierung blieben
die Vesikel statisch und haben ihre GroBe

nicht verandert. Bei aktiver Transkription
zeigten die Vesikel aber ein komplexes dyna-
misches Verhalten. Abbildung 2B zeigt ein
ubliches Beispiel, wie sich die Vesikel mit
der Zeit entwickelten. Die griine Fluoreszenz
ist ein dabei direktes MaB fiir die Menge an
transkribiertem RNA-Aptamer. Vor allem
Gruppen von Vesikeln verhielten sich hier
auBerst interessant. Zuerst bildeten sich oder
wuchsen winzige Vesikel — die womoglich
zuvor zu klein waren, um sie mikroskopisch
aufzulosen - und flankierten die von Beginn
an sichtbaren Vesikel, welche ebenfalls gro-
Ber wurden. Hin und wieder gab es auch
Fusionsprozesse, wie in Abbildung 2B zu
sehen ist. Nach einer kurzen Zeit begannen
die kleinsten Vesikel zu verschwinden, ohne
dass weitere Fusionen sichtbar gewesen
waren. Letztlich blieben ein groBes oder
wenige groBe Vesikel tibrig, die jedoch auch
irgendwann anfingen langsam zu schrump-
fen. Wir vermuten, dass ,Beute“-ELPs, wie
einzelne Peptide, ELP-Mizellen und auch
optisch nicht-auflésbare Vesikel, von den
groBen ,Rauber“-Vesikeln absorbiert wur-
den. Da der Schrumpfprozess der Vesikel
scheinbar ohne Kontakt ablief, miissten diese
Vesikel ELPs als Beute an die Umgebung
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A Abb. 3: Zeitlicher Verlauf von mehreren Knospungsereignissen. Der weiBe Pfeil zeigt die typi-
sche Birnenform vor einer Knospung. Die schwarzen Pfeile zeigen auf ablaufende Knospungen.

Aus [11], CC BY 4.0.

abgeben. Entscheidend fiir ,Fressen“ oder
,Gefressen werden“ wire somit das chemi-
sche Potenzial der Membranproteine, das
u. a. vom sich aufbauenden osmotischen Dif-
ferential abhdngt. Ein vergleichbares Phidno-
men ist der Prozess der Ostwald-Reifung in
kolloidalen Losungen [12]. Hierbei 16sen sich
kleine Kolloide auf, wobei deren Bausteine
von groBeren Kolloiden aufgenommen wer-
den. Dieser Netto-Flux an Bausteinen ent-
steht, weil das chemische Potenzial von gro-
Beren Kolloiden thermodynamisch giinstiger
ist als das Potenzial von kleineren.

Interessanterweise verhielten sich Vesi-
kel, die TX-TL enthielten, weniger dyna-
misch. Anstelle des fluorogenen RNA-Apta-
mers wurde das fluoreszierende Protein YPet
exprimiert, weshalb die antreibende Reakti-
on — die Transkription - nicht direkt beob-
achtet werden konnte. Es waren wieder ELPs
in hoher Konzentration in der duBeren
Losung prasent, um Wachstum zu gewahr-
leisten. Die Vesikel wuchsen bis zu einem
Punkt und haben sich danach nicht mehr
verdndert. Die Datenlage lasst wieder auf
eine Balance zwischen osmotisch getriebe-
nem Wachstum und Polymerisierung von
RNA schlieBen. Die TX-TL-Vesikel enthielten
nahezu das komplette Proteom des E. coli.-
Stammes BL21 rosetta. Der osmotische
Druck in den Vesikeln wurde in diesem Fall
vermutlich durch ein viel komplexeres Netz-
werk an biochemischen Reaktionen beein-
flusst, woraus sich vermutlich ein stationérer
Zustand einstellte.

Zu guter Letzt konnten wir noch sehen,
dass unsere Peptidosome einen weiteren
Punkt aus der anfinglichen Definition von
kiinstlichen Zellen oder zumindest das
Potenzial dafiir erfiillten, namlich die Tei-
lung. Abbildung 3 zeigt die einzige Aufnah-
me einer Serie von Teilungsevents, genauer
gesagt von Knospungen, da sich die Tochter-
vesikel aus einem einzigen Muttervesikel
ergeben, und schlieBlich zu einem einzelnen

Vesikel fusionieren. Der weiBe Pfeil in Abbil-
dung 3 zeigt womoglich die typische Birnen-
form eines Vesikels vor einer Knospung
[13]. Vermutlich hat die Zugabe des Deter-
gens Triton X-100 die ELP-Membran ausrei-
chend geschwicht, sodass auf Grund des
osmotischen Differentials und spontaner
Fluktuationen Knospungen stattfinden
konnten.

Fazit

Die Punkte Einkapselung und Wachstum der
Definition von kiinstlichem Leben konnten
wir bisher eindrucksvoll belegen. Jedoch
miissen wir das Wachstum noch lernen zu
verstehen und dann zu kontrollieren. Vor
allem das erwahnte ,Rauber-Beute-Verhal-
ten“ in Vesikelgruppen, und ob es sich wirk-
lich um eine Form der Ostwald-Reifung han-
delt, bleibt weiter spannend. Dasselbe gilt fiir
die Teilung von Vesikeln. Wenn wir es schaf-
fen werden Wachstum und Teilung kon-
trolliert ablaufen zu lassen, konnen wir die
Frage aus dem Titel womoglich mit einem Ja
beantworten.

Wie lange es noch dauern wird die Defini-
tion strikt zu erfiillen, ist nicht sicher zu
beantworten. Der nachste groBe Meilenstein
ware die Selbstreplikation eines minimalen
Genoms, das zumindest die Gene fiir den
Membranbaustein und fiir seine Replika-
tionsmaschinerie tragt. Die Erzeugung von
kiinstlichen Zellen bleibt weiterhin eine
faszinierende Aufgabe fiir alle Wissen-
schaftler:innen, die auf dem Gebiet der Syn-

thetischen Biologie arbeiten, und die uns
weiterhin in Atem halten wird. [ |
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