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Summary

Summary

Synthetic biology applies engineering principles bology and facilitates the
development of mammalian cell products, which penfalesired tasks in a controllable
manner. Trigger-inducible gene expression systemes key building blocks for the
development of biological designer circuits thag¢ anulti-component networks of sensors
controlling cellular functions. Such programmabéds may find their applications in future
cell implants to coordinate therapeutic activitrgghin human bodies or in the production of
valuable biomolecules in the chemical and biotetgiocal industry. In this work, we provide
a comprehensive overview of basic building blocksassary for the engineering of complex
mammalian gene circuits. In addition, we focus loe @émployment of RNA-binding proteins
for the construction of gene switches and expldrertpotential for the engineering of
mammalian gene circuits. Furthermore, we describe/ lan interdisciplinary approach
combining synthetic biology and cell microencapsatamay push cell-based therapeutics
towards the development of ‘smart’ cell implants.

In order to implement artificial functions into mamalian cells, bioengineers develop
synthetic gene circuits that encode for programmahktructions reminiscent to digital
circuits in electronics. Gene switches detect aindl o intra- and extracellular signals and
transmit the information through the circuit. Instkvork, we provide a novel concept for the
targeted engineering of RNA-based gene switches #@n@ made out of hammerhead
ribozymes. In principle, a combination of ratiowi@sign and a bacterial cell-based selection
strategy resulted in hybrid ribozymes that assimmila naturally occurring peptide-binding
RNA motif into their structures. Implemented intammalian mRNA transcripts, the high-
speed self-cleavage activity of the ribozyme cagdcifically control target gene expression
levels depending on the peptide ligand and herrges as a powerful RNA-based molecular
gene switch.

So far, post-transcriptional gene switches thabased on RNA-binding proteins imply
naturally occurring RNA motifs for their design. tde we focus on an exciting family of
RNA-binding proteins, the Pumilio proteins, whiclnsists of a modular RNA-binding
scaffold (PUM-HD) that can be programmed to recpgnany eight nucleotide RNA
sequence stretch. In order to determine PUM-HD’sciigity and binding affinity, we
established ann vitro assay and extended an existing intracellular asssed on split
fluorescent protein complementation. Moreover, wgikeered a novel PUM-HD that is able

to discriminate between a mutated and wildtype fofflKRAS mRNA sequence and could
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serve as a starting point to design novel therap@ubteins that target mRNA transcripts of
interest based on their primary RNA sequence.

We further present a design concept for the cocistru of complex biocomputing
circuits in single mammalian cells that are prograble by external cues. Assemblies of
modular transcriptional and translational contmsllencode for basic logic gates that were
further connected to combinatorial circuits encgdifor binary arithmetic circuits.
Programming of circuit-transfected mammalian cefiables the execution of basic molecular
arithmetic that could in future coordinate metabdactivities in a predictable, precise and
robust manner and may advance new treatment sgategthe bio-electronic interfaces of

gene- and cell-based therapies.
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Die Synthetische Biologie setzt verschiedene Rpieni des Ingenieurswesens ein, um
biologische Systeme zu abstrahieren und zu koesémi Dies ermdglicht die Produktion
malgeschneiderter tierischer Zellen, welche gewitas@ufgaben steuerbar ausfiuhren
kbnnen. Fur den Aufbau biologischer Schaltkreisend si Trigger-induzierbare
Genexpressionssyteme essentielle Bausteine, demnstsilen konfigurierbare Sensor-
Netzwerke flr die Steuerung zellularer Prozesse. dar Zukunft konnten solche
programmierbaren Zellen als Implantate eingesettden, um in Patienten therapeutische
Aktivitdten zu kontrollieren oder um wertvolle boglische Stoffe fir die chemische und
biotechnologische Industrie herzustellen. In dieéebeit geben wir einen umfassenden
Uberblick uber die elementaren Bausteine, welchedigé Konstruktion von komplexen
Gennetzwerken in tierischen Zellen erforderlichdsiAu3erdem beschreiben wir, wie das
Zusammenspiel zweier Forschungsfelder, der Systiteth Biologie und der Zell-
Mikroenkapsulierung, zu einer neuartigen Behandiumgthode fuhren konnte, die auf
therapeutischen Zellimplantaten beruht.

Um kinstliche Funktionen in tierische Zellen impkatieren zu kénnen, entwickeln
Bioingenieure Gennetzwerke, die programmierbardrdkBonen kodieren und somit an
digitale Schaltkreise aus der Elektronik erinnddabei detektieren und binden Genschalter
Signale inner- und auf3erhalb der Zelle und verkariipdie Information innerhalb eines
Schaltkreises. In dieser Arbeit stellen wir zudarohaein neues Konzept fur die Konstruktion
RNA-basierter Schalter vor, welches auf einer agtinteten Entwicklung von Hammerhead
Ribozymen basiert. Im Prinzip werden hier ein rmaes Design und ein bakterielles
Selektionsverfahren kombiniert, um Hybridribozyme entwickeln, welche ein natlrlich
vorkommendes Peptid-bindendes RNA Motif in ihreulstur einbinden. Wenn man das sich
selbst schneidende Ribozym in tierische mRNA Trapsk integriert, kann es dazu
verwendet werden die Genproduktion in Abhangigiteg Peptidliganden zu steuern.

Existierende post-transkriptionelle Genschalterictve auf RNA-bindenden Proteinen
basieren, benutzen fiir das Schalter-Design nativilckommende RNA Motife. In diesem
Teil der Arbeit fokussieren wir uns auf eine Grupgmn RNA-bindenden Proteinen, der
sogenannten Pumilio Familie, welche eine modulalARindende Doméane (PUM-HD)
besitzt, die so verandert werden kann, dass senafiglichen acht Nukleotid-langen RNA
Sequenzen binden kann. Wir etablieren einen zedal@ndin vitro Assay, welcher erlaubt

die Spezifitat und Affinitat von PUM-HDs zu messeXusserdem konstruieren wir einen
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neuen PUM-HD, welcher zwischen einer mutierten eineér nattrrlich vorkommenden KRAS
MRNA Sequenz unterscheiden kann. Dieses neue PURNSKRrotein konnte dazu
verwenden werden neue therapeutische Proteine tavickaln, welche Sequenz-spezifisch
MRNA Transkripte angreifen kénnte.

Des Weiteren stellen wir ein Designkonzept vor,cvek die Konstruktion komplexer
Schaltkreise beschreibt, die biologische Berechenng tierischen Zellen ausfihren konnen.
Um einfache logische Gatter zu erzeugen, wurdemskrgtions- und Translationsschalter
vernetzt, welche von externen Signalen gesteuemtiemekdonnen. Verknipfungen mehrerer
Gatter fuhren zu Kombinationsschaltungen, welchefaehe bindre Berechnungen in
tierischen Zellen ausfuhren. Basierend auf der radtgedlichen Kombination externer
Signale produzieren die Zellen einen fluoreszieean®@utput. In Zukunft kénnten solche
Biocomputer metabolische Aktivitdten in Patiententeusrn und damit neue

Behandlungsmethoden im Bereich der Gen- und Ze#lithe voranbringen.



