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Transcription factories are dynamic structures located in the cell
nucleus, which bring multiple genes and genomic control elements
into proximity. Our research group explores these factories as inspira-
tion for the design of high-performance DNA-based computer hard-
ware. Potential applications range from innovative cell-based cancer
therapy to advanced metabolic monitoring systems.
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B Die Genomsequenz als Code des Lebens
ist vielen ein vertrauter Begriff. Wie das
Genom allerdings im dreidimensionalen
Raum des Zellkerns verstaut und bei Bedarf
gelesen wird, ist weit weniger bekannt. Das
Konzept von Transkriptionsfabriken, in den
1990er-Jahren entwickelt (Abb. 1A),
beschreibt einen spannenden Aspekt die-
ser bedarfsgerechten 3D-Verpackung des
Genoms [1, 2]. Diese Fabriken unterscheiden
sich von der herkommlichen Vorstellung, in
der Molekiile direkt an Zielgene binden.
Stattdessen bewegen sich Gene zu lokalen
Ansammlungen dieser Molekiile. Dort wer-
den diese Gene aktiviert und auf den Aus-
lesevorgang, Transkription genannt, vorbe-
reitet [3]. Obwohl das Konzept anfangs faszi-
nierte, stieB es schnell auf Kritik, da sich die
Transkriptionsfabriken nicht klar aus Zellen
extrahieren und direkt identifizieren lieBen.
In den letzten Jahren wird dem Konzept der
Transkriptionsfabriken allerdings wieder
Aufmerksamkeit geschenkt, begiinstigt
durch neue Perspektive, wie Zellen hoch-
dynamische, fliissigkeitsdhnliche Strukturen
bilden konnen [4]. Diese ,biomolekularen
Kondensate“ entstehen dhnlich der Phasen-
trennung von Wasser und Ol. Das Abschei-
den spezifischer Molekiile in hoher konzen-
trierte fliissige Tropfchen geschieht inner-
halb von Sekunden und Minuten. Das Auflo-
sen solcher Tropfchen vollzieht sich dhnlich
schnell. Die Detektion mit molekularbiologi-
schen Methoden, die auf dauerhafter Bin-
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dung zwischen molekularen Spezies beru-
hen, gestaltet sich entsprechend schwierig.
Es ist also gut vorstellbar, dass sich Tran-
skriptionsfabriken @hnlich diesen Tropfen
flexibel bei Bedarf ausbilden und mit klassi-
schen molekularbiologischen Methoden nur
schwer zu extrahieren sind.

Die Betrachtung von Transkriptionsfabri-
ken als intrazellulére, fliissigkeitsahnliche
Kondensate hat in der Tat unser Verstandnis
ihrer Bildung und Funktionsweise maBgeb-
lich erneuert. Viele molekulare Spezies, die
an der Kontrolle des Gen-Auslesens beteiligt
sind, neigen zur Bildung flissigkeitsahnli-
cher Tropfen [5, 6]. RNA-Polymerase II - das
Enzym, welches beinahe alle Gene in tieri-
schen und pflanzlichen Zellen ausliest und
in RNA transkribiert — durchlduft einen der
Tropfchenbildung dhnlichen Prozess, bevor
sie den eigentlichen Auslesevorgang beginnt
[7]. Auch fiir Transkriptionsfaktoren, die die
Aktivierung und Deaktivierung bestimmter
Gene steuern, wurde eine deutliche Tendenz
zur Tropfchenbildung festgestellt [8]. Diese
Tendenz wurde auch in lebenden Zellen
beobachtet, insbesondere in Stammzellen,
wo RNA-Polymerase II und Transkriptions-
faktoren gemeinsam in ausgepragten Kon-
densaten vorkommen (Abb. 1B, [5, 9]). So
erlebt das urspriingliche Konzept der Tran-
skriptionsfabriken eine Renaissance, ermog-
licht durch das neue Verstdndnis tropfen-
dhnlicher Objekte in lebenden Zellen.
Die Wichtigkeit dieses neuen Verstandnisses

der Transkriptionsfabriken wird deutlich,
wenn man es im Kontext der embryonalen
Entwicklung und der nah verwandten
Stammzellen betrachtet. In Stammzellen bil-
den sich im dreidimensionalen Raum Gen-
schlaufen, die genetische Sequenzen zusam-
menfiihren, welche auf einem Chromosom
weit voneinander entfernt liegen (Abb. 1A,
[10]). Haufig verbinden diese Schlaufen Steu-
erungselemente (Enhancer) mit den von
ihnen kontrollierten Zielgenen. Hier bilden
mehrere Steuerungselemente die Grundlage
fiir den Aufbau einer langlebigen Transkrip-
tionsfabrik [11]. Diese langlebige Ansamm-
lung von Steuerungselementen in einer
Fabrik kann dann von verschiedenen Genen
besucht werden (Abb. 1C, [12]). Diese Fabrik
hélt lokal hohe Konzentrationen von Tran-
skriptionsfaktoren vor, um die Aktivierung
von Genen zu steuern [5]. Nachdem Gene die
Aktivierung durchlaufen haben, verlassen
sie im aktiven Zustand die Fabrik, um das
Auslesen der DNA-Sequenz auBerhalb der
Fabrik abzuschlieBen (Abb. 1C, [12-15]).
Transkriptionsfabriken organisieren also
die gezielte Aktivierung von Genen, indem
sie die verschiedenen Steuerungselemente
an einem Ort konzentrieren. Der Zugriff auf
die DNA-Sequenzinformation unterschied-
licher Zielgene wird dann durch ein Herein-
ziehen in die Fabrik ausgefiihrt. In verschie-
denen Zelltypen, z. B. in sich entwickelnden
Embryonen, konnen so verschiedene Gene in
diese Fabriken hineingezogen und deren
Aktivierung effizient, aber prazise kontrol-
liert werden [16, 17].

Die Rekrutierung von Genen in
Fabriken als Vorlage fiir DNA-
basierten Arbeitsspeicher?

Hoch effizientes Lesen und Schreiben von
Code ist auch in einem ganz anderen Fall
bekannt - dem zentralen Prozessor eines
Computers, oft auch CPU genannt. Die CPU
stellt an nur einer Stelle eines elektronischen
Computers hoch optimierte Lese- und
Schreibhardware zur Verfiigung. Diese Hard-
ware kann dann in Hochgeschwindigkeit auf
Anforderung mit jeder gewiinschten Adresse
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A Abb. 1: Transkriptionsfabriken als Knotenpunkte der Gensteuerung. A, Transkriptionsfabriken fiihren entfernte Steuerelemente (Super-Enhancer)
und Zielgene zur Aktivierung zusammen. B, Mikroskopische Aufnahme von RNA-Polymerase Il im Zellkern eines Zebrafischembryos, STED-Superauf-
I6sungsmikroskopie [9]. C, Die algorithmusbasierte Sortierung von Mikroskopiebildern in Pseudozeitreihen rekonstruiert den Besuch von Genen zu
Clustern. Beispielbilder (links) zur lllustration und Auswertung eines gesamten Datensatzes (rechts) [12].

im Arbeitsspeicher (RAM) verbunden wer-
den (Abb. 2A). Durch diese Architektur kann
ein Speicher mit groBer Kapazitat flexibel
mittels einer einzigen CPU genutzt werden
und ein stringent kontrollierter Betrieb des
Computers mit einem klar definierten
Zustand ist gewahrleistet.

DNA nicht nur als Informationsspeicher
der Zelle, sondern auch als einen digitalen
Code zu betrachten, ist seit der Entdeckung
des genetischen Codes weit verbreitet. Man
kann allerdings noch weiter gehen und Pro-
bleme, die in der Informatik als auBer-
gewohnlich ,teuer” zu losen gelten, in den
genetischen Code iibertragen. Die dramati-
sche Beschleunigung der Losung des
beriihmten ,Traveling Salesman“-Problems
bewies experimentell, dass bestimmte Klas-
sen von Problemen durch Ubertragung in

DNA-Sequenzen nicht nur prinzipiell 16sbar
sind, sondern auch deutlich schneller gelost
werden konnen [18]. Aus diesen frithen
Arbeiten etablierte sich das Feld des DNA-
Computing.

Die Fortschritte im DNA-Computing sind
beeindruckend, allerdings stellen sich auch
fundamentale Herausforderungen. Verlassli-
che und schnelle Berechnungen in konventio-
nellen Computern beruhen auf dem Ubertrag
elektrischer Ladung durch metallische Verbin-
dungen. Im starken Kontrast dazu ist zugéng-
liche DNA in wéssriger Losung. Rechenvorgén-
ge beruhen auf Biomolekiilen, die in geringer
Zahl in der Zufallsbewegung der Diffusion
durch die wéssrige Losung ,irren, wodurch
Berechnungen inhdrent langsam und unzuver-
lassig werden. Diese physikalischen Rahmen-
bedingungen sind fundamentale Hindernisse

fiir die Konstruktion voll funktionsfahiger
DNA-Computerhardware. Demgegentiber steht
allerdings das hochgradig effiziente und ver-
lassliche Auslesen von genetischem Code in
Embryonen und Stammzellen, welches allem
Anschein nach diese Hindernisse im Laufe der
Evolution tiberwunden hat. Hier ist es also
naheliegend, bei der Konstruktion eines
gewiinschten technischen Systems — des DNA-
Computerchips - bei einem schon existieren-
den lebenden System — dem Zellkern — nach
Inspiration zu suchen. Dieser Ansatz, von
lebenden Systemen zu lernen, ist ein zentraler
Teil des u. a. am Institut fiir Biologische und
Chemische Systeme des Karlsruher Institut
fiir Technologie (KIT) verankerten Forder-
programms Natural, Artificial and Cognitive
Information Processing der Helmholtz-Gemein-
schaft.
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In der Tat weisen die oben beschriebenen
Transkriptionsfabriken viele Eigenschaften
auf, welche fiir die Interaktion einer CPU mit
einem adressbasierten Arbeitsspeicher notig
sind (Abb. 2A). So sind in den Transkrip-
tionsfabriken zentral alle entscheidenden
Funktionen zur Kontrolle der Aktivierung
von Genen vorgehalten (Abb. 2B). Bestimmte
Gene konnen gezielt zu diesen Fabriken
transportiert werden, wahrend andere Gene
nicht herangezogen werden (Abb. 2B). Eine
logische Weiterentwicklung unserer For-
schung an der Organisation und Funktions-
weise der zellularen Transkriptionsfabriken
ist also deren Ubertragung in programmier-
bare, kiinstliche DNA-Systeme, welche der
gleichen Architektur folgen.

DNA-Nanostrukturen als
programmierbares Baumaterial

Die Implementierung von DNA-basierter
Computerhardware bietet vielfaltige Optio-
nen und Anwendungsfalle. Besonders kli-
nisch relevant sind Rechen- und Speichermo-
dule, die direkt in Zellen lebender Organis-
men integriert sind. Ein beeindruckendes
Beispiel ist die Detektion und Weiterverar-
beitung von Markern verschiedener Krebs-
zelltypen im Rahmen eines DNA-basierten
logischen Schaltkreises [19]. Ein weiteres
Beispiel ist die Aufzeichnung zeitlicher Ver-
laufe der Konzentrationen von Metaboliten
oder Botenstoffen in kiinstliche Speicherbe-
reiche des zelluliren Genoms [20]. Im Kon-
trast hierzu stehen zellfreie Systeme, basie-
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A Abb. 2: Die Architekturen elektronischer Computer sowie der Transkriptionsfabriken ermogli-
chen gezielten Zugriff auf verschiedene Speicheradressen. A, Von-Neumann-Rechnerarchitektur,
in der eine CPU mit verschiedenen Blécken in einem Arbeitsspeicher verbunden wird. B, Eine

Transkriptionsfabrik halt zentral die molekulare Transkriptionsmaschinerie vor und kann selektiv

Gene heranziehen.

rend auf kommerziell verfiigbaren DNA-Bau-
steinen [21]. Durch Verzicht auf den zellula-
ren Kontext ermoglichen diese Systeme
Machbarkeitsstudien bestimmter Architek-
turen innerhalb mehrerer Wochen anstatt
mehrerer Jahre. Auf diesem vereinfachten
Ansatz aufbauend konnte unsere Arbeits-
gruppe in den letzten zwei Jahren mehrere
Aspekte der Architektur von Transkriptions-
fabriken rekonstruieren.

Der erste entscheidende Schritt zur Kon-
struktion einer Transkriptionsfabrik besteht
in der Bildung einer molekularen Fliissig-
phase. Kiirzlich entwickelte DNA-Nanostruk-
turen konnen durch Phasenseparation Tropf-
chen erzeugen, die sich mithilfe program-
mierbarer DNA-Sequenzen gezielt mischen
oder auftrennen lassen (Abb. 3A, [21, 22]). In
unserer Forschung haben wir erfolgreich ein

auffélliges Verhalten von Transkriptionsfab-
riken nachgebildet. Fabriken, in denen viele
Gene mit hoher Geschwindigkeit aktiviert
und ausgestoBen werden, entfalten sich
zunehmend [23]. Durch den Einsatz hochauf-
losender Fluoreszenzmikroskopie, automati-
sierter Bildanalyse und Simulationen der
DNA-Nanomotive konnten wir zeigen, dass
Transkriptionsfabriken in pluripotenten
Zebrafisch-Embryonen und kiinstliche DNA-
Tropfchen dieselben grundlegenden Verfor-
mungsprozesse durchlaufen. Dies liefert
einen Prinzipienbeweis fiir das gezielte Nach-
bauen von Architekturen, die in den Zellker-
nen des Embryos beobachtet werden konnen.

Ein weiterer entscheidender Aspekt der
Transkriptionsfabriken ist die selektive Ein-
bringung von bestimmten Bereichen des
Genoms. Ebenfalls in Zebrafisch-Embryonen
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A Abb. 3: Nachbau der Architektur von Transkriptionsfabriken mittels synthetischer DNA-Sequenzen. A, Das kondensierte Material einer Transkripti-
onsfarbik wird mittels Nanomotiven aus kurzen, kiinstlich hergestellten DNA-Strangen (DNA-Oligomere) nachgebaut. Diese Nanomotive haben pro-
gramierbaren Bindestellen fiir andere Nanomotive (magenta) und Zielbereiche von DNA-Stréngen (griin). Diese Zielbereiche erméglichen lokal die Bil-
dung von Oberflaichenkondensaten und bauen somit die Kondensatbildung an genomischen Steuerelementen nach. B, Bei geringen Konzentrationen
bilden die Nanomotive nur dann Kondensate, wenn DNA-Strénge als Oberflaichen gegenwartig sind. In Abwesenheit solcher Oberflachen treten Kon-
densate nur bei héheren Konzentrationen auf. Bachelorarbeit Xenia Tschurikow [24] und Masterpraktikum Barbara Becker.

konnten wir zeigen, dass Transkriptionsfab-
riken durch gezielte Kondensation an ent-
sprechend markierten Steuerelementen
(Super-Enhancer) des Genoms entstehen
(Abb. 1A, [9]). Diese Bereiche des Genoms
weisen molekulare Markierungen auf, die zu
einer Oberflichenkondensation fiihren, ahn-
lich dem Beschlagen einer kiihlen Brille in
einem warmen Raum. Dasselbe Prinzip der
Oberflichenkondensation konnten wir nun
auch fiir kiinstlich erzeugte DNA-Strange
anwenden (Abb. 3B). Hier besteht die Mog-
lichkeit, mithilfe gezielt entworfener DNA-
Zielsequenzen verschiedene Tropfchenspezi-
es an verschiedene DNA-Strdange zu binden.
Dieser Vorgang dhnelt der Verbindung einer
CPU mit bestimmten Speicherbereichen.
Unsere Ergebnisse sind zwar erst kleine,
aber doch klare Schritte zum Aufbau einer
Architektur DNA-basierter Prozessoren oder
Arbeitsspeicher. So zeigt sich, dass der Zell-
kern als ein von der Evolution ,konstruier-
tes“ System in der Tat ein groBes Potenzial
als Vorlage fiir die Architektur zukiinftiger
DNA-basierter Computerhardware bietet.
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