
Fortschritte in der Entwicklung  
von Gensynthese-Strategien
Eine neuartige Methode

Synthese von Genen mit einzel
strängigen Oligonukleotiden 

In den letzten 30 Jahren wurden eine Reihe von 
Methoden publiziert, die sich mit Genynthese im 
weitesten Sinne beschäftigen. Üblicherweise 
werden bei gängigen Syntheseverfahren die je-
weiligen Gene oder Genabschnitte in kurze ein-
zelsträngige, sich überlappende Oligonukleotide 
aufgeteilt, welche mittels automatischer Fest-
phasensynthese hergestellt werden. Diese Oli-
gonukleotide müssen anschließend gereinigt 
und zu den jeweiligen größeren Fragmenten mit 
Hilfe von DNA-Ligasen und DNA-Polymerasen 
assembliert werden. Dabei entstehen zunächst 
Subfragmente, die ihrerseits über spezifische 
Überhänge in der richtigen Reihenfolge über Li-
gation miteinander verknüpft werden. 

Diese Technologie wurde seit 1972, als sie 
zum ersten Mal von Khorana und Mitarbeitern 
zur Synthese eines vollständigen tRNA-Gens 
eingesetzt wurde, kontinuierlich verbessert [1]. 

Spricht man über Gensynthese, sollte der 
Name Heyneker nicht ungenannt bleiben. Eine 
seiner Arbeiten dokumentierte die biologische 
Aktivität eines chemisch synthetisierten gene-
tischen Elements, des 21 bp langen lac operators 
[2]. Der Erfolg dieser Arbeiten, motivierte diese 
Gruppe, das Gen für das Hormon Somatostatin 
(56 bp, acc. no. M10835) zu synthetisieren. Hier-
zu wurden acht Oligonukleotide mit einer Länge 
zwischen 11 und 16 Basen zu einem vollständi-
gen Gen assembliert [3]. 

Die de novo Synthese von 

Genen findet in der modernen 

Biotechnologie vielfältige  

Anwendungen. Synthetische 
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auf dem Gebiet der heterolo-
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oder im Bereich des Protein-
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Abb. 1. Assemblierung von 36 Oligonukleotiden mit einer Länge von 32 bis 50 Basen zu einem Gen mit 
einer Länge von 750 bp [8].
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In den späten 1970er Jahren konnte Khorana 
und Kollegen die vollständige de novo Synthese 
eines 207 bp langen suppressor tRNA Gens mit-
tels Ligation von hybridisierten Oligonukleotid-
paaren zeigen [4]. Dieselbe Gruppe hat in nahezu 
50 weiteren Veröffentlichungen systematisch ver-
schiedene Aspekte der Gensynthese untersucht 
[5]. In der gleichen Zeit wurden an anderer Stelle 
auch humanes Insulin und das humane Wachs-
tumshormon auf der Basis eines synthetischen 
Gens rekombinant in E. coli exprimiert [6, 7].  

Alternativ dazu können DNA Konstrukte auch 
dadurch erhalten werden, indem ein Gemisch an 
einzelsträngigen Oligonukleotiden partiell hybri-
disiert und verbleibende Lücken mittels DNA-Po-
lymerase aufgefüllt werden. Nach Abschluss der 
enzymatischen Auffüllreaktion, werden die ver-
bliebenen Einzelstrangbrüche mit DNA-Ligase 
verschlossen. Dieses Verfahren wird als „Gap fil-
ling“ Methode bezeichnet. 

Ebenso kann die gesamte Gensequenz in 
eine definierte Anzahl an relativ kurzen Oligo-
nukleotiden (30–60 Basen) aufgeteilt werden. 
Das gesamte Gemisch wird über iterative Zyklen 
hybridisiert und anschließend über flankierende 
Primer amplifiziert. Diese Methode beruht nicht 
auf einer Ligation, sondern ausschließlich auf ei-
ner DNA-Polymease-Reaktion (Abb. 1) [8, 9]. 

Eine weitere Möglichkeit besteht im Aufbau 
eines längeren Genfragmentes über hintereinan-
der geschaltete Polymerasekettenreaktionen. Es 
werden, ausgehend von der Mitte des zu synthe-
tisierenden Gens, zunächst zwei teilweise über-
lappende Oligonukleotide (60–100 Basen) hybri-
disiert und die einzelsträngigen Bereiche mit 
DNA-Polymerase aufgefüllt. Das entstandene 
PCR-Produkt wird gereinigt und dient seinerseits 
als Matrize für die folgende PCR mit weiteren teil-
weise überlappenden Oligonukleotiden. Dieser 
Vorgang wird solange durchgeführt, bis das Gen 

vollständig aufgebaut ist (Abb. 2) [10–15]. Bei 
größeren Genen baut man die vollständige Se-
quenz nach diesem Verfahren gewöhnlich aus 
mehreren  
dieser, meistens subklonierter, Teilfragmente zu-
sammen [13].

Neben den genannten Standardverfahren 
wurde 2004 eine Methode publiziert, die Oligo-
nukleotide verwendet, welche auf einem photo-
programmierbaren Mikrochip synthetisiert wur-
den. Entsprechende Oligonukleotide wurden in 
einer Multiplexreaktion zur Synthese von 21 Ge-
nen, die für die entsprechenden Untereinheiten 
der 30S Untereinheit des E. coli Ribosoms kodie-
ren, verwendet [16].

Ein grundsätzliches Problem bei allen ge-
nannten Verfahren besteht in der Fehlerhaftig-
keit der Synthese von Oligonukleotiden. Das Er-
gebnis eines Gensynthese-Experiments hängt 
wesentlich von der Qualität der eingesetzten 
Oligonukleotide ab. Die Kopplungseffizienz der 
Phosphoamidit-Bausteine bei der chemischen 
Oligonukleotidsynthese spielt hierbei eine her-
ausragende Rolle. Beträgt die Kopplungseffizi-
enz bei der Herstellung eines 40-mer Oligonuk-
leotids 99 %, so haben nur 67,5 % der Produkte 
(0,9939 × 100) eine Länge von 40 Nukleotiden. 
Fällt die Kopplungseffizienz unter 98 %, ist die 
Länge der synthetisierten Oligonukleotide, die 
man in ausreichender Menge erhalten kann, 
entsprechend begrenzt. Es ist leicht ersichtlich, 
dass diese Rohprodukte nicht ohne vorgeschal-
tete Reinigungsprozeduren, z.B. high perfor-
mance liquid chromatography (HPLC) oder Poly-
acrylamidgelelektrophorese (PAGE), verwendet 
werden können. Falls 95 % der verwendeten Oli-
gonukleotide die richtige Sequenz aufweisen 
und 5 % fehlerhaft sind, so kann bei einem ty-
pischen Assemblierungsprodukt aus 30 einzel-
strängigen Oligonukleotiden lediglich mit einer 
Wahrscheinlichkeit von 0,9530x100 (21.5 %) eine 
korrekte Sequenz erreicht werden. Längere ein-
zelsträngige Bausteine, die bevorzugt in der 
klassischen Gensynthese Verwendung finden, 
sind entsprechend umso anfälliger für Fehler. 

Werden solche fehlerhaften Oligonukleotide 
für die Synthese verwendet oder wird auf auf-
wendige Reinigungsschritte verzichtet, erfordert 
dies eine sorgfältigere Kontrolle bzw. Fehlerkor-
rektur auf der Ebene des synthetisierten  
Fragmentes. Typischerweise wird dies durch um-
fangreiche DNA-Sequenzierungen sowie zeitauf-
wendige molekularbiologische Arbeitsschritte er-
reicht. 

Zur Verringerung der Fehlerrate wurden eini-
ge Selektionsverfahren entwickelt, die allerdings 
teilweise sehr arbeitsintensiv sind und einen zu-
sätzlichen Zeit- und Kostenaufwand bedeuten. 
In der Literatur beschrieben sind z.B. der Einsatz 
von Fishing-Oligonukleotiden [16], mismatch-

Abb. 2. Verfahren zum Aufbau eines synthe-
tischen Gens. Zunächst wird mit zwei partiell 
überlappenden Oligonukleotiden (1/2) eine erste 
PCR durchgeführt. Anschließend wird das PCR-
Amplifikat (im gewählten Beispiel 110 bp) gerei-
nigt und dann als Matrize für eine weitere PCR 
eingesetzt (mit Primern 3 und 4). Im vorlie-
genden Fall wurden insgesamt 14 Oligonukleoti-
de zur Synthese eines Gens mit einer Länge von 
661 bp eingesetzt [10].



binding Enzymen der mutS-Familie [17, 18] oder 
spezifische Endonukleasen aus Bakterien und 
Phagen [19]. 

Neben der Qualität der eingesetzten Oligo-
nukleotide liegt ein weiteres Problem in der As-
semblierung der einzelsträngigen Bausteine zu 
längeren doppelsträngigen DNA-Fragmenten. 
Vielfach ist es unmöglich, die Bildung von Se-
kundärstrukturen zu vermeiden, welche bei-
spielsweise durch inverted repeats, einen aus-
sergewöhnlich hohen oder niedrigen GC-Gehalt 
oder durch repetitive Strukturen verursacht wer-
den. Üblicherweise müssen diese Probleme 
durch ein modifiziertes und dadurch wiederum 
aufwendigeres Design, z.B. bei der Assemblie-
rung von Subfragmenten, gelöst werden.  
Vielfach wird aber auch eine Anpassung der Co-
don-Usage verwendet, um solche Sequenz-ab-
hängigen Schwierigkeiten zu eliminieren und so 
die Synthese eines Fragmentes zu ermöglichen. 
Ein Kompromiss zur optimalen Expressionsopti-
mierung muss dabei in Kauf genommen.

Gensynthese mit Hilfe  
doppelsträngiger Bausteine 

Im Gegensatz zu herkömmlichen Gensynthese-
methoden, arbeitet die Slonomics Methode mit 
einem Baukasten von vorgefertigten und univer-
sell einsetzbaren Triplett-Bausteinen aus doppel-
strängiger DNA (Abb. 3). Die Verwendung einer 

durch ihren variablen Dreibasenüberhang unter-
scheidbar. Um nun eine komplette Bibliothek 
mit allen möglichen Varianten aufzubauen, 
müssen 64 (43) unterschiedliche Splinker und 
4096 (46) Anchor-Moleküle bereitgestellt wer-
den (Abb. 3). 

Durch die Kombination von Anchor- und 
Splinker-Molekülen können sehr einfach und ef-
fizient längere, doppelsträngige Genfragmente 
aufgebaut werden. Hierzu wird prinzipiell ein 
nicht immobilisierter Anchor mit einem Splinker 
durch Hybridisierung und anschließender Ligati-
on der zueinander komplementären Dreibasenü-
berhänge verbunden. Das entstandene Ligati-
onsprodukt wird über Biotin an eine 
entsprechend beschichtete Oberfläche in einer 
96er Mikrotiterplatte gebunden. Im nächsten 
Schritt werden die immobilisierten Ligationspro-
dukte mit dem entsprechenden Restriktionsen-
zym auf der Anchor-Seite so geschnitten, dass 
dabei der variable Sequenzanteil des Anchors (= 
Donor) auf den Splinker (= Akzeptor) übertragen 
wird. Im Überstand befindet sich nun ein um 
drei Basenpaare verlängertes Splinker-Molekül, 
das in einem weiteren Zyklus als Akzeptor für 
ein neues Anchor-Molekül dienen kann. Das ver-
kürzte Anchor-Molekül bleibt an der Festphase 
zurück. Durch eine zyklische Wiederholung die-
ser Reaktionsschritte, die jeweils mit einem um 
drei Basen verlängerten Splinker-Molekül und 
einem entsprechenden, gezielt ausgewählten 
Anchor-Molekül durchgeführt werden, lassen 
sich so definierte Gensequenzen synthetisieren.  

Wie aus Abbildung 4 hervorgeht, besteht  
der gesamte Slonomics-Gensyntheseprozess aus 
mehreren Phasen. Mit Hilfe eines Computerpro-
gramms wird zunächst die Zielsequenz in kleinere 
Fragmente aufgeteilt und die dafür benötigten 
Anchor- und Splinker-Moleküle festgelegt. 

Während der anschließenden Elongation 
werden zunächst kurze Subfragmente (Elongati-
onsblöcke oder E-Blöcke) der zu syntheti-
sierenden Sequenz durch mehrfache Wiederho-
lung der oben beschriebenen Reaktionszyklen 
aus Ligation und Restriktion hergestellt. Da viele 
Elongationsschritte parallel durchgeführt wer-
den können, wird das entsprechende Gen, wenn 
auch in kurzen Fragmenten, bereits in dieser 
Phase vollständige synthetisiert. Der Zusammen-
bau der E-Blöcke erfolgt in der nachfolgenden 

definierten Anzahl von standardisierten Baustei-
nen macht die Synthese projektspezifischer Oli-
gonukleotide überflüssig. Die universellen Tri-
plett-Bausteine werden zunächst in großem 
Maßstab auf dem Wege einer herkömmlichen 
Oligonukleotidsynthese hergestellt. Aufgrund ih-
rer speziellen Sequenz bilden diese durch intra-
molekulare Hybridisierung eine Haarnadelstruk-
tur aus. Jedes dieser Standardelemente besteht 
aus einer kurzen Schleife, einem konstanten 
doppelsträngigen Bereich und einem Triplett-
Überhang (Abb. 3). Der konstante Bereich ent-
hält eine Erkennungssequenz für eine Typ-IIS-
Restriktionsendonuklease. 
Typ-II-S-Restriktionsenzyme sind sog. „outside 
cutters“, d.h. sie erkennen asymmetrische Se-
quenzbereiche und schneiden die DNA außer-
halb ihrer Erkennungssequenz. Ein wesentlicher 
Vorteil liegt darin, dass lediglich die Erkennungs-
sequenz definiert vorhanden sein muss, jedoch 
die zu schneidende Sequenz, die bei der Typ-II-S-
Enzymklasse außerhalb der Erkennungssequenz 
liegt, variabel sein kann.

Es gibt zwei unterschiedliche Klassen an Bau-
steinen, die als Splinker und Anchor bezeichnet 

werden; beide Moleküle werden im Synthese-
prozess miteinander kombiniert. Die beiden 

Klassen unterscheiden sich unter anderem 
in der Art der verwendeten Schnittstelle 

innerhalb des konstanten Sequenz-
abschnitts (Abb. 3). 

Im Gegensatz zu 
den Splinker-Mole-

külen, enthält jedes An-
chor-Molekül zusätzlich 

ein Biotin-Molekül in 
der Schleife der Haar-
nadel, das eine Im-

mobilisierung des An-
chors an eine avidin- oder 
streptavidinbeschichtete 

Oberfläche erlaubt. Die An-
chor-Moleküle unterschei-

den sich untereinander ledig-
lich in ihrem variablen Bereich 

aus sechs Basen, der aus einem 
doppelsträngigen Basentriplett 
sowie einem Dreibasenüber-
hang gebildet wird. Splinker-
Moleküle sind dagegen nur 

Abb. 4: Schematische Darstellung der gesamten 
Slonomics-Methode. 4096 Anchor-Elemente und 
64 Splinker-Elemente dienen als Ausgangsmaterial (Bibliothek) bei 
der Synthese. Kleine Subfragmente des entsprechenden Ziel-Gens 
(E-Blöcke) werden durch wiederholte Ligation, Immobilisierung und 
Restriktion gebildet. Die entsprechenden E-Blöcke werden anschlie-
ßend in der Transpositionsphase zu größeren Fragmenten (T1, T2, 
etc.) assembliert.

Abb. 3: Universelle Triplett-Bausteine, die bei der Slonomics-Methode eingesetzt werden.
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Transposition. Hierbei werden die E-Blöcke nach 
wechselseitigem Verdau mit einer entspre-
chenden Typ-IIS-Restiktionsendonuklease paar-
weise miteinander verbunden, was im jeweiligen 
Transpositionsschritt zu einer Verdoppelung der 
Sequenzlänge führt. 

Fazit

Herkömmliche Gensynthesen arbeiten immer 
mit einzelsträngigen Oligonukleotiden, die ent-
sprechend der zugrunde liegenden Gensequenz 
für jedes Konstrukt individuell synthetisiert 
werden müssen. Die Slonomics-Gensynthese-
technologie basiert auf etablierten molekular-
biologischen Techniken und der Verwendung 
einer universell einsetzbaren Bibliothek aus 
Bausteinen, vergleichbar mit einem Lego-Sys-
tem. Für alle denkbaren Genkonstrukte ist eine 
Bibliothek von maximal 4160 unterschiedlichen 
Oligonukleotiden notwendig. Die entspre-
chenden Elemente können einfach in hoher 
Qualität und Menge mittels Standardverfahren 
produziert werden. Da für jede Synthese diesel-
be Bausteinbibliothek verwendet werden kann, 
ist eine Qualitätskontrolle jeweils nur einmal 
erforderlich. Durch die Möglichkeit, sowohl die 
Qualität der Ausgangsmaterialien sowie die 
Durchführung des biochemischen Herstellungs-
verfahrens auf hohem Niveau zu standardisie-
ren, lässt sich die Technologie vollständig auf 
eine speziell dafür entwickelte Roboter-Platt-
form übertragen. 

Durch das Konzept, eine Gensynthese mit 
Hilfe doppelsträngiger Bausteine durchzuführen, 
wird es zukünftig leicht möglich sein, auch 
schwierige DNA-Sequenzen, wie beispielsweise 
sehr GC-reiche oder hoch repetetive Sequenzen, 
herstellen zu können. Darüber hinaus eignet sich 
dieses Verfahren im Gegensatz zu den Standard-
verfahren wesentlich besser zur Sequenzopti-
mierung, weil hierbei keine Anpassung der Se-
quenz aus Gründen der Synthesevereinfachung 
notwendig ist.  

Neben der Erzeugung synthetischer Einzel-
konstrukte, bildet die vorgestellte Methode die 
technologische Grundlage für die kontrollierte 
Erzeugung von Mutanten eines Gens, die in Mu-
tantenbibliotheken zusammengefasst werden 
können Slonomax. Durch die Verwendung von 
definierten Gemischen der verwendeten Triplett-
Bausteine bei der Synthese wird ein paralleler 
Einbau unterschiedlicher Codons an jeder belie-
bigen Position einer Gensequenz ermöglicht. An 
jeder Sequenzposition lassen sich so ganz ge-
zielt beliebige Codons für alle gewünschten 
Aminosäuren einsetzen, was eine maximale Viel-
falt von Varianten auf Proteinebene mit einer 
minimalen Anzahl an dafür benötigten Genvari-
anten ermöglicht.
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