Fortschritte in der Entwicklung
von Gensynthese-Strategien

Eine neuartige Methode

Die de novo Synthese von
Genen findet in der modernen
Biotechnologie vielféltige
Anwendungen. Synthetische
Gene werden beispielsweise
auf dem Gebiet der heterolo-
gen Expression von Proteinen
oder im Bereich des Protein-
Engineerings eingesetzt.

Synthese von Genen mit einzel-
strangigen Oligonukleotiden

In den letzten 30 Jahren wurden eine Reihe von
Methoden publiziert, die sich mit Genynthese im
weitesten Sinne beschéaftigen. Ublicherweise
werden bei gangigen Syntheseverfahren die je-
weiligen Gene oder Genabschnitte in kurze ein-
zelstrangige, sich tiberlappende Oligonukleotide
aufgeteilt, welche mittels automatischer Fest-
phasensynthese hergestellt werden. Diese Oli-
gonukleotide missen anschlieBend gereinigt
und zu den jeweiligen groBeren Fragmenten mit
Hilfe von DNA-Ligasen und DNA-Polymerasen
assembliert werden. Dabei entstehen zunachst
Subfragmente, die ihrerseits Uber spezifische
Uberhdnge in der richtigen Reihenfolge iiber Li-
gation miteinander verkniipft werden.

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

Spricht man (ber Gensynthese, sollte der
Name Heyneker nicht ungenannt bleiben. Eine
seiner Arbeiten dokumentierte die biologische
Aktivitat eines chemisch synthetisierten gene-
tischen Elements, des 21 bp langen lac operators
[2]. Der Erfolg dieser Arbeiten, motivierte diese
Gruppe, das Gen fir das Hormon Somatostatin
(56 bp, acc. no. M10835) zu synthetisieren. Hier-
zu wurden acht Oligonukleotide mit einer Lange
zwischen 11 und 16 Basen zu einem vollstandi-
gen Gen assembliert [3].
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EcoRl HSRFP-1FW HSRFP-2FW

5° ATAATAGAATTCATTAAAGAGGAGAAATTAACTATG AR
37 e CTTTAATTGATACCCGTTCGAATGGTACCGGTCGAG

HSRFP-18RV

HSRFP-3FW

61 SATTTAAGGTCAAGATGGAGGGAAGCGTCAACGGA

CTCCTACAGTAGTTTCTCAAATACTCTAAATTCCAGTTCTACCTCCCTTCGCAGTTGCCT)
HSRFP-17RV HSRFP-16RV

HSRFP-aFW HSRFP-5FW

121

GTG

CTCAAGCTCTAACTCCCTCTTCCTCTTCCGGCCGGAATGCTCCCGTGTGTTTG

HSRFP-15RV
HSRFP-6FW
181
HSRFP-14RV HSRFP-13RV
HSRFP-TFW HSRFP-8FW

241 TTCCAGTACGGAAGCAAAGCCTATGTGAAACACCC
AAGGTCATCGCCTTCGTTTCGGATACACTTTGTGGGACGGCTGTAGGGACTGATAGACTTC

HSRFP-12RV
HSRFP-9FW
301 TTCAAGTGGGAGAGAATCATGAACTTCGAGGACGGA
AGAGGAAGGGACTTCCGAAGTTCACCCTCTCTTAGTACTTGAAGCTCCTGCCTCCGCAC
HSRFP-11RV HSRFP-10RV
HSRFP-10FW HSRFP-11FW
361 G2 AGR 'ATTTATAAGGTGAAACTC
CACTGTCAGTGTGTTCTATCGTGGGAGGTTCTGCCTCTCAAATAAATATTCCACTTTGA!
HSRFP-9RV
HSRFP-12FW

421 AGAGGAACCAACTTCCCC SAR
TCTCCTTGGTTGAAGGGGAGGCTACCGGGACAGTACGTITTTTTTTTGTTACCCTACCCTT)
HSRFP-8RV HSRFP-7RV
HSRFP-13FW HSRFP-1aFW

481 GCCTCCACCGAGAGAATGTATCCTGAGGA!
CGEAGETEGECTCTCTTACATAGGACTCCTACCGCGAGACTTTCCGCTTTAATTTTACTCT)

HSRFP-6RV
HSRFP-15FW
541 ACTACGATGCCGAGGTCAAAACAACCTACAAGGCCAAG
GACTTTGAGTTTCTGCCTCCTGTGATGCTACGGCTCCAGTTTTGTTGGATGTTCCGGTTC
HSRFP-5RV HSRFP-4RV
HSRFP-16FW HSRFP-17FW

601 ATTATCAGCCAT

TTTGTTCACGTCGACGGACCGCGEGATGTTCTGTCTATAATTTCAGCTGTAATAGTCGGTE
HSRFP-3RV
HSRFP-18FW

661 AATGAGGACTACACCATCGTGGAACAATA!
TACTCCTGATGTGGTAGCACCTTGTTATACTCTCTCGACTCCCGTCTGTATCGTGTCC

HSRFP-2RV

721
GTACCTAGGTATTAT TATTATTATE-2

HSRFP-1RV

Hindill

Abb. 1. Assemblierung von 36 Oligonukleotiden mit einer Lange von 32 bis 50 Basen zu einem Gen mit
einer Lange von 750 bp [8].
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Abb. 2. Verfahren zum Aufbau eines synthe-
tischen Gens. Zunachst wird mit zwei partiell
iberlappenden Oligonukleotiden (1/2) eine erste
PCR durchgefiihrt. AnschlieBend wird das PCR-
Amplifikat (im gewahlten Beispiel 110 bp) gerei-
nigt und dann als Matrize fiir eine weitere PCR
eingesetzt (mit Primern 3 und 4). Im vorlie-
genden Fall wurden insgesamt 14 Oligonukleoti-
de zur Synthese eines Gens mit einer Ldnge von
661 bp eingesetzt [10].

In den spaten 1970er Jahren konnte Khorana
und Kollegen die vollstandige 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 Vergffentlichungen 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 kdnnen DNA Konstrukte auch
dadurch erhalten werden, indem ein Gemisch an
einzelstrangigen Oligonukleotiden partiell hybri-
disiert und verbleibende Liicken mittels DNA-Po-
lymerase aufgefiillt werden. Nach Abschluss der
enzymatischen Auffiillreaktion, werden die ver-
bliebenen Einzelstrangbriiche 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 Uber iterative Zyklen
hybridisiert und anschlieBend (iber flankierende
Primer amplifiziert. Diese Methode beruht nicht
auf einer Ligation, sondern ausschlieBlich auf ei-
ner DNA-Polymease-Reaktion (Abb. 1) [8, 9].

Eine weitere Mdglichkeit besteht im Aufhau
eines langeren Genfragmentes Uber hintereinan-
der geschaltete Polymerasekettenreaktionen. Es
werden, ausgehend von der Mitte des zu synthe-
tisierenden Gens, zunachst zwei teilweise (iber-
lappende Oligonukleotide (60-100 Basen) hybri-
disiert und die einzelstrangigen Bereiche mit
DNA-Polymerase aufgefiillt. Das entstandene
PCR-Produkt wird gereinigt und dient seinerseits
als Matrize fiir die folgende PCR mit weiteren teil-
weise (iberlappenden Oligonukleotiden. Dieser
Vorgang wird solange durchgefiihrt, bis das Gen

vollstandig aufgebaut ist (Abb. 2) [10-15]. Bei
groBeren Genen baut man die vollstandige Se-
quenz nach diesem Verfahren gewohnlich 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 fiir die entsprechenden Untereinheiten
der 30S Untereinheit des E. coli Ribosoms kodie-
ren, verwendet [16].

Ein grundsatzliches Problem bei allen ge-
nannten Verfahren besteht in der Fehlerhaftig-
keit der Synthese von Oligonukleotiden. Das Er-
gebnis eines Gensynthese-Experiments hangt
wesentlich von der Qualitat der eingesetzten
Oligonukleotide ab. Die Kopplungseffizienz der
Phosphoamidit-Bausteine bei der chemischen
Oligonukleotidsynthese spielt hierbei eine her-
ausragende Rolle. Betragt die Kopplungseffizi-
enz bei der Herstellung eines 40-mer Oligonuk-
leotids 99 %, so haben nur 67,5 % der Produkte
(0,99%° x 100) eine Lange von 40 Nukleotiden.
Fallt die Kopplungseffizienz unter 98 %, ist die
Lange 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 konnen. Falls 95 % der verwendeten Oli-
gonukleotide die richtige Sequenz aufweisen
und 5% fehlerhaft sind, so kann bei einem ty-
pischen Assemblierungsprodukt aus 30 einzel-
strangigen Oligonukleotiden lediglich mit einer
Wahrscheinlichkeit von 0,953°%100 (21.5 %) eine
korrekte Sequenz erreicht werden. Langere ein-
zelstrangige Bausteine, die bevorzugt in der
klassischen Gensynthese Verwendung finden,
sind entsprechend umso anfalliger fiir Fehler.

Werden solche fehlerhaften Oligonukleotide
fur die Synthese verwendet oder wird auf auf-
wendige Reinigungsschritte verzichtet, erfordert
dies eine sorgfaltigere 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-
satzlichen Zeit- und Kostenaufwand bedeuten.
In der Literatur beschrieben sind z.B. der Einsatz
von Fishing-Oligonukleotiden [16], mismatch-



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

Neben der Qualitat der eingesetzten Oligo-
nukleotide liegt ein weiteres Problem in der As-
semblierung der einzelstrangigen Bausteine zu
langeren doppelstrangigen DNA-Fragmenten.
Vielfach ist es unmdéglich, die Bildung von Se-
kundérstrukturen zu vermeiden, welche bei-
spielsweise durch inverted repeats, einen aus-
sergewohnlich hohen oder niedrigen GC-Gehalt
oder durch repetitive Strukturen verursacht wer-
den. Ublicherweise miissen diese Probleme
durch ein modifiziertes und dadurch wiederum
aufwendigeres Design, z.B. bei der Assemblie-
rung von Subfragmenten, geldst werden.
Vielfach wird aber auch eine Anpassung der Co-
don-Usage verwendet, um solche Sequenz-ab-
hangigen Schwierigkeiten zu eliminieren und so
die Synthese eines Fragmentes zu ermdglichen.
Ein Kompromiss zur optimalen Expressionsopti-
mierung muss dabei in Kauf genommen.

Gensynthese mit Hilfe
doppelstréangiger Bausteine

Im Gegensatz zu herkdmmlichen Gensynthese-
methoden, arbeitet die Slonomics Methode mit
einem Baukasten von vorgefertigten und univer-
sell einsetzbaren Triplett-Bausteinen aus doppel-
strangiger DNA (Abb. 3). Die Verwendung einer
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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-Blocke) werden durch wiederholte Ligation, Immobilisierung und
Restriktion gebildet. Die entsprechenden E-Blocke werden anschlie-
Bend in der Transpositionsphase zu gréBeren Fragmenten (T1, T2,

etc.) assembliert.
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Abb. 3: Universelle Triplett-Bausteine, die bei der Slonomics-Methode eingesetzt werden.

definierten Anzahl von standardisierten Baustei-
nen macht die Synthese projektspezifischer Oli-
gonukleotide Uberfliissig. Die universellen Tri-
plett-Bausteine werden zunachst in groBem
MaBstab auf dem Wege einer herkdmmlichen
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
doppelstrangigen Bereich und einem Triplett-
Uberhang (Abb. 3). Der konstante Bereich ent-
halt eine Erkennungssequenz fiir eine Typ-IIS-
Restriktionsendonuklease.
Typ-II-S-Restriktionsenzyme sind sog. ,outside
cutters”, d.h. sie erkennen asymmetrische Se-
quenzbereiche und schneiden die DNA auBer-
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 auBerhalb der Erkennungssequenz
liegt, variabel sein kann.
Es gibt zwei unterschiedliche Klassen an Bau-
steinen, die als Splinker und Anchor bezeichnet
werden; beide Molekiile 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-
kiilen, enthalt jedes An-
chor-Molekil  zusatzlich
ein Biotin-Molekil in
der Schleife der Haar-
nadel, das eine Im-
mobilisierung des An-
chors an eine avidin- oder
streptavidinbeschichtete
Oberflache erlaubt. Die An-
chor-Molekiile  unterschei-
den sich untereinander ledig-
lich in ihrem variablen Bereich
aus sechs Basen, der aus einem
doppelstrangigen Basentriplett
sowie einem Dreibaseniber-
hang gebildet wird. Splinker-
Molekiile sind dagegen nur

durch ihren variablen Dreibasentiberhang unter-
scheidbar. Um nun eine komplette Bibliothek
mit allen mdglichen Varianten aufzubauen,
missen 64 (4%) unterschiedliche Splinker und
4096 (4°) Anchor-Molekiile bereitgestellt wer-
den (Abb. 3).

Durch die Kombination von Anchor- und
Splinker-Molekiilen konnen sehr einfach und ef-
fizient langere, doppelstréngige Genfragmente
aufgebaut werden. Hierzu wird prinzipiell ein
nicht immobilisierter Anchor mit einem Splinker
durch Hybridisierung und anschlieBender Ligati-
on der zueinander komplementaren Dreibaseni-
berhange verbunden. Das entstandene Ligati-
onsprodukt wird Uber Biotin an eine
entsprechend beschichtete Oberflache in einer
96er Mikrotiterplatte gebunden. Im néchsten
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) iibertragen
wird. Im Uberstand befindet sich nun ein um
drei Basenpaare verlangertes Splinker-Molekiil,
das in einem weiteren Zyklus als Akzeptor fiir
ein neues Anchor-Molekiil dienen kann. Das ver-
kiirzte Anchor-Molekiil bleibt an der Festphase
zuriick. Durch eine zyklische Wiederholung die-
ser Reaktionsschritte, die jeweils mit einem um
drei Basen verlangerten Splinker-Molekiil und
einem entsprechenden, gezielt ausgewahlten
Anchor-Molekiil durchgefiihrt 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 zunachst die Zielsequenz in kleinere
Fragmente aufgeteilt und die dafiir bendtigten
Anchor- und Splinker-Molekdile festgelegt.

Waéhrend der anschlieBenden Elongation
werden zunachst kurze Subfragmente (Elongati-
onsblocke oder E-Blocke) der zu syntheti-
sierenden Sequenz durch mehrfache Wiederho-
lung der oben beschriebenen Reaktionszyklen
aus Ligation und Restriktion hergestellt. Da viele
Elongationsschritte parallel durchgefiihrt wer-
den kénnen, wird das entsprechende Gen, wenn
auch in kurzen Fragmenten, bereits in dieser
Phase vollstandige synthetisiert. Der Zusammen-
bau der E-Blocke erfolgt in der nachfolgenden



Transposition. Hierbei werden die E-Blocke nach
wechselseitigem Verdau mit einer entspre-
chenden Typ-IIS-Restiktionsendonuklease paar-
weise miteinander verbunden, was im jeweiligen
Transpositionsschritt zu einer Verdoppelung der
Sequenzlange fihrt.

Fazit

Herkdmmliche Gensynthesen arbeiten immer
mit einzelstrangigen Oligonukleotiden, die ent-
sprechend der zugrunde liegenden Gensequenz
flir jedes Konstrukt individuell synthetisiert
werden miissen. 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. Fir alle denkbaren Genkonstrukte ist eine
Bibliothek von maximal 4160 unterschiedlichen
Oligonukleotiden notwendig. Die entspre-
chenden Elemente kénnen einfach in hoher
Qualitdt und Menge mittels Standardverfahren
produziert werden. Da fiir jede Synthese diesel-
be Bausteinbibliothek verwendet werden kann,
ist eine Qualitatskontrolle jeweils nur einmal
erforderlich. Durch die Mdglichkeit, sowohl die
Qualitdt der Ausgangsmaterialien sowie die
Durchfiihrung des biochemischen Herstellungs-
verfahrens auf hohem Niveau zu standardisie-
ren, lasst sich die Technologie vollstandig auf
eine speziell dafiir entwickelte Roboter-Platt-
form Ubertragen.

Durch das Konzept, eine Gensynthese mit
Hilfe doppelstrangiger Bausteine durchzufiihren,
wird es zukiinftig leicht mdglich sein, auch
schwierige DNA-Sequenzen, wie beispielsweise
sehr GC-reiche oder hoch repetetive Sequenzen,
herstellen zu kénnen. Dariiber hinaus eignet sich
dieses Verfahren im Gegensatz zu den Standard-
verfahren wesentlich besser zur Sequenzopti-
mierung, weil hierbei keine Anpassung der Se-
quenz aus Griinden der Synthesevereinfachung
notwendig ist.

Neben der Erzeugung synthetischer Einzel-
konstrukte, bildet die vorgestellte Methode die
technologische Grundlage fiir die kontrollierte
Erzeugung von Mutanten eines Gens, die in Mu-
tantenbibliotheken zusammengefasst werden
kénnen 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 ermdglicht. An
jeder Sequenzposition lassen sich so ganz ge-
zielt beliebige Codons fiir alle gewiinschten
Aminosauren einsetzen, was eine maximale Viel-
falt von Varianten auf Proteinebene mit einer
minimalen Anzahl an dafiir benétigten Genvari-
anten ermdglicht.
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