Gensynthese

Von Joachim W. Engels* und Eugen Uhlmann*

Professor Hansgeorg Gareis zum 60. Geburtstag gewidmet

Neue synthetische
Methoden  (77)

Oligonucleotid-Synthese, bis vor einigen Jahren noch eher ein exotisches Betétigungsfeld weni-
ger Experten, ist mittlerweile integraler Bestandteil des Arsenals molekularbiologischer Tech-
niken. Gerade im letzten Jahrzehnt hat sich auf dem Gebiet der DNA-Synthese eine unglaub-
lich rasante Entwicklung abgespielt, welche zur Automatisierung der Synthesen fiihrte und
schlieBlich in der Herstellung von Genen mit einer Linge von iiber 1000 Basenpaaren gipfelte.
MaBgeschneiderte synthetische Gene ermdglichen heute auch die gentechnische Herstellung
verdnderter und sogar vollig neuartiger Proteine (,,de-novo-Protein-Design*‘). Im Zusammen-
spiel mit den modernen Methoden der Isolierung, Sequenzierung und Expression von Genen
trug die Gensynthese in den letzten Jahren wesentlich zum enormen Fortschritt in der Gen-

technologie bei.

1. Einleitung

Seit der grundlegenden Erkenntnis von Watson und Crick
im Jahre 1953 ist die Struktur und chemische Beschaffen-
heit der DNA in ihren Grundziigen bekannt. Ausgehend
vom Aufbau der Nucleotidketten aus Zucker, Phosphat und
Heterocyclen (Abb. 1) 146t sich die Primirstruktur der Dop-
pelhelix aus den beiden antiparallel laufenden Einzelstrdn-
gen ableiten. Aus der jeweiligen Komplementaritit der Hete-
rocyclen und der damit moglichen Wasserstoffbriicken-
bindungen resultiert ein geordneter Verbund. Um auch kom-
plexe Molekiile dieser Art in einer verstandlichen Kurzform
schreiben zu konnen, ist folgende Nomenklatur eingefiihrt
worden: Die in der DNA vorkommenden Heterocyclen,
auch Nucleobasen genannt, werden mit den Abkiirzungen A
(Adenin), C (Cytosin), G (Guanin) und T (Thymin) bezeich-
net, der zugrundeliegende Zucker, die 2'-Desoxyribose, mit
d, und er hat die Numerierung 1" bis 5. Das Formelbild von
Abbildung 1 zeigt einen Ausschnitt aus dem Dodecamer,
dessen Rontgenstrukturanalyse!?! die Grundlage fiir unser
derzeitiges Verstindnis der B-DNA, eine der rdumlichen An-
ordnungen von DNA, bildet. Bei der chemischen DNA-Syn-
these werden die beiden komplementiren Stringe separat
aufgebaut, d. h. es kann nur einzelstringige DNA (Oligonu-
cleotide) synthetisiert werden, die dann hybridisiert (Bildung
von Wasserstoffbriickenbindungen) und durch enzymatische
Verkniipfung zu gréBeren DNA-Einheiten verbunden wird,
um Gene oder deren Regulationseinheiten herzustellen.
Wenngleich es mehrere Moglichkeiten der Definition eines
Gens gibt, so soll an dieser Stelle als Arbeitsdefinition®
gelten, Gene sind die DNA-Sequenzen, die fiir die Produk-
tion von Polypeptiden verantwortlich sind. Mit Hilfe von
DN A-Rekombinationstechniken ist es derzeit moglich, be-
liebige, sei es synthetische oder natiirliche DNA, zu verkniip-
fen und zu vermehren und im zelluldren Verband in Polypep-
tide umzusetzen.

Ausgehend von den chemischen Grundlagen der Oligonu-
cleotidsynthese und deren Automatisierung beschreiben wir
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die eigentliche chemoenzymatische Gensynthese!* ¢! und
ihre Anwendungen, die das Tor zu vollig neuen Peptiden und
Proteinen 6ffnet. Die Grundlagen fiir den Einsatz der hier
geschilderten Methoden wurden in dieser Zeitschrift schon
eingehend beschrieben!”-8],

2. Synthese und Anwendung von Oligonucleotiden
2.1. Strategien zur Synthese von Oligonucleotiden

Oligonucleotide sind Polymere, die durch Polykonden-
sation von Nucleosidphosphaten entstehen. Hierbei ist die
Syntheserichtung nach zwei Seiten — 3'-5'- und 5'-3'-Phos-
phatverkniipfung — moéglich. Aufgrund der héheren Reakti-
vitdt der primdren Hydroxygruppe hat sich iiberwiegend die
Syntheserichtung 3'-5" bewéhrt, wihrend die Natur, basie-
rend auf den 5-Triphosphaten, die umgekehrte Synthese-
richtung benutzt.

Die Synthese eines langen Oligomers oder gar Polymers
kann entweder durch schrittweise Addition einzelner Mono-
mere oder durch die Verkniipfung oligomerer Bausteine er-
folgen. Da DNA aus nur vier verschiedenen Nucleotiden
besteht, kénnen 16 dimere® ™11 oder 64 trimere!*? 137 Oli-
gonucleotidblocke (4") hergestellt und fiir die Synthese jed-
weder beliebiger DNA-Sequenzen als Bausteine verwendet
werden. Beide Konzepte sind verwirklicht worden. Abzu-
schatzen ist der Syntheseaufwand fiir die Oligonucleotid-
blocke auf der einen Seite und die Ausbeuten der Mono-
meradditionen auf der anderen Seite. Die Graphik (Abb. 2),
welche die Kupplungsausbeute mit der Linge der DNA kor-
reliert, zeigt itberzeugend, daB3 bei einer Ausbeute von 99 %
pro Stufe — die erstaunlicherweise fiir alle vier Nucleotide
erreicht werden kann — ausreichend lange Stiicke fiir die
Gensynthese in akzeptablen Ausbeuten hergestellt werden
konnen. In der Praxis der Festphasen-Synthese hat sich die
schrittweise Addition monomerer Bausteine durchgesetzt.

2.2. Synthesemethoden fiir Oligonucleotide
Die Methoden zur Synthese definierter Oligonucleotide
unterscheiden sich im wesentlichen durch die Art, wie die

Phosphorsdureesterbindung erhalten wird. Je nach Art
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Abb. 1. Einzelstringige und doppelstringige B-DNA (Dodecamer) CGCGAATTCGCG. Oben links: 5CGAAT-Einzelstrang; oben rechts: idealisierte Watson-Crick-

Basenpaarung; unten links: Ausschnitt GAAT unter Beibehalt der Basenpaarung; unten rechts: Stereobild des Dodecamers.
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Abb. 2. Korrelation der Gesamtausbeute in Abhingigkeit von der Ausbeute
pro Schritt mit der Anzah! der Reaktionsstufen, d.h. Linge der DNA.

der Phosphorkomponente spricht man von der Triester-
(Abb. 3a), Phosphit- (Abb. 3b, X =Cl), Phosphorami-
dit- (Abb.3b, X = NiPr,) und H-Phosphonatmethode
(Abb. 3¢). Als Ausgangsverbindung der Synthese fungiert
das entsprechend geschiitzte Nucleosidderivat. Obgleich eine
enorme Fiille von Schutzgruppen!'# bekannt ist und auch
fiir diese Chemie getestet wurde!*> 8! so haben sich doch
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Abb. 3. Drei Methoden zur Oligonucleotidsynthese: a) Triester-, b) Amidit-
und ¢) H-Phosphonatmethode.
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aufgrund der Automatisierung (und Kommerzialisierung)
der DNA-Synthese einige wenige Schutzgruppen durchge-
setzt. Es sind dies im wesentlichen die von Khorana et al.!'®!
eingefithrten Acylgruppen fiir die exocyclischen Aminofunk-
tionen an Adenin, Guanin und Cytosin sowie die Dimeth-
oxytritylgruppe (DMT) an der 5'-Hydroxygruppe der Des-
oxyribose. Sie lassen sich heute leicht und in guten Ausbeu-
ten iiber die ,,transient protection‘‘-Methode von Ti et al. [2%)
einbauen. Durch intermedidren Schutz der Zucker-OH-
Gruppen als Trimethylsilylether lassen sich gezielt die Ami-
nogruppen durch Acylierungsreagentien schiitzen. Zuneh-
mend werden auch labilere Acyl-*'Yund Amidinschutzgrup-
pen'?2:231 eingesetzt, was besonders bei der Synthese von
modifizierter DNA mit labilerer Funktionalitit von Vorteil
ist. Eine recht vollstindige Aufstellung aller in der Oligonu-
cleotidsynthese bis 1986 verwendeten Schutzgruppen gab
Sonveaux'8l. Speziell bei den Synthesemethoden mit sehr
reaktiven Phosphorderivaten kann eine unerwiinschte Deri-
vatisierung der Amidfunktionen im Guanin und Thymin
eintreten** =261 Auch hier sind mehrere Schutzgruppen ein-
gesetzt worden, die das Amid in den Iminoether iberfiih-
ren!?773% Im Falle der Phosphoramiditmethode haben wir
zeigen konnen, daB eine optimierte Synthesefithrung der ex-
zessiven Schutzgruppenverwendung vorzuziehen ist*!1.

Die geschiitzten Nucleoside werden dann mit den geeigne-
ten Reagentien phosphoryliert. Diese konnen entweder mo-
no- oder bifunktionell sein. Fir die Synthese am festen Tri-
ger nach der Merrifield-Strategie hat sich jedoch bewibhrt,
stabile monomere Nucleotidbausteine zu synthetisieren, die
als lagerfahige Komponenten bei Bedarf in die Synthese ein-
gebracht werden kénnen. Als Schutzgruppen am Phosphor
ist eine Vielzahl verschiedener Funktionen eingesetzt wor-
den!8 aber auch hier hat die Automatisierung eine Verein-
fachung mit sich gebracht. Ein vom chemisch-mechanisti-
schen Verstdndnis erwidhnenswerter Gesichtspunkt ist die
Art, in der die Schutzgruppe vom Phosphor abgespalten
wird. Reaktionen am Phosphat-Phosphor sind seit den Un-
tersuchungen von Westheimer et al.'*? dafiir bekannt, daB
sie iber Additions-Eliminierungs-Mechanismen unter mog-
licher Beteiligung von Umorientierungen, wie Pseudorota-
tionen ablaufen. Um diese Problematik — eventuell unein-
heitliche Hydrolysen — zu umgehen, werden Schutzgruppen
bevorzugt, ber denen der Angriff des Abspaltungsreagens
direkt an der Schutzgruppe ohne Beeintrichtigung des Phos-
phatzentrums stattfindet®*!. Hierbei wurden sowohl Alkyl-
reste wie Methy!l und Benzyl als auch Reste wie B-Cyanethyl,
Arylsulfonylethyl, Arylethyl und Halogenethyl, die durch
B-Eliminierung entfernt werden kdnnen, benutzt. Durch die-
se Strategie ist eine Isomerisierung der Phosphatbindung
weitestgehend ausgeschlossen und Strangbriiche werden ver-
mieden.

2.2.1. Die Triestermethode

Seit ihrer Einfithrung durch Todd et al.**! basiert diese
Synthesemethode (Abb. 3a) auf der geeigneten Aktivierung
eines geschiitzten Nucleosidphosphorsdurediesters mit Siu-
rederivaten vom Typ der Arylsulfonsiureazolide. Die so ak-
tivierten Phosphorsdurediester reagieren dann mit den 5'-
OH-ungeschiitzten Nucleosiden zu den entsprechenden
Dinucleosidphosphorsiuretriestern. Eine Vielzahl solcher
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Reagentien, wie Phosphorsdure- und Sulfonsdurederiva-
te** 7381 wurden eingesetzt. Bei den Azoliden haben sich
Tetrazol und 3-Nitrotriazol besonders bewihrt. Die geringe-
re Reaktivitit der P'-Verbindungen kann so geniigend ge-
steigert werden. Als entscheidender Vorteil dieser Methode
konnen sicher die gute Stabilitdt der Ausgangsdiester sowie
deren potentielle Riickgewinnung (z.B. als Barium-Sal-
ze)13°! angesehen werden. Ein Nachteil sind die Nebenreak-
tionen, die durch die Kondensationsmittel hervorgerufen
werden, z. B. Sulfonierung der 5'-OH-Position.

2.2.2. Phosphoramiditmethode

Hierbei wird ein geeignet geschiitztes Nucleosidphosphor-
amidit (Abb. 3b) in Gegenwart von Tetrazol mit einem
5’-OH-freien Nucleosid zu einem Phosphittriester umgesetzt.
Nachfolgende Oxidation fithrt zum analogen Triester. Die
héhere Reaktivitdt der P™-Verbindungen hat diese schon
frih als attraktive Edukte erscheinen lassen!°l. Fur ecine
Routine-Oligonucleotidsynthese stand ihre schlechte Hand-
habbarkeit und Zuginglichkeit im Weg, insbesondere die
geringe Lagerfdhigkeit der monomeren Bausteine. Mit der
Einfithrung der durch Siure aktivierbaren Phosphoramidite
durch Caruthers et al.'*!-*2! gelang hier der Durchbruch.
Wihrend zunichst die Wahl auf die Dimethylaminogruppe
als Amiditkomponente und die Methoxyverbindung ™% als
Schutzgruppe fiel, wird heute beim weiteren Ausfeilen der
optimalen Reaktionsbedingungen die Diisopropylaminover-
bindung **! als der akzeptierte Kompromil} in Verbindung
mit der PB-Cyanethylschutzgruppe™®! fiir den Phosphat-
schutz angesehen. Wichtigster Vorteil dieser Methode ist die
nahezu nebenreaktionsfreic Aktivierung durch das milde
Reagens Tetrazol.

2.2.3. H-Phosphonatmethode

Todd et al.'*5! hatten schon frith das Synthesepotential der
H-Phosphonate erkannt und genutzt. Hierbei wird ein ge-
schiitztes Nucleosid-H-phosphonat (Abb. 3¢) in Gegenwart
eines Kondensationsmittels, meist eines Sdurechlorids #7481,
mit einem 5'-OH-Nucleosid zu einem Dinucleosid-H-phos-
phonsdurediester umgesetzt. AnschlieBende Oxidation fithrt
zum analogen Diester. Als Vorteile sind hier zu erwidhnen,
dal} keine intermedidre Schutzgruppe am Phosphor von-
noéten ist und daB die Oxidation der H-Phosphonate erst am
Ende der Synthese stattfindet, nicht wie bei der Amidit-
methode nach jeder Addition. Andererseits ist hier, wie auch
bei der Triestermethode, durch das Kondensationsmittel
(z. B. Pivaloylchlorid) mit Nebenreaktionen (Acylierungen)
zu rechnen. Es zeichnet sich ab, daB die Ausbeuten der
H-Phosphonatmethode, trotz weiterer Optimierung, wie
etwa durch den Einsatz von Adamantoylchlorid *®! als Kon-
densationsmittel, mit denen der Phosphoramiditmethode
nicht ganz konkurrieren konnen.

2.3. Oligonucleotidsynthesen an festen Trigern
Da es sich bei der Oligonucleotidsynthese um eine repetiti-
ve Technik handelt, hat sich die Synthese am festen Triger

gegeniliber der Synthese in Losung oder der Polykonden-
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sation 3% durchgesetzt. Seit der Einfiithrung der Festphasen-
synthese durch Merrifield” 1 und Letsinger®% 531 ist folgen-
des grundlegende Konzept beibehalten worden: 1) Die
polymere Matrix soll im verwendeten Losungsmittel unlds-
lich und méglichst inert sein. 2) Funktionelle Gruppen am
polymeren Trdger sollen die kovalente Ankniipfung des zu
synthetisierenden Produktes ermdglichen. 3) Die Struktur
des Polymers soll die chemische Reaktion nicht zu sehr be-
eintrichtigen, z. B. durch Behinderung der Diffusion der rea-
gierenden Molekiile.

.Eine Vielzahl von Materialien wurde seitdem getestet,
Polystyrol®#, Polyacrylamid®*%), Cellulose®®!, Polytetra-
fluorethylen'” und Kieselgel [ 58391, Letzteres und speziell
definierte Glasperlen, sogenanntes controlled-pore-glass-
(CPG)-Material** ¢% 611 finden heute die weiteste Verwen-
dung. Die Verbindung zwischen dem festen Trager und dem
Startnucleosid wird durch einen Spacer (am einfachsten ein
Alkylamin) erreicht (Abb. 4). Da die Synthese in der 3’-5'-
Richtung abléduft, wird das Startnucleosid iiber seine 3'-Hy-
droxyfunktion und eine Dicarbonsiure (z. B. Bernsteinsiu-
re) **I mit dem Spacer verkniipft. Derzeit werden Trager mit
den vier Nucleosiden A, G, C, T oder universelle Anker!®?!
eingesetzt.

Abb. 4. a) Fixierung des Startnucleosids am festen Triger; b) Abspaltung 1.
der Schutzgruppe am Phosphor, 2. des Trigers und 3. der Basenschutzgruppen.

Von den geforderten Voraussetzungen zur Festphasensyn-
these sind Punkt 1) und 2) gut einzuhalten. Die dritte Forde-
rung, da3 der feste Triger moglichst keinen EinfluB} auf das
Wachstum der Kette haben sollte, bereitet jedoch Probleme.
Bei den derzeit erfolgreich verwendeten CPG-Materialien ist
ein sehr guter KompromiB gefunden worden. Interessant ist
die Beobachtung, daBl beim Einsatz von 500 A-CPG-Mate-
rial ein Abfall der individuellen Kupplungsausbeute auftritt,
sobald eine Ldnge von 80 Basen iberschritten wird. Ein
1000 A-Material indes 138t Synthesen mit einer Kettenlinge
von bis zu 200 Basen zu'3!. Das Trigermaterial scheint eine
entscheidende Limitierung der Methode zu sein.

Zu erwahnen an dieser Stelle ist auch die Taktik, Synthe-
sen simultan durchzufithren. Fiir die Festphasensynthese
sind bereits Anfang 1980 Automaten eingefithrt worden. Da-
mit kdnnen ein oder mehrere (drei oder vier) Oligonucleotide
gleichzeitig synthetisiert werden. Da prinzipiell nur vier ver-
schiedene Reaktanten (A, G, C, T) bei der Synthese natiirli-
cher DNA infrage kommen, hat sich als Alternative dazu die
Filterbldttchen-Methode %4~ 61 (20 bis 100 Oligonucleotide)
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bewdhrt. Das Handicap dieser Variante sind etwas geringere
Ausbeuten und Schwierigkeiten bei der Automatisierung.

Die Automatisierung war der entscheidende Schritt, um
die Oligonucleotidsynthese breit anwenden zu kénnen. So
wurden ausgetiiftelte Syntheseprotokolle zu dem in Abbil-
dung 5 schematisch gezeigten Reaktionscyclus erstellt. Die
wesentlichen Schritte eines solchen Cyclus sind: 1) Abspal-
tung der Schutzgruppe von der 5'-OH-Position durch Sdure;
2) Aktivierung der Nucleotidkomponente mit Tetrazol;
3) Addition des Nucleotids; 4) ,,Capping‘ nicht abreagierter
5-OH-Gruppen; 5) Oxidation (im Falle von P"™-Verbindun-
gen).

Zwischen diesen entscheidenden chemischen Schritten fin-
den mehrere Spitlungen statt, die zum Auswaschen iiber-
schiissiger Reagentien und zum Aquilibrieren der jeweiligen
Reaktionen dienen. Wihrend die Schritte 1)-3) allgemeine
Routine aller Methoden sind, ist die Notwendigkeit von
Schritt 4), das Capping nicht abreagierter 5-OH-Gruppen,
umstritten. Obwohl die einzelnen Additionen nahezu quanti-
tativ sind, hat sich dieser Schritt zur Vermeidung von Fehlse-
quenzen sehr bewdhrt. Nach vollendeter Synthese werden
die am festen Triger synthetisierten Oligonucleotide direkt
im Automaten von ihren Schutzgruppen befreit (Schritt 6 in
Abb. 5). Demzufolge wurden auch hier die Abspaltungsbe-
dingungen vereinfacht. Im Falle der Phosphoramiditmetho-
de — die wir bevorzugt verwenden — wird mit konzentrierter
wiBriger Ammoniaklgsung abgespalten. Das so erhaltene
Nucleotidgemisch wird dann durch préiparative Gelelek-
trophorese oder Hochdruckfliissigkeitschromatographie
(HPLC)!%7 gereinigt.

2.4. Anwendung synthetischer Oligonucleotide

Oligodesoxynucleotide kdnnen aufgrund des von Watson
und Crick formulierten Komplementaritdtsprinzips sowohl
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)\ Abb. 5. Synthesecyclus der Phosphoramiditmethode.

mit DNA als auch mit RNA hybridisieren (Duplex-Bil-
dung). Der Duplex mit der exakten Basenpaarkomplementa-
ritdt hat den hdchsten Schmelzpunkt. Somit ist bei graduel-
ler Hybridisierung eine duferst spezifische Analytik durch-
zufithren. Dieses Prinzip scheint sich besonders erfolgver-
sprechend in der Diagnose von Gendefekten, der Genom-
Analytik[°8], zu bewihren. Diese Aspekte werden hier nicht
weiter behandelt, vielmehr wird der Einsatz der synthetisier-
ten Oligonucleotide als Bausteine fiir die Gensynthese im
Detail besprochen.

3. Konstruktion synthetischer Gene
3.1. Historische Entwicklung der Gensynthese

Bevor die Methoden zum Design und zur Synthese von
Genen im Detail diskutiert werden, soll anhand einiger in-
struktiver Beispiele die enorme Entwicklung der DNA-Syn-
these in den letzten zwei Jahrzehnten veranschaulicht werden
(Tabelle 1). Bereits in den sechziger und frithen siebziger
Jahren vollbrachten Khorana et al. entscheidende Pionierar-
beiten, indem sie die Gene fiir die Alanin-spezifische Trans-
fer-RNA (tRNA) aus Hefe¢®) und fiir die Tyrosin-Suppres-
sor-tRNA aus E. coli'7° 82 synthetisierten. Hierbei wurden
grundlegende Methoden und Strategien entwickelt, die lange
Zeit als beispielhaft galten und bis heute zur Synthese zahl-
reicher Gene herangezogen wurden.

Trotz der aufsechenerregenden Arbeiten und auBerge-
wohnlichen Erfolge Khoranas war die Zeit noch nicht reif fiir
eine konsequente Anwendung synthetischer Gene, da viele
der wichtigen molekularbiologischen Hilfsmittel und Tech-
niken (z. B. Restriktionsenzyme, DNA-Sequenzierung) erst
spater gefunden oder entwickelt wurden. Der eigentliche
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Tabelle 1. Historische Entwicklungen in der Gensynthese.

Gen fiir GroBe Anzahl der Synthesemethode [a]  Lénge der Linge des Publikationsjahr Lit.

des Gens [bp]  Oligonucleo- synthetisierten ~ Uberlapps

tide Oligonucleotide

Alanin-spez. tRNA Hefe 77 15 Diester 5-20 4-7 1970 691
Angiotensin IT 33 7 Diester 6-11 5-6 1975 [83]
Tyrosin-Suppressor-tRNA
aus E. coli 126 26 Diester 6-13 4-7 1976 [70-82]
Somatostatin 56 8 Triester 11-16 5-8 1977 [84}
Insulin
B-Kette 104 18 Triester- 10-12 4-6 1978 [85]
A-Kette 77 12 bldcke 10-15 5-8
Interferon-a 514 67 Triester/Fp 14-21 7-10 1981 87]
epidermaler
Wachstumsfaktor 170 10 Amidit/Fp 11-59 7-24 1983 [97]
Interferon-y 453 66 Chloridit/Fp 9-14 5-8 1984 [116]
Interferon-y 452 34 Amidit/Fp 18-33 6 {b] 1984 [115]
Wachstumshormon 584 78 Triester/Fp 7-26 4-10 1984 [89]
Interleukin-2-Rezeptor 753 38 Amidit/Fp/A 27-51 6-12[b] 1986 [90]
Rinderrhodopsin 1057 72 Amidit/Fp/A 15-40 4-5[b] 1986 [168]
Rinderprochymosin [d] 1108 28 59-102 4 [b]

1126 26 Amidit/Fp/A 72-102 7-8 [b] 1987 [92]
HMG-CoA-Reduktase 1400 19 Amidit/Fp/A 86-147 [e] 1988 [93]
t-Plasminogen-Aktivator 1610 101 Amidit/Fp/A 17-37 4-20 1988 [91]

[a] Fp = Festphase; A = DNA-Syntheseautomat. [b] Vorgeformte Duplex-DNA. [c] Nicht durch Ligieren der Oligonucleotide. [d] Zwei Synthesen ausgefiihrt.

Durchbruch gelang erst etwa eine Dekade spiter mit der
Synthese und Expression von Strukturgenen, d.h. von Ge-
nen, die wertvolle Peptide oder Proteine codieren. Unter Ex-
pression eines Gens versteht man dessen Transkription in
eine Boten-RNA (mRNA) und die anschlieBende Transla-
tion in das jeweilige Polypeptid.

Obwohl Kdster et al.'83 bereits im Jahre 1975 die erste
Totalsynthese eines Strukturgens gelang — es codierte das
Octapeptid Angiotensin II —, lieB der Durchbruch syntheti-
scher Gene noch einige Jahre auf sich warten, da dieses Gen
seinerzeit nicht exprimiert werden konnte. Wenn auch der
Weg zur Expression eines synthetischen Gens vorgezeichnet
war, so war es zweifellos einer der Héhepunkte der Gentech-
nik iiberhaupt, als im Jahre 1977 das erste synthetische Gen
von ltakura et al.'8% in Bakterien zur Expression gebracht
werden konnte. Das so gewonnene Tetradecapeptid Somato-
statin war zudem das erste Peptidhormon, das nach DNA-
Rekombination in E. coli nachgewiesen werden konnte. Im
folgenden Jahr berichtet dieselbe Arbeitsgruppe in einer wei-
teren spektakuldren Arbeit Uber die erfolgreiche Synthese
von Genen fiir die Insulin-A- und Insulin-B-Ketten!®%, die
spiter in E. coli exprimiert wurden 861,

Ein weiterer Meilenstein in der Historie der Gensynthese
war die Totalsynthese des Gens fiir Leukocyten-Interferon
(IFN-o) im Jahre 1981871, Beeindruckend war einerseits die
Lange des Gens von 514 Basenpaaren (bp), das 166 Amino-
sauren codiert; zum anderen war es das erste Mal, dal} ein
synthetisches Gen nicht aus der Peptidsequenz, sondern viel-
mehr aus der publizierten Nucleotidsequenz (cDNA) ## ab-
geleitet wurde. Zuvor waren die Gene noch manuell und in
Losung hergestellt worden, eine Verfahrensweise, die fiir ein
Gen solcher GroBe nicht praktikabel gewesen wire. Erst
durch die Anwendung der Festphasentechnik ist die Synthe-
se groBerer Gene, etwa der Lange des Interferon-Gens, Rea-
litat geworden. Mit der Einfithrung der Technik des sequen-
tiellen Klonierens, d.h. der Aufteilung eines Gens in Sub-
fragmente, die getrennt kloniert und erst nach Verifizierung
der Teilsequenzen zum Gesamtgen zusammengesetzt wer-
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den, gelang die Konstruktion immer ldngerer Gene. 1984
erfolgte beispielsweise die Herstellung eines Gens fiir das
humane Wachstumshormon (192 Aminosduren), das aus 78
Oligonucleotiden iiber zwei Subfragmente zusammengesetzt
wurde®°1. Die nach 1984 publizierten Gensynthesen wurden
groftenteils mit Hilfe von DN A-Syntheseautomaten durch-
gefiihrt.

Das erste Beispiel eines Gens fiir ein Rezeptorprotein wur-
de 1986 vorgestellt1°°). Es besteht aus 753 bp und konnte aus
nur 38 synthetischen Oligonucleotiden {iber drei Subklone
hergestelit werden. Das lingste synthetische Gen, das wir
heute kennen, umfaBt 1610 bp und codiert fiir den humanen
t-Plasminogen-Aktivator (h-tPA)!!, Dieses Gen erforderte
die Synthese von 101 Oligonucleotiden mit einer durch-
schnittlichen Linge von 32 Nucleotideinheiten. Bei einer
Cycluszeit von 12.5min pro Addition eines Nucleotids er-
rechnet sich somit eine Gesamtsynthesezeit von etwa 30 Ta-
gen fir das tPA-Gen. Die Hauptarbeit war das Zusammen-
fiigen der 101 Oligonucleotide zum Gesamtgen!®'l.

Indirekt spiegelt Tabelle 1 den rasanten Fortschritt in der
Oligonucleotidsynthese der letzten Jahre wider, welcher in
der wachsenden Kettenldnge der verwendeten Oligonucleo-
tide zum Ausdruck kommt. Wenn wir einmal vom tPA-Gen
absehen, so geht der Trend eindeutig hin zur Verwendung
lingerer Oligonucleotide™®? ?*! welche das Zusammenset-
zen des Gens vereinfachen und zudem die Entwicklung neuer
Strategien beim Genaufbau zulassen. Es 148t sich unschwer
vorhersagen, daf} sich in Zukunft noch ldngere synthetische
Gene mit einem iberschaubaren und zu rechtfertigenden
Aufwand herstellen lassen.

Bis heute wurden iiber 150 synthetische Gene hergestellt,
die unter anderem fiir Hormone!83~85.89.94-113]  1p
terferone und Lymphokine®7-11471261 sowie andere im-
munologisch wichtige Proteine!®® 12771301 Wachstums-
faktoren!!31 71401 Enzymel®2.93. 141-1521 " Neuropepti-
del'®3 71571 calciumbindende Proteine!!*8 1321 Gastrointe-
stinal-Peptide ! %% 1691 Proteinase-Inhibitorent!81~1671 ynd
andere Produkte codieren!69-82.91-168 - 188]
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3.2. Wege zum Aufban doppelstriingiger DNA

3.2.1. Grundlegende enzymatische Reaktionen:
DNA-Ligase- und DNA-Polymerase-Reaktion

Die genetische Information ist in Form der Nucleotidtri-
pletts im codierenden Strang der DNA und indirekt im
nichtcodierenden Strang niedergelegt. Die Doppelhelix-
Struktur der DNA (siche Abb. 1) dient zum einen dazu, die
DNA zu stabilisieren und zum anderen ist sie eine Vorausset-
zung fiir die Replikation. Die natiirliche Fihigkeit von ein-
zelstrangigen Oligo- oder Polynucleotiden, sich aufgrund der
Basenpaarung in definierter Art und Weise aneinanderzula-
gern, 148t sich zum Aufbau doppelstringiger DNA aus ge-
eigneten chemisch synthetisierten Oligonucleotiden ausnut-
zen.

Prinzipiell unterscheiden wir zwei Typen enzymatischer
Reaktionen, die zum Aufbau des DNA-Doppelstranges
herangezogen werden konnen: die DNA-Ligase- und die
DNA-Polymerase-Reaktion. Das Enzym T4-DNA-Ligase
katalysiert die Bildung von Phosphodiesterbindungen zwi-
schen benachbarten 5'-Phosphat- und 3'-Hydroxy-Enden in
einem DNA-Duplex in Gegenwart von ATP (Abb. 6). Ein-

5' 5 ‘o
al g3 - 3 LT

e

5 3’
3 5
/
, DNA-Ligase
5 ;.___3'
3’ J 5’
b) & T 3" Templat
3 —— 5 Primer
DNA-Polymerase (Kienow)
dNTP
5 3'
3’ 5

Abb. 6. Grundlegende enzymatische Reaktionen zum Aufbau doppelstrangi-
ger DNA aus Oligonucleotiden: a) DNA-Ligase-Reaktion; b) DNA-Polymera-
se-Reaktion.

zelstrangige Oligonucleotide sind dagegen keine Substrate
der DNA-Ligasen. Im Reaktionstyp A werden die zu ver-
kniipfenden Oligonucleotide durch einen intakten Bereich
im komplementéren Oligonucleotid zusammengehalten. Da-
gegen werden im Reaktionstyp B die iiberlappenden Enden
in beiden Striingen verkniipft. Ahnlich wie bei den DNA-
Fragmenten, die durch Restriktionsenzym-Spaltung entste-
hen, k6énnen die Enden 5'-Uberhdngend oder aber 3'-iiber-
hiangend ligiert werden. Die Reaktionsvariante C, bei der
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glatte Enden ligiert werden, wird in der Gensynthese norma-
lerweise nicht verwendet, da hier die Selektivitit der Reak-
tion aufgrund der fehlenden Basenpaarung niedrig ist und
diese sogenannten ,,blunt end**-Ligationen zudem viel weni-
ger effizient sind als ,,sticky end‘‘-Ligationen. Falls die zu
verkniipfenden Oligonucleotide nicht bereits chemisch als
5'-Phosphate synthetisiert wurden 8- 199 ist eine Phospho-
rylierung der 5'-Hydroxy-Oligonucleotide mit Polynucleo-
tid-Kinase und ATP erforderlich. In diesem enzymatischen
Schritt kénnen die Oligonucleotide bei Verwendung von
[y-32P]ATP radioaktiv markiert werden. Dies kann bei der
Ligation subnanomolarer Mengen von Vorteil sein. Das En-
zym DNA-Polymerase I (Klenow-Fragment), dem die 5'-3'-
Exonucleaseaktivitit des Gesamtenzyms fehit, kann in Ge-
genwart der Desoxynucleosid-5'-triphosphate zu einem
einzelstrangigen Polynucleotid (Templat) beginnend am 3'-
Hydroxy-Ende eines anhybridisierten kurzen Oligonucleo-
tids (Primer) eine komplementire Kopie synthetisieren
(Abb. 6b). Prinzipiell kann man alle die DNA-Polymerasen
aus anderen Organismen fiir die ,,fill in“-Reaktion verwen-
den, die man auch bei der DNA-Sequenzierung nach San-
ger12°2) einsetzt.

3.2.2. Strategien zur Gensynthese

Retrosynthetisch kann ein zu synthetisierendes Gen auf
den in Abbildung 7 gezeigten Wegen A)—E) in einzelstrin-
gige Oligonucleotide zerlegt werden, deren Anzahl von der
Linge dieser Oligonucleotide abhingt.

Weg A): Ligation sich iiberlappender Oligonucleotide
nach Khorana

Das klassische Verfahren der Ligation nach Khora-
na'®®- 191 jst Weg A). Es basiert auf dem Ligationstyp A von

N 2 a . 5 1a I1 s IIT a
F R S . S — —
-~ . e .
S s 7 8 1 e Il b
5 3’ 5° 3
3 5 3’ 5
1 1 I
5 k)
3 5
(6 e )e » (g
3 3 5° 3 5
3 5 3’ 5 3 1
© o N
3 3 . . ,
+ Sl —TT .5
3 5° 3 ——————5 o )

Abb. 7. Strategien zur Synthese eines Gens: A) Ligationsschema nach Khora-
na; B) Sequentielle Ligation préformierter DNA-Duplices; C) Direkte Hybridi-
sierung und Klonierung langer Oligonucleotide; D) ,,Fill in*-Methode iiber-
lappender Oligonucleotide; E) ,,Fill in“-Methode ,autoprimender* Oligo-
nucleotide.
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Abbildung 6 a, wobei sich die zu schlieBenden Liicken alter-
nierend im oberen und unteren Strang befinden. Diese Stra-
tegie erfordert die Synthese eines Satzes sich iiberlappender
Oligonucleotide (hier beispiclsweise acht Stiicke) und deren
Ligation zum Gesamtgen oder Genfragment, wobei nur die
internen Oligonucleotide (2—7) in Form ihrer 5-Phosphate
vorliegen miissen. Durch Erhitzen einer Losung aller Oligo-
nucleotide und langsames Abkiihlen erreicht man aufgrund
der Basenkomplementaritit das korrekte Aneinanderlagern
(,,Annealing**) dieser Oligonucleotide unter Bildung des
noch nicht kovalent verkniipften Hybridmoiekiils. In Ge-
genwart von ATP kniipft dann die DNA-Ligase die ge-
winschten Phosphodiesterbindungen. Auf diese Weise
konnten beispielsweise 20 Oligonucleotide in einer einzigen
Ligase-Reaktion zu einem 280 bp-Strukturgen verkniipft
werden!*!1, In unseren Héinden erwies sich jedoch eine An-
zahl von sechs bis zehn Oligonucleotiden als optimal hin-
sichtlich der Ausbeute und GroBe des Gens. Allgemein gilt,
dal3 die Ausbeute an komplett ligierten Produkten mit stei-
gender Anzahl der in einer Reaktion zu verkniipfenden Oli-
gonucleotide abfillt!!7%L Die Verwendung langer Oligonu-
cleotide mit etwa 40 bis 60 Basen fithrte zu einer Erhdhung
der Effizienz der enzymatischen Ligationen ‘"2,

Beispielhaft soll an dieser Stelle die Synthese eines Gens
fiir die Tyrosin-Suppressor-tRNA aus E. coli erldutert wer-
den, itber die Khorana et al. im Jahre 1976 in zwolf aufeinan-
derfolgenden Publikationen!7~8!! berichtet haben. Das
126 bp umfassende Gen wurde zunichst in vier Fragmente,
diese wiederum in insgesamt 26 Oligonucleotide unterteilt.
Die Aufteilung erfolgte so, daB sich mindestens vier bis sechs
Basenpaare zwischen den einzelnen Oligonucleotiden iber-
lappen konnten. Ein weiterer Gesichtspunkt war die Okono-
mie der Synthese, beispielsweise die mehrfache Verwendbar-
keit von Syntheseblocken. Die Totalsynthese des Gens
erforderte also die chemische Synthese von 26 Oligonucleoti-
den nach der Phosphodiestermethode, was zu jener Zeit der
arbeitsintensivste Teil war. Diese Oligonucleotide wurden
dann in Gruppen zu vier Fragmenten ligiert, welche
nachfolgend zum Gesamtgen verkniipft werden konnten.
Dabei erwies sich die Verkniipfung der Fragmente als schnel-
ler und effizienter im Vergleich zur vorangegangenen Liga-
tion der einzelstringigen Oligonucleotide. Dieser Tatsache
wurde in spéteren Entwicklungen (vgl. Strategiec B) Rech-
nung getragen. Auch heute noch ist das Ligationsverfahren
nach Khorana das gingigste Konzept, insbesondere fiir Oli-
gonucleotide zwischen 15 und 50 Einheiten. Da die Filter-
blattchen-Methode®* %! hauptsichlich in diesem Lingen-
bereich verwendet wird, und mit ihr leicht eine groBBe Anzahl
von Oligonucleotiden simultan synthetisiert werden kann, ist
die Ligationsstrategie A) hier die Methode der Wahl. Grofe-
re Gene wird man heutzutage in mehrere Subklone (Unter-
fragmente) aufteilen !} und nicht, wie im Falle des Leuko-
cyten-Interferon-Gens!®”), in einer Ligationskaskade ohne
intermedidre Klonierung aufbauen. Nach dieser Strategie
wurde unter anderem das 1610 bp enthaltende Gen fiir
tPA ! aus 101 Oligonucleotiden itber drei Subklone synthe-
tisiert.

Weg B) : Sequentielle Ligation priformierter DN A-Duplices

Ahnlich wie beim Schneiden von DNA mit Restriktions-
enzymen 148t sich ein Gen auch retrosynthetisch in kleinere
DNA-Fragmente aufteilen. Dieser Ansatz setzt jedoch eine
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gewisse Kettenldnge (etwa 30 bis 80 Nucleotide) der syntheti-
schen Oligonucleotide voraus, damit stabile DNA-Duplices
gebildet werden. Strategie B) hat gegeniiber A) den Vorteil,
daB die Oligonucleotide paarweise zu kleinen DNA-Doppel-
strangen hybridisiert werden, welche dann sequentiell oder
in einem Schritt in guter Ausbeute zum Gesamtgen ligiert
werden kénnen. Damit werden unerwiinschte Hybridisie-
rungen (beispielsweise Ia mit IIb in Abb. 7) ausgeschlossen.
Die DNA-Doppelstringe lassen sich zudem leicht iber Aga-
rose-Gele (2—4 %) reinigen. Die iiberlappenden Enden kon-
nen nach Belieben 5'- oder 3'-iiberhidngend geplant werden.
Meistens werden Uberlappungen von vier bis acht Basen-
paaren gewihlt, jedoch sind auch Uberlappungen bis zu
zwolf Basenpaaren®® erfolgreich verwendet worden. Ob-
wohl lingere Uberlappungen zu stabileren Hybriden fiihren,
handelt man sich mit langen Uberhiingen potentiell wieder
Sekundirstrukturprobleme (vgl. Abschnitt 3.4.1) und fal-
sche intermolekulare Wechselwirkungen ein, so daf} hier ein
KompromiB zwischen den gegenldufigen Effekten zu suchen
1st.

Weg C): Direkte Hybridisierung und Klonierung
langer Oligonucleotide

Die Aufteilung eines Gens in den codierenden und nicht-
codierenden Strang ist der denkbar einfachste Weg zur Total-
synthese eines Gens, der in der Vergangenheit jedoch nicht
praktikabel war, da die chemische Synthese keine Oligonu-
cleotide ausreichender Lidnge liefern konnte. Heute ist je-
doch die Synthese von Oligonucleotiden mit einer Lange bis
zu etwa 200 Einheiten moglich. Dies bedeutet, dall durch die
Synthese von nur zwei Oligonucleotiden und deren Hybridi-
sierung Gene oder Genfragmente zugéinglich sind, die bis zu
65 Aminosduren codieren. Im letzten Jahr wurde erstmals
iber die Synthese und Klonierung eines Calcitonin-Gens
nach diesem Verfahren berichtet!'%®!, Der Vorteil dieser
Strategie besteht darin, dal die manuell zu verrichtende Ar-
beit betrdchtlich reduziert ist, da keine enzymatische Liga-
tion notwendig ist, die chemische Synthese vom Synthese-
automat ausgefithrt wird und die Reinigung auf zwei Oligo-
nucleotide beschrinkt ist. Unter Anwendung der sequentiel-
len Klonierung (Subklonierung) von Genfragmenten stellt
diese Strategie eine attraktive Methode zur Synthese auch
groBerer Gene dar. Im Prinzip ist diese Methodik eine konse-
quente Weiterentwicklung der Priformation von DNA-
Duplices (Strategie B). In Abhédngigkeit von der Kettenlinge
der verwendeten Oligonucleotide und von der Festlegung
der retrosynthetischen Schnittpositionen gibt es eigentlich
einen flieBenden Ubergang von der Strategie A) iiber B) nach
Q). So betrachtet, ist die Subklonterung nichts anderes als
das Verlagern der sequentiellen Ligation priformierter
DNA-Duplices in ein Plasmid, jedoch mit dem auBerordent-
lichen Vorteil, da3 die Sequenz der synthetischen Fragmente
intermedidr verifiziert werden kann und zudem eine uner-
schopfliche Ressource fiir das jeweilige Genfragment vor-
liegt. Eine Kombination der Strategien B) und C) finden wir
in der Synthese des etwa 1100 bp groflen Gens fiir Rinder-
Prochymosin wieder®2),

Weg D) : | Fill in“-Methode iiberlappender Oligonucleotide

Das sogenannte ,,fill in**-Verfahren, bei dem man sich der
DNA-Polymerase bedient, wurde bereits 1968 von Khora-
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na''®! weitblickend vorgeschlagen, ist jedoch erst 1982 von
Rossi et al.1'®3 realisiert worden. Es beruht auf der Synthese
von zwei lingeren Oligonucleotiden, die an ihrem 3'-Ende
eine perfekt basenpaarende Sequenz gemeinsam haben.
Nach der korrekten Hybridisierung dieser Oligonucleotide
kann die in Abbildung 6 b skizzierte DNA-Polymerase(Kle-
now)-Reaktion zur Anwendung kommen, wobei jeweils das
3’-Ende des einen Stranges als Primer zur templatabhéngi-
gen Synthese einer Kopie des anderen Stranges dient. Auf
diese Art und Weise kann man etwa 40% der chemischen
Synthesearbeit sparen. Trotzdem konnte sich diese Strategie
bisher nicht wirklich durchsetzen; nur wenige Beispiele sind
bekannt!!61: 162,178, 1941961 Dje GrofBe der Genfragmente
betrug dabei etwa 60 bis 100 bp. Bei unseren eigenen Arbei-
ten bei der Synthese eines Genfragmentes fiir Interferon-y'3!
stieBen wir auf folgende Probleme: 1) Der Einbau des letzten
Nucleotids am 5'-Ende bereitet manchmal Schwierigkeiten.
Deshalb ist es ratsam, stets zwei bis drei Nucleotide mehr zu
synthetisieren, die dann durch ein geeignetes Restriktions-
enzym wieder abgespalten werden konnen. Vorteilhaft ver-
wendet man dabei solche Restriktionsenzyme, die beim
Schneiden iiberhdngende Enden erzeugen, da diese im Ver-
gleich zu glatten Enden besser ligierbar sind. 2) Die Qualitit
der Produkte war selten mit der aus Ligase-Reaktionen er-
haltenen DNA vergleichbar. Wir sind deshalb der Auffas-
sung, da die Bildung unerwiinschter Sekundirstrukturen
das Hauptproblem dieser Synthesestrategie ist, besonders
dann, wenn sehr lange Oligonucleotide aus 6konomischen
Griinden zur Anwendung kommen sollen.

Weg E): , Fill in"-Methode mit Hilfe von
Autoprimer-Oligonucleotiden

Eine unmittelbare Folge dieser Nachteile war die Einfiih-
rung einer neuen Methode, welche ebenfalls von der an sich
O0konomischen = DNA-Polymerase-Reaktion  Gebrauch
macht197-198] Diese Strategie basiert auf der Verwendung
langer Oligonucleotide, an deren 3'-Ende eine kurze Sequenz
zur Bildung einer Haarnadelstruktur geeignet ist; die aufler-
gewohnlich stabile Haarnadelstruktur 8201 dient dann
als Primer in der DNA-Polymerase-katalysierten Bildung
des komplementiren Stranges. Diesen Typus von Oligonu-
cleotid charakterisieren wir folglich als ,,Autoprimer*‘. Nach
der ,.fill in“-Reaktion mit den Desoxynucleotidtriphospha-
ten, erzeugt man durch Spaltung mit geeigneten Restrik-
tionsenzymen die gut ligierbaren iiberhdngenden Enden, wo-
bei gleichzeitig die Haarnadelstruktur aufgehoben wird. Die
Verwendung von Autoprimer-Oligonucleotiden (Strategie
E) bietet gegeniiber der von iiberlappenden Oligonucleoti-
den (Strategie D) zahlreiche Vorteile: 1) Es ist keine spezielle
Hybridisierung notwendig, da die Autoprimer-Oligonucleo-
tide bereits aus der Synthese und Reinigung in Form ihrer
entropisch giinstigen Haarnadelstruktur anfallen. 2) Die
Strangseparations-Aktivitit der DNA-Polymerase ?*91 wird
ausgeschaltet, da der Primer kovalent an das Templat gebun-
den ist. 3) Man hat die Option, den codierenden oder aber
den nicht codierenden DN A-Strang chemisch zu synthetisie-
ren und den komplementiren Strang mit Hilfe der problem-
losen enzymatischen Polymerase-Reaktion aufzubauen. Auf
diese Weise kann man der chemischen Synthese langer purin-
reicher Sequenzen aus dem Wege gehen, welche des Ofteren
Probleme bereitet.
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Aus lediglich einem 140mer Oligonucleotid konnte so ein
117 bp groBes Gen fiir Calcitonin-Gly(33) hergestellt wer-
den!'®”l. Mit Hilfe der Subklonierungstechnik konnen je-
doch Gene jeder GroBe dargestellt werden. Beispielsweise
gelang es, aus nur drei Autoprimer-Oligonucleotiden durch
enzymatisches Prozessieren ein 310 bp grofies Genfragment
herzustellen''9®), Ahnlich wie bei der DNA-Sequenzierung
nach Sanger'?°? der ebenfalls die DNA-Polymerase-Reak-
tion zugrunde liegt, kann man dabei ohne Schwierigkeiten
vier bis acht Reaktionen gleichzeitig ausfithren.

3.2.3. Auswahlkriterien: Gengrifle, Oligonucleotidlinge,
Mutationshéufigkeit

Um die Synthese eines Gens zu planen, sind zunachst fol-
gende Betrachtungen anzustellen. Wie lang ist das zu synthe-
tisierende Gen? Kann es in einem Block synthetisiert werden
oder ist es in Genfragmente aufzuteilen? Welche chemische
Methode steht zur Synthese der Oligonucleotide zur Verfii-
gung und welche Oligonucleotidlangen konnen erzielt wer-
den?

Prinzipiell wird man versuchen, ein Gen mit moglichst
langen Oligonucleotiden in einem Klonierungsschritt herzu-
stellen, da hierbei eine minimale Anzahl von Oligonucleoti-
den zu reinigen ist, welche iiber eine moglichst niedrige An-
zahl von Ligationspunkten zu verkniipfen sind. Gegenlaufig
dazu ist jedoch die Mutationshdufigkeit, die mit wachsender
Kettenldnge der Oligonucleotide zunimmt und mit steigen-
der Lange eines Gens zum limitierenden Faktor wird.

Kiirzlich berichtete Mutationsfrequenzen liegen zwischen
0.05% und 0.32% pro Nucleotid 9?2 173,198,203, 2041 pej e
nem Mittelwert von 0.15 % ist bei 1000 Nucleotiden mit etwa
ein bis zwei Fehlern zu rechnen. Die Chance, bei der direkten
Klonierung eines 500 bp-Gens einen richtigen Klon zu fin-
den, ist somit bestenfalls 50 %. In der Praxis mufl man also
mindestens zwei Klone sequenzieren, um einen richtigen
Klon zu identifizieren. Im allgemeinen findet man alle Arten
von Mutationen: Transitionen, Transversionen, Insertionen
und Deletionen. Allerdings scheint die Mutation eines GC-
Basenpaars in ein AT-Basenpaar mit der groften Hiufigkeit
aufzutreten!! 3% 2°4, Eine mogliche Erklarung hierfir ist die
chemische Modifikation der Saureamidfunktion (O°) des
Desoxyguanosins wiahrend der Oligonucleotidsynthese. Bei
der Ammoniak-Behandlung kdnnte an den entsprechenden
Positionen der DNA die Base 2,6-Diaminopurin gebildet
werden, welche sowohl mit Cytosin als auch mit Thymin eine
Basenpaarung eingehen kann. Das bislang lidngste subklo-
nierte Genfragment mit 710 bp codiert fiir die Serinprotease-
Domine von tPA®!1. Nach dessen Klonierung wurden drei
Klone sequenziert, wobei ein Klon richtig war, wihrend die
anderen zwei Klone insgesamt drei Mutationen aufwiesen.
Zum gegenwirtigen Zeitpunkt ist es empfehlenswert, grofBe-
re Gene in Fragmente von etwa 250 bis 500 Basenpaaren zu
unterteilen, damit die bei der Genkonstruktion eingesparte
Arbeit nicht anschlieBend durch die DNA-Sequenzierung
tiberkompensiert wird. In Tabelle 2 sind die Mutationshiu-
figkeiten, bezogen auf Oligonucleotidpaare, aus kiirzlich pu-
blizierten Arbeiten einander gegeniibergestellt. Wihrend bei
kurzen Oligonucleotiden (33 bp im Durchschnitt)!' 73 nur
jeder zwolfte Klon einen Fehler aufweist, ist dies bei lingeren
Oligonucleotiden (85 bis 132 bp)°2- 2031 in etwa jedem vier-
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Tabelle 2. Mutationshdufigkeit bei der Klonierung synthetischer Oligonucleo-
tide.

Zahl der Gensynthese- Mutationshiufigkeit pro Lit.
Oligonucleo- Strategie Oligonucleotidpaar

tidpaare (vgl. Abb. 7) x/y [b] 1%]

33 A 1/12 8 [173]
105 E 2/18 11 [198]
85 B, C[a) 34/139 24 [92]
132 C 10/36 28 [203]
80 C 8/20 40 [204]
100 B 6/9 67 [139]

[a] Kombination verschiedener Strategien, inklusive ,,Shotgun®-Verfahren.
[b] x = Anzahl falscher Klone, y = Gesamtzahl sequenzierter Klone.

ten Klon der Fall. Eine auffallend niedrige Fehlerhdufigkeit
ergibt sich bei der Verwendung von Autoprimer-Oligonu-
cleotiden in einer | fill in“-Reaktion. Dies ist verstdndlich, da
nur ein Strang der DNA chemisch synthetisiert wird, wéh-
rend der Gegenstrang in einer nahezu fehlerlosen enzymati-
schen Reaktion gebildet wird. Insgesamt spiegelt die Muta-
tionshaufigkeit jedoch in starkem MaBe die Qualitdt der
verwendeten Oligonucleotide wieder. Daher diirfte eine opti-
male retrosynthetische Aufteilung eines Gens erst nach
Sammlung einiger Erfahrung méglich sein. Neben den schon
genannten werden in der Praxis weitere Auswahlkriterien
Bedeutung erlangen, die spiter diskutiert werden. Beispiels-
weise kann die Aufteilung eines Gens in diverse kleine Sub-
klone trotz des zunichst groBeren Aufwands beim Genauf-
bau lohnend sein, wenn zu einem spiteren Zeitpunkt viele
Varianten des Gens hergestellt werden sollen.

3.3. Schnellverfahren zur Gensynthese

In diesem Kapitel sollen einige spezielle Variationen der
vorher vorgestellten prinzipiellen Verfahren erldutert wer-
den, welche die rasche Synthese von Genen ermoglichen.
Diese Ausfiihrungsformen der Gensynthese, die nicht mehr
dem Ideal der urspriinglichen Khorana-Arbeiten unter Cha-
rakterisierung von Zwischenprodukten entsprechen, wurden
erst durch die enormen Fortschritte in der Nucleotid-Synthe-
se und DNA-Sequenzierung, sowie durch die Ausnutzung
effizienter Selektions-Verfahren im Klonierungsschritt mog-
lich.

3.3.1. ,,Shotgun‘‘-Verfahren

Diese Verfahrensweise beruht darauf, dafl das Zusammen-
setzen des Gens aus einer Anzahl von sich lberlappenden
Oligonucleotiden direkt und ohne intermedidre Kontrolle
oder Reinigung vorgenommen wird, indem diese unmittel-
bar in einen geeigneten M13-Vektor ligiert und in E. coli
kloniert werden (Abb. 8 a). Grundstrom et al. 2% berichteten
iber die Synthese einer Anzahl von SV40-DNA-Segmenten,
die aus einem Satz von 15 Oligonucleotiden zusammenge-
setzt wurden. Da das synthetische DNA-Fragment an den
beiden Enden die itberhingenden Sequenzen fiir den Einbau
in einen entsprechenden Vektor besitzt, werden nur vollstin-
dig ligierte Produkte, die die korrekten Enden aufweisen,
letztlich in den Vektor integriert. Alle nicht vollstdndig ligier-
ten Produkte fithren nicht zur Recircularisierung des Vektors
und bleiben damit stumm. Es wurde gefunden, daB etwa die
Halfte aller analysierten Klone die gew{inschte Sequenz ent-
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Abb. 8. Schnellverfahren zur Synthese von Genen: a) ..Shotgun*-Verfahren;
b) Einzelstrang-Klonierung eines Oligonucleotids; ¢) Einzelstrang-Klonierung
3'-liberlappender Oligonucleotide; d) Einzelstrang-Klonierung mittels Hilfs-
oligonucleotid.

hielt 1293}, Ausgehend von fiinf Sitzen, einem aus elf und drei
aus sieben sowie einem aus zwei Oligonucleotiden konnten
Brodin et al.'"* 3% ein Gen fiir ein Ca-bindendes Protein vom
Rind herstellen. In der Zwischenzeit wurden zahlreiche wei-
tere Gensynthesen nach diesem Schnellverfahren durchge-
fiihrt.

Die ,,in-vivtro*-Klonierung2°®! ist eine Weiterentwick-
lung des ,,Shotgun‘‘-Verfahrens, bei der zusitzlich vom enzy-
matischen Apparat der Zelle Gebrauch gemacht wird, um
die synthetischen Oligonucleotide zu phosphorylieren und
zu ligieren. Da das Verfahren die Merkmale von in-vitro-
und in-vivo-Reaktionen in sich vereinigt, erscheint der Ter-
minus ,,in vivtro** gerechtfertigt. Im Grunde verfahrt man
wie beim Shotgun-Verfahren, nur dafl man die Oligonucleo-
tide direkt mit einem geeignet gedffneten Vektor hybridisiert
und ohne in-vitro-Phosphorylierung und -Ligation in kom-
petente Zellen transformiert.

3.3.2. Einzelstrang-Klonierung
unter Reparatur der DNA-Liicken

Im Prinzip ist die genetische Information durch einen
DNA-Strang eines Gens definiert, wihrend der zweite
DNA-Strang zur Aufrechterhaltung der Doppelhelix-Struk-
tur, zur zusdtzlichen Sicherheit und zur Replikation dient. Es
143t sich deshalb nahezu die Hilfte der chemischen Synthese-
arbeit einsparen, wenn man einzelstringige DNA in hierfiir
geeignete Vektoren ligiert. AnschlieBend werden Bakterien
mit solch einem lickenhaften Vektor transformiert, wobei
die Reparatur-Maschinerie der Wirtszellen den Vektor ver-
vollstdndigt (,,in vivo gap repair*). Dieses Verfahren wurde
bei der Synthese eines Genfragments realisiert!?°7!, das fiir
die Aminosduren 198—231 von Bakteriorhodopsin codiert.
Dabei wird ein Oligonucleotid pflasterartig in einen Vektor
ligiert, der auf der einen Seite eine 3'-iiberhingende und auf
der anderen Seite eine 5'-iiberhidngende -einzelstringige
DNA-Sequenz hat, die jeweils zum 5'-Ende und 3’-Ende des
Oligonucleotids komplementar ist (Abb. 8 b). Bislang konn-
te diese Methode nur auf relativ kurze Oligonucleotide ange-
wendet werden, wobei eine niedrige Effizienz beobachtet
wurde?°® Durch eine in-vitro-,,fill in““-Reaktion oder
durch eine trickreiche sequentielle Ligationsprozedur lieBen
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sich mit einem groBen UberschuB an Oligenucleotid deutlich
erhohte Ausbeuten an gewiinschten Klonen erzielen 291,
Restriktionsenzympaare zum Offnen des Vektors, die stets
einen 5'- und 3'-Uberhang erzeugen, sind nicht mehr limitie-
rend, wenn man zwei einzelstridngige Oligonucleotide ver-
wendet, die iiber ihre komplementdren 3'-Enden hybridisiert
sind (Abb. 8c¢). In diesem Fall kann man auch einen Vektor
verwenden, der auf beiden Seiten 5'-iiberhingende Enden
zur Ligation besitzt!*°7). Zur Erhohung der Ligationsaus-
beute konnen auch Hilfsoligonucleotide eingesetzt werden,
die den doppelstrdngigen Bereich an den Ligationspunkten
verldngern. So wurde kiirzlich iiber die Klonierung eines
290 bp-Gens aus zwei langen Oligonucleotiden (144mer und
139mer) berichtet!!®3! die mit Hilfe von drei kleineren Oli-
gonucleotiden (11- bis 16mere) miteinander verkniipft und in
einen Vektor ligiert wurden (Abb. 8d). Uber die Effizienz
dieser Variante wurde mitgeteilt, dal von 48 analysierten
Klonen sieben Klone das gewiinschte Gen enthielten. Von
drei vollstindig sequenzierten Klonen zeigte lediglich einer
die korrekte Sequenz.

Obwohl sich die Konzepte der Abbildungen 8c und 8d
durch Verwendung einer noch grofleren Anzahl von Oligo-
nucleotiden theoretisch beliebig ausbauen lieBen, sind in der
Praxis Grenzen gesetzt, da mit steigender Anzahl von Oligo-
nucleotiden die Ausbeuten fallen. Hier kénnte unter Um-
stinden die Einzelstrang-Ligation von Oligonucleotiden, die
an ihrem 3'-Ende eine Ribonucleotid-Einheit aufweisen, mit
Hilfe von T4-RNA-Ligase von Vorteil sein (21072121,

Die M13-Insertionstechnik ist eine spezielle Ausfithrungs-
form der in-vitro-Mutagenese '3, Das Prinzip der oligonu-
cleotidgesteuerten ortsspezifischen M13-Mutagenese (vgl.
Abschnitt 4.2) beruht darauf, dal man zu einem einzelstran-
gigen M13-Templat ein Oligonucleotid entwirft, das zu die-
sem bis auf eine Basenmilpaarung komplementir ist, welche
die gewiinschte Mutation erzeugt (siche Abb. 11). Nach dem
Anhybridisieren des Oligonucleotids an das Templat wird
mit Hilfe der DNA-Polymerase-Reaktion der zweite Strang
gebildet. AnschlieBend wird mit DNA-Ligase der Vektor zir-
kularisiert. Um nun eine lingere DNA-Sequenz in eine defi-
nierte Stelle im Vektor einschieben zu kénnen (Gensynthe-
se)1214 muB sich diese anstelle der MiBpaarung befinden.
Nach der Replikation des partiell basenungepaarten Vektors
werden die Klone mit dem gewiinschten Einschub von den
simultan entstechenden Wildtyp-Klonen mittels geeigneter
Verfahren selektiert. Eine interessante Weiterentwicklung
der Einzelstrang-Klonierung zur Gensynthese basiert auf der
oligonucleotidgesteuerten Reparatur eines DNA-Doppel-
strangbruches 251,

3.3.3. Festphasen-Gensynthese

Im Abschnitt 3.2 wurde konstatiert, daf3 in einer Ligase-
Reaktion die Ausbeute an vollstindig ligierten Produkten
mit steigender Anzahl der zu verkniipfenden Oligonucleoti-
de abnimmt. Daher scheint eine sequentielle Verkniipfung
von kleinen Genfragmenten vorteilhaft zu sein, wobei ein
UberschuB des zu ligierenden Teilstiicks die Ausbeute stark
zu erhdhen vermag. Ahnlich wie bei der Synthese eines Oli-
gonucleotids am festen Trdger konnen auch ganze Gene
durch repetitive Ligation von Genfragmenten aufgebaut
werden. Die Vorteile der Festphasen-Gensynthese wurden
erstmals von Hostomsky et al.l*** am Beispiel eines Colo-
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strum-Trypsininhibitor-Gens des Rindes beschrieben. Im er-
sten Schritt wurde ein Starter-Oligonucleotid iiber das 3'-En-
de kovalent an Sephacryl S-500 via Bromcyan-Aktivierung
verankert. Bei der anschlieBenden schrittweisen Addition
wurden DNA-Duplices, die durch Hybridisierung aus drei
bis vier Oligonucleotiden prépariert wurden, liber relativ
lange liberhdngende Enden von 15 Nucleotiden an komple-
mentire Oligonucleotide hybridisiert. Dabei wird also die
wachsende Kette lediglich durch die Wasserstoftbriickenbin-
dungen der Basen zusammengehalten. Im letzten Elonga-
tionsschritt wurde schlieBlich das Gesamtgen mit Hilfe von
DNA-Ligase kovalent verkniipft. Der linearisierte Klonie-
rungs-Vektor wird vorteilhaft noch am Trdger addiert, bevor
das Gesamtkonstrukt von diesem abgespalten und zirkulari-
stert wird. Diese Verfahrensweise hat den Vorteil, dal} nur die
vollstindig gewachsenen DNA-Ketten mit den entspre-
chenden Enden in den Vektor integriert werden kdnnen.
Nachteilig erscheinen die aufwendige Derivatisierung des
festen Tragers mit dem Anker-Oligonucleotid und die unge-
schiitzten langen Uberhinge der Oligonucleotide, die poten-
tiell zu Selbststrukturen und damit zur ineffizienten Ligation
oder gar Fehlligation fithren kénnen.

Probleme dieser Art kénnen jedoch leicht umgangen wer-
den, indem man partiell doppelstrangige Anker-Oligonu-
cleotide iiber entsprechend modifizierte ungepaarte Nucleo-
tide an den Triger fixiert?!5). Weiter kann man fiir die
Kettenverldngerung vorteilhaft die im vorangehenden Kapi-
tel beschriebenen Autoprimer-Oligonucleotide verwenden,
wenn man nach der . fill in“-Reaktion durch Restriktions-
enzym-Verdau nur auf einer Seite die iiberhingenden Enden
erzeugt und auf der anderen Seite die Loop-Struktur beibe-
hilt, so daB diese Fragmente unter Verwendung eines Uber-
schusses sehr effizient an die wachsende Kette ligiert werden
konnen!*°®. Die Haarnadel-Struktur, welche eine Mehr-
fachaddition verhindert, kann durch Schneiden mit einem
geeigneten Restriktionsenzym entfernt werden, um eine wei-
tere Kettenverldngerung zu ermdglichen.

3.4. Konstruktionskonzepte fiir synthetische Gene

Die Giite der Konzeption eines synthetischen Gens ist
mabBgeblich verantwortlich fiir das Gelingen der Gensynthe-
se sowie fiir eine erfolgreiche Expression des Gens. Daher ist
eine systematische Planung unter Einbeziechung von Compu-
ter-Programmen, beispielsweise nach dem in Abbildung 9
gezeigten FlieBdiagramm, zu empfehlen. Je groBer ein zu
synthetisierendes Gen ist, desto aufwendiger und ausgefeilter
wird die Syntheseplanung sein. Die Konzepte zur Expression
werden in Abschnitt 3.4.2 diskutiert. Es ist selbstverstand-
lich, daf} diese Betrachtungen mit in das endgiiltige Design
eines Gens eingehen miissen.

3.4.1. Design eines synthetischen Gens
Genetischer Code und Wirtspezifitdr der DNA

Die Totalsynthese eines Gens bietet sich besonders dann
an, wenn die Aminosduresequenz eines Proteins bestimmt
wurde, die DNA-Sequenz des entsprechenden Gens jedoch
noch nicht bekannt ist. Kennt man den genetischen Code
(Tabelle 3), so kann die Aminosduresequenz in eine DNA-
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Abb. 9. Planung und Design eines synthetischen Gens.

Tabelle 3. Codon-Gebrauch in stark und schwach exprimierten Genen in E.
coli (nach Grosjean und Fiers'?'"!). Codon-Paare, die nur von einer tRNA
gelesen werden, sind eingerahmt. Amber, ochre und opal entsprechen Stop-Co-
dons.

Anfdgen der
Transiationssignale
Adaptoren

Restriktlionsenzym-
Schnittstellen

Aurtellung
In O0ligonucleotide

Repeats 7

Invertierte Repeats?

ANA-Strukturoptimierung

Subfragmente 7

N
N
)
S
o
)
P
Y
2
Q

u [ A G
stark  schwach stark schwach stark schwach| stark schwach,
39 151 93 36 | 3 96 | 12 oas |y
Ph°1 "o | ) ow e el o8 e Cvs{ 23 m|c
{ 2 n r 6 37 ochra opsl A
Leu
16 64 | 12 e smber Trp 25 e |G
6 73 | 21 2 0 e 88 223 9|y
3 e il 2 4 His 75 o o 133 ) ¢
Lewi |, o Pm‘l 26 45 !‘ s 90 Arg -3 22 |A
345 294 { 182 100 Gln‘ 169 166 s a2 1 G
67 156 { 103 46 ! 13101 { w se |y
lie {262 11s Thr‘ 137 119 [ A lise e | S| 4w g
-2 27 i 15 32 (\ 259 163 - 3 28 A
Met 140 130 L 8 76 Lvs{ 106 4e Arg { -1 1n|g
192 108 f 173 =87 A J 116 183 228 24 | U
41 66 | 4 178 P4 204 106 174 140 | C
Val Ala ; Gly
139 a8 118 107 j 333 210 -~ 4 a2 |A
83 123 129 149 Glu | 106 98 +14 866 | G

Sequenz iibersetzt werden (Stufe 1, Abb. 9). Der genetische
Code ist jedoch degeneriert, das heilt, fiir die meisten Ami-
nosduren stechen mehrere Nucleotidtripletts zur Auswahl.
Weil in natiirlicher DNA die synonymen Codons nicht in der
gleichen Hiufigkeit benutzt werden und zudem der nicht
statistische Codon-Gebrauch mit der Stirke der Genexpres-
sion zusammenhdngt, scheint es einen Satz von ,,optimalen*
Codons fiir die synthetischen Gene zu geben. Je nach Art des
Wirtsorganismus wird man deshalb den in hochexprimierten
Genen benutzten Codon-Gebrauch von beispielsweise
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E. coli17~2191 oder anderen Wirten 2% 2211 beriicksichti-
gen. Allerdings sollte der Codon-Gebrauch zumindest im
Falle von E. coli nicht iberbewertet werden, da bislang keine
schlitssigen experimentellen Daten zu diesem Problem vor-
liegen, obwohl der Codon-Gebrauch fiir die meisten synthe-
tischen Gene angewandt wird.

Die chemische Gensynthese ist jedoch auch dann sinnvoll,
wenn die Aminosduresequenz durch Riickiibersetzung aus
der cDNA-Sequenz abgeleitet wurde. Von Vorteil ist dabei
neben der Anpassung optimaler Codons (Stufe 2) die Schnel-
ligkeit, mit der maBgeschneiderte Gene zuginglich sind. Da
Proteine in der Natur oft als Vorldufer synthetisiert werden,
fehlen der cDNA oft die entsprechenden Translationssigna-
le. Die Anfiigung eines Start-Codons (ATG) fiir Methionin,
eines oder zweier Translations-Stop-Codons sowie zusitzli-
cher Adaptor-Sequenzen fiir die Integration des syntheti-
schen Gens in ein Plasmid an eine codierende Sequenz 146t
sich in synthetischen Genen leicht realisieren und fithrt zu
einer ,,mobilen** DNA-Sequenz (Stufe 3). Die Umkonstruk-
tion isolierter cDNA erfordert oft einen betriachtlichen Auf-
wand, um zu einer mobilen DNA-Sequenz zu gelangen.

Restriktionsenzym-Schnitistellen

Die Einfithrbarkeit singuldrer Restriktionsenzym-Schnitt-
stellen in ein synthetisches Gen (Stufe 4) ist einer der ent-
scheidenden Vorteile synthetischer Gene gegeniiber den na-
tirlichen isolierten Genen. Solche Restriktionsenzym-
Schnittstellen, die im allgemeinen gleichma8ig iiber die Gen-
sequenz verteilt werden, sind nicht nur zur Subklonierung
bei der Konstruktion eines Gens von Vorteil, sondern sie
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Tabelle 4. Erkennungssequenzen fiir einige ausgewihlte Restriktionsenzyme.

Erkennungssequenz [a] Restriktionsenzym

5'<GLAATTC- FeoR 1
3-CTTAAG- o
5-CTGCAG pur 1
3-GACGTC- S,

i)
5-GGCC-
3¥-CCGG- Hae 111

1

5'-GAAGA(N),N N-
3’-CTTCT(N),N%N’. Mbo 11
5-GAANN NiN TTC- o1
3’-CTTN’N’N%N’AAGA mn
5 —GTPy&’uAC» i 11

3’—CAPuTPyTG»

[a] Schnitiposition mit Pfeil markiert. N = G, A, T oder C, N’ = dazu komple-
mentire Base; Py = C oder T. Pu = G oder A

erlauben zudem eine einfache Verdnderung (Mutagenese)
der urspriinglichen DNA-Sequenz (vgl. Abschnitt 4). Dabei
werden Schnittstellen bevorzugt, bei deren Spaltung kohisi-
ve Enden gebildet werden (Tabelle 4). Zur Klonierung von
Genen bzw. Subklonierung von Genfragmenten bedient
man sich vorteilhaft solcher Schnittstellen, die auch in kom-
merziell erhéltlichen Plasmiden vorhanden sind, beispiels-
weise in den pUC-Plasmiden 2% oder den M13mp-Plasmi-
den?231 welche Polylinker (multiple Klonierungsstellen)
enthalten.

Wenn die ausgesuchten Restriktionsenzym-Schnittstellen
jedoch in den kéuflichen Plasmiden nicht zur Verfigung ste-
hen, kdnnen temporére Schnittstellen verwendet werden. Ei-
ne Moglichkeit der Verwendung tempordrer Schnittstellen
besteht darin, daB man das Gen oder Genfragment um einige
Nucleotide verldngert, um eine klonierbare (temporire) Er-
kennungssequenz zu erhalten. Nach der Integration des
Gens in ein entsprechendes Plasmid und Vervielfiltigung
kann die gewiinschte Gensequenz durch Schneiden mit den
urspriinglich geplanten Restriktionsenzymen isoliert wer-
den. Eine andere Moglichkeit zur Erzeugung temporédrer
Schnittstellen besteht darin, da man in die DNA-Sequenz
eine kurze Nucleotidfolge einbaut, welche eine klonierbare
Restriktionsenzym-Erkennungssequenz ergibt. Die zusétzli-
chen Nucleotide kénnen zu einem spiteren Zeitpunkt durch
sukzessive Spaltung mit dem jeweiligen Restriktionsenzym
und der einzelstrangspezifischen Nuclease S1 entfernt wer-
den 193],

Die Planung singuldrer Restriktionsenzym-Schnittstellen
ist relativ komplex und gelingt nur mit Computer-Program-
men 224 2251 Zur Zeit sind etwa 600 Restriktionsenzyme be-
kannt![226 2281

Sekundarstruktur-Betrachtungen

Nach der Optimierung einer DNA-Sequenz hinsichtlich
Codon-Gebrauch und Restriktionsenzym-Schnittstellen
muf die Sekundarstruktur der korrespondierenden mRNA
Uberpriift werden (Stufe 7). Direkte Wiederholungen von
Nucleotidsequenzen (,,Repeats*) konnen beim Aufbau des
Gens storen, wahrend invertierte Wiederholungen zusétzlich
zu unerwiinschten Sekundirstrukturen der mRNA fiihren
konnen, die eine effiziente Expression des Gens unmdglich
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machen. Haarnadelstrukturen, welche die Initilerung der
Translation inhibieren, kénnen die Expression drastisch ver-
ringern22% 2391 Bei der Aufteilung eines Gens in Oligonu-
cleotide (Stufe 8) muf jedes der Oligonucleotide auf stérende
intra- und intermolekulare Wechselwirkungen iberprift
werden. Zur Berechnung der erwiinschten und unerwiinsch-
ten Sekundérstrukturen und Wechselwirkungen stehen zahl-
reiche Programme zur Verfiijgung!?2#-231-2331 Dje Erfor-
dernis mehr oder weniger umfangreicher Berechnungen
héingt natirlich stark von der zum Genaufbau verwendeten
Strategic (Abb.7) ab. Bei der Verwendung einer relativ
groflen Anzahl kurzer Oligonucleotide in einer Hybridisie-
rungsstufe sind naturgemal viel mehr unerwiinschte Wech-
selwirkungen zu erwarten als bei der Hybridisierung und
nachfolgenden Klonierung langer Oligonucleotide!2°3),
Beim Design eines synthetischen Gens miissen alle bislang
diskutierten Punkte berticksichtigt werden. Wenn man dabei
schrittweise, wie in Abbildung 9 gezeigt, vorgeht, kann im-
mer wieder eine Anderungen der DNA-Sequenz (Stufe 6:
Redesign) notwendig sein, beispielsweise nach den Stufen 4,
7 und 8. Da sich hierbei unter Umstédnden Fehler einschlei-
chen kdnnen, ist es sinnvoll, von Zeit zu Zeit durch Riick-
iibersetzung der DNA-Sequenz die Aminosduresequenz zu
iiberpriifen (Stufe 5). Das eigentliche Experiment beginnt
mit der chemischen Synthese der Oligonucleotide (Stufe 9).

3.4.2. Expressionskonzepte fiir synthetische Gene

Zur Expression synthetischer oder natirlicher Gene gibt
es drei grundlegende Verfahren (Abb. 10): a) Direktexpres-
sion, by Expression als Fusionsprotein, ¢} Transportexpres-
sion.

a)
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Abb. 10. Expressionskonzepte fir synthetische Gene. a) Direktexpression;
b) Expression als Fusionsprotein; ¢) Transportexpression. ICR: Intercistro-
nische Region, P: Promotor, RBS: Ribosomenbindungsstelle, SPL: Spaltungs-
linker, SPS: Signalpeptidase.
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Direktexpression

Die Direktexpression eines Gens unter der Kontrolle einer
konstitutiven oder induzierbaren!!!% Regulationseinheit ist
der einfachste Weg zur Expression in Prokaryonten, voraus-
gesetzt, das entstehende Produkt ist stabil und fiir den Wirts-
organismus untoxisch (Abb. 10a, #» = 1). Da dem Struktur-
gen ein Start-Codon fiir die Translation, welches fiir
Methionin codiert, vorangestellt werden mul3, wird ein Me-
thionyl-Protein gebildet. In den meisten Fillen stort das zu-
sdtzliche Methionin nicht die Aktivitdt des Proteins; es kann
jedoch durch Spaltung mit Bromcyan oder spezifischen Ami-
nopeptidasen 4% entfernt werden. Um die Expressionsaus-
beute zu erhdhen, kann die Direktexpression auch als poly-
cistronisches Tandem-Gen-System ausgefiihrt werden. Diese
Variante, bei der das gleiche Strukturgen n-mal (Abb. 10a,
n =23 ...)durch intercistronische (ICR) Bereiche getrennt
hintereinander geschaltet wird, nutzt den Gen-Dosis-Effekt
aus. Ahnlich wie bei den polycistronischen bakteriellen Lac-
tose- oder Tryptophan-Operons wird durch die gemeinsame
Transkriptionseinheit, die aus Promotor (P) und Riboso-
menbindungsstelle (RBS) besteht, lediglich eine mRNA ge-
bildet. Die Verfahrensweise wurde erfolgreich zur Expres-
sion von Leukocyten-Interferon 234 angewendet. Dabei war
die Menge an exprimiertem Interferon direkt proportional
zur Anzahl der Interferon-Gene im Plasmid (n = 1 bis 4).

Expression als Fusionsprotein

Die Direktexpression von Polypeptiden mit einer Linge
von bis zu 50—80 Aminoséuren ist oft nicht erfolgreich, da
die relativ kleinen Proteine in dem Wirtsorganismus zu
schnell proteolytisch abgebaut werden. So lieB sich das Te-
tradecapeptid Somatostatin'®*! nur durch Stabilisierung in
Form eines Fusionsproteins mit B-Galactosidase exprimie-
ren (Abb. 10b). Aus dem Fusionsprotein, bestehend aus et-
wa 1000 aminoterminalen Aminosduren der B-Galactosida-
se, gefolgt von Methionin und dem Tetradecapeptidanteil
des Somatostatins, konnte durch Bromcyanspaltung das So-
matostatin isoliert werden. Wenn das gewiinschte Protein ein
internes Methionin enthélt, sind auf der Genebene alternati-
ve Spaltungssequenzen einzuplanen, z.B. AspPro (sdure-
labil) 12351 AsnGly (Hydroxylamin)23¢!, ArgArg (Trypsin,
Carboxypeptidase B)?*" oder IleGluGlyArg (Blutgerin-
nungsfaktor Xa)!?38, Oft geniigt auch schon ein kleinerer
Fusionsanteil fiir eine Stabilisierung, etwa Teile von Trp
E®? Inteferon-y!'%% Wachstumshormon!'** oder kurze
Homooligopeptid-Schwinze!?3%), Eine Variante ist der Ein-
bau mehrerer Gene, die jedoch nicht wie vorher beschrieben
durch intercistronische Bereiche getrennt sind, sondern viel-
mehr {iber Spaltungssequenzen verbriickt sind. Im Falle von
Proinsulin, das aufgrund seiner kleinen Halbwertszeit in E.
coli(t,, = 2 min) direkt nicht in guten Ausbeuten exprimiert
werden kann, lieBen sich durch Aneinanderkuppeln von drei
bis vier Genen (Abb. 10b, n =3 oder 4) uber einen fiir
ArgArgAsnSerMet codierenden Spaltungslinker (SPL) sta-
bile Fusionsproteine herstellen?4%1, Durch Spaltung des Fu-
sionsproteins mit Bromcyan und nachfolgende Behandlung
mit Trypsin/Carboxypeptidase B konnte Proinsulin gewon-
nen werden. Dieses Multigenkopie-Verfahren wurde unter
anderem fiir Substanz PU®3 den Wachstumshormon-
Releasing-Faktor!'°% und Met-Encephalin!!3*! beschrieben
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und hat gegeniiber B-Galactosidase-Fusionen den offen-
sichtlichen Vorteil, da3 die Wirtszellen weniger Ballast zu
produzieren haben, welcher zudem bei der Spaltung und
Aufarbeitung des Fusionsproteins storend sein kann.

Transportexpression

Ein entscheidender Nachteil der Expression als Fusions-
protein besteht darin, daB3 die Proteine im allgemeinen in
einer biologisch inaktiven Form anfallen. Die Faltung der
Proteine zu biologisch aktiven Strukturen kann mitunter
schwierig sein. Nun hat man mit der Transportexpression
(Abb. 10c¢) eine Verfahrensweise zur Hand, mit der sich die
zuvor diskutierten Probleme (zusitzliches Methionin, Pro-
teinfaltung, Disulfidbriicken-Bildung, Protease-Labilitét)
weitgehend umgehen lassen. Der Vorteil basiert auf der Tat-
sache, daf} die wachsende Polypeptidkette mit Hilfe einer
Signalsequenz durch die cytoplasmatische Membran aus der
reduzierenden Umgebung des Cytoplasmas ausgeschleust
wird. Nach der Hypothese von Blobel und Dobberstein?+!]
wird die Signalsequenz beim Durchtritt der Polypeptidkette
durch die Membran von einer Signalpeptidase (SPS) abge-
spalten. Beispielsweise konnten der epidermale Wachs-
tumsfaktor (EGF)!'°'! Hirudin!?* und Wachstums-
hormon 243 mit Hilfe der Signalsequenz der alkalischen
Phosphatase in das Periplasma von E. coli transportiert wer-
den. Wir berichteten frither iiber ein synthetisches DNA-
Fragment fiir das Signalpeptid der alkalischen Phosphatase,
das die Sekretion von Proinsulin bewirkt!?*#, Zum Zwecke
der Transportexpression ist E. coli jedoch nicht unbedingt
der Wirtsorganismus der Wahl. Oft erhédlt man in anderen
Wirtsorganismen wie Staphylokokken2*%1 B. subtilis©2+¢1
oder Hefe bessere Ausbeuten, weil das Produkt hierbei in das
Medium sezerniert wird. Besondere Bedeutung kommt Sac-
charomyces cerevisiae in Verbindung mit der a-Faktor-Si-
gnalsequenz!?*7- 2481 zy_ womit sich beispielsweise die syn-
thetischen Gene fiir das atriale natriuretische Peptid °3! und
das ,,connective tissue activating*-Peptid['*"} exprimieren
lieBen. Ein nicht zu unterschitzendes Problem bei der Trans-
portexpression ins Medium koénnen jedoch wirtseigene, ex-
trazelluldre Proteasen darstellen, wenn diese das exprimierte
Produkt abzubauen vermogen. In Hefe kann es im Falle
glycosylierbarer Proteine zudem zur Bildung von Glycopro-
teinen kommen, deren Glycosyl-Anteil nicht identisch ist mit
dem des natiirlichen Produktes.

4. Anwendungen und Vorteile synthetischer Gene
4.1. Maligeschneiderte Gene

Gerade fiir kleine Proteine mit bis zu etwa 200 Aminosiu-
ren, deren Primérstruktur durch Protein-Sequenzierung auf-
geklart wurde, bietet die chemisch-enzymatische Gensynthe-
se eine vorteithafte Alternative zur Isolierung des natiirlichen
Gens. Synthetische Gene fiir Proteine dieser Grofle konnen
heutzutage in wenigen Wochen bis Monaten hergestellt und
kloniert werden. Im Gegensatz zu natiirlichen Genen, die
nach der Isolierung fiir eine Expression (beispielsweise in
Bakterien) erst umkonstruiert werden miissen, lassen sich
synthetische Gene gleich so planen, daf} sie unmittelbar nach
der Klonierung zur Expression gebracht werden konnen.
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Wie im vorangegangenen Abschnitt gezeigt, kann dabei die
Wirtspezifitdt durch Verwendung bevorzugter Codons be-
riicksichtigt werden. Zudem lassen sich bei synthetischen
Genen in verniinftigen Abstidnden (etwa alle 50 bis 100 bp)
singuldre Restriktionsenzym-Erkennungsstellen einbauen,
welche die nachtrigliche Verdnderung von Genen und Gen-
produkten stark vereinfachen. SchlieSlich kann die Gensyn-
these regulatorische DNA-Sequenzen mit einschliellen, wel-
che die Transkription und Translation des Strukturgens
bewirken. Die gezielte Veranderung von Strukturgenen oder
von regulatorischen DNA-Sequenzen ist eine wertvolle Me-
thode zum Studium von Struktur-Aktivitits- und Struktur-
Funktions-Beziehungen.

4.2. Gezielte Verinderungen und Optimierung von
Protein-Eigenschaften

Obwohl man heutzutage mit Hilfe der sogenannten oligo-
nucleotidgesteuerten ortsspezifischen M13-Mutagenese (vgl.
Abschnitt 3.3.2) jede DNA beliebigen Ursprungs gezielt ver-
andern kann *#°1, ist jedoch synthetische DNA préidestiniert
fiir ein solches Vorhaben. Wahrend man mit den verschiede-
nen Ausfiihrungen der M13-Mutagenese!213: 249235 neben
der gewiinschten Mutante stets auch das Wildtyp-Gen er-

hélt, fihrt die modulare oder Kassetten-Mutagenese bei kor-
rekter Ausfithrung ausschlieBlich zum gezielt verdnderten
Gen (Abb. 11). Bei richtiger Planung eines synthetischen
Gens erlauben die entsprechend plazierten Restriktions-
enzym-Schnittstellen eine schnelle Verdnderung des Protein-
Produktes, indem man ein DN A-Segment, das von zwei sin-
guldren Restriktionsenzym-Schnittstellen flankiert wird,
durch ein entsprechendes, die Mutation enthaltendes, DNA-
Fragment ersetzt (modulare Mutagenese!?2%]). So wurden
bestimmte Gene!?6:141:159:1691 gpeziell im Hinblick auf
nachfolgende Verdnderungen geplant. Im Falle des Wachs-
tumshormon-Releasing-Hormons (GHRH) haben wir das
Codon fiir Methionin 27 durch ein Codon fiir Leucin ersetzt,
um so die Freisetzung des GHRH-Derivats aus einem Fu-
sionsprotein mit B-Galactosidase durch Bromcyan-Spaltung
zu ermoglichen °®!. Bei der sogenannten Kassetten-Mutage-
nese wird das zu verdndernde DNA-Fragment durch eine
Kassette von nicht eindeutig synthetisierten Oligonucleoti-
den ersetzt!2°6-257), Dies fithrt zur Erzeugung zahlreicher
Mutanten in einem Klonierungsschritt. Spezielle Ausfiih-
rungsformen der Kassetten-Mutagenese erlauben die Klo-
nierung einzelstringiger Oligonucleotide 28- 209- 2581,

Die Verdnderung von Enzymen kann diese beispielsweise
resistent gegeniiber Oxidation 2°) machen, ihre pH-Abhin-
gigkeit verschieben 26! oder gar die Umkehrung einer allo-

Kassetten-Mutagenese

Modulare Mutagenese

RE 1

Met

Wild-Typ

Spaltung mit
RE 1 und RE 2

ATG

ss DNA E§>

mutagenes
Oligonucleotid

RE 2

RE 1
TG RE 2
— GAC—— RE 1 Leu RE 2
CT1G
S GAC
Mutante
DNA-Ligase
A TG @
¢AC
§ ds DNA Replikation
aNTP
Klenow-Enzym g {
Wild-~Typ

Oligonucleotid-gesteuerte
ortsspezifische Mutagenese

Abb. 11. Alternative Wege zur gezielten Verdnderung eines Gens.

Angew. Chem. 101 (1989) 733-752

747



sterischen Inhibierung in eine Aktivierung bewirken[261],
Bei pharmakologisch interessanten Proteinen wie Interfe-
ron-y2%% oder Interleukin-21263 264 wurden Struktur-Akti-
vitdts-Bezichungen studiert. Im giinstigsten Fall fithren Mu-
tationen zur Erhéhung der biologischen Aktivitit, wie etwa
bei bestimmten Muteinen von Interleukin-126%1 oder Inter-
leukin-2[2561,

Gene lassen sich zudem so verdndern, daB3 eine selektive
posttranslationale Modifikation des exprimierten Vorldufer-
Proteins méglich ist. So treten in der Natur viele kleinere
Proteine (< 50 Aminosduren) in Form ihrer C-terminalen
Carboxamide auf, welche durch Expression in Prokaryonten
nicht direkt zuginglich sind. Wir konnten kiirzlich zei-
gen®*297) daB man durch Planung auf der DNA-Ebene
einen GHRH-Vorldufer herstellen kann, welcher am C-Ter-
minus ein zusétzliches Glycin enthilt. Dieses dient als Signal
fiir ein amidierendes Enzym %8 zur Umwandlung des Vor-
ldufer-Proteins in das gewiinschte GHRH-Carboxamid.

Eine besondere Variante der Gensynthese, auch ,,Hy-
brid*‘- oder ,,MiBlpaarungs*-Verfahren genannt, erlaubt die
simultane Herstellung nahe verwandter Gene. Dabei wird
ein partiell basenungepaartes Gen hergestellt, dessen beide
Stringe fiir unterschiedliche Proteine codieren!®®!. So wurde
ein Gen hergestellt, in dem ein Strang fiir den humanen epi-
dermalen Wachstumsfaktor (hREGF) codiert, wihrend der
andere Strang indirekt fiir den EGF der Maus codiert!' 321,

4.3. Kontrolle der Genexpression durch synthetische DNA

Ein weiterer auBerordentlicher Vorteil synthetischer Gene
liegt in der Tatsache begriindet, daB zusitzlich zum Struktur-
gen auch noch Transkriptions- oder Translations-Kontroll-
regionen mit in den Syntheseplan einbezogen werden kon-
nen, welche die Expression des synthetischen Gens steuern.
Im Baukastensystem lassen sich die einzelnen Kontrollele-
mente modulartig zu einer gesamten Regulationseinheit zu-
sammensetzen. Wir verwendeten zum Beispiel eine synthe-
tische Regulationseinheit!3! bestehend aus einem ideali-
sierten Promotor, einem Operator und einer Ribosomenbin-
dungsstelle, zur Expression von Interferon-y. Es soll aller-
dings nicht der Eindruck erweckt werden, daf3 eine Kombi-
nation von individuell sehr effizienten Modulen stets zu einer
optimalen Genexpression fithrt, auch das Gegenteil kann in
der Praxis auftreten. Der hohe Wert des Baukastensystems
liegt vielmehr darin, daB sehr viele unterschiedliche Modul-
Kombinationen schnell und effizient herstellbar sind, um die
optimale Kombination zur Genexpression ausfindig machen
zu kénnen.

Die Transkription kann durch synthetische Promotoren,
Operatoren und Terminatoren kontrolliert werden. Mit Hil-
fe synthetischer Ribosomenbindungsstellen und der Planung
einer giinstigen mRNA-Sekundérstruktur 1468t sich die
Translation positiv beeinflussen. Ein Promotor ist eine spe-
zielle DNA-Sequenz, die mit der RNA-Polymerase in Wech-
selwirkung tritt, um die Synthese der mRNA zu ermdg-
lichen. Die Effizienz dieser Kontrollregion, die sich im allge-
meinen im nichttranslatierten 5-Bereich befindet, ist ent-
scheidend fiir die Menge der gebildeten mRNA. Es wurden
schon zahlreiche Promotoren synthetisiert[3- 196: 269-273],

Es gibt Promotoren, die stets angeschaltet sind (konstitu-
tiv), und solche, die induziert werden. Die regulierbaren Pro-
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motoren enthalten zusdtzlich zur vorher beschriebenen
RNA-Polymerase-Wechselwirkungsregion einen sogenann-
ten Operator. Das wohl am besten untersuchte System ist das
lac-Operon!27°1 das negativ reguliert ist, indem der Start der
Transkription durch die Bindung des lac-Repressor-Proteins
an die lac-Operator-Sequenz inhibiert wird. Durch Zugabe
von Isopropyl-pB-p-thiogalactopyranosid (IPTG), das den
Repressor in eine den Operator nicht bindende Form zwingt,
wird der lac-Promotor induziert. Interessanterweise konnten
idealisierte synthetische lac-Operatoren hergestellt wer-
den'?7%:2771 welche den lac-Repressor bis zu achtmal stir-
ker binden als der natiirliche Operator. Durch Kupplung
eines fiir sich konstitutiven Promotors mit einer lac-Opera-
tor-Sequenz konnte daraus ein induzierbares System herge-
stellt werden!2781,

Insbesondere dann, wenn zum Transkriptionsstart starke
Promotoren verwendet werden, ist fiir die Termination der
Transkription ein effizienter Terminator von Vorteil. So
konnte die Expressionsausbeute fiir Interferon-o um den
Faktor zwei'?’ und fitr EGF um den Faktor fiinf bis
zehn 39 erhoht werden, wenn starke Terminatoren ,,fluf-
abwirts* zum Strukturgen angefilgt wurden. Synthetische
Terminatoren werden sinnvollerweise gleich mit dem ent-
sprechenden Gen mitsynthetisiert (1°%!,

Die Effizienz der Translation einer mRNA wird durch die
Ribosomenbindungsstelle (RBS) und die mRNA-Struktur
kontrolliert. Die RBS weist in Prokaryonten die Konsensus-
Sequenz AAGGA, auch Shine-Dalgarno(SD)-Sequenz!28!!
genannt, auf. Sie ist fiir den Start der Proteinbiosynthese
durch ihre Bindung an das 3'-Ende der 16S-RNA verant-
wortlich. Die SD-Sequenz ist im allgemeinen vier bis neun
Nucleotide lang und befindet sich etwa drei bis zwolf Nu-
cleotide ,,fluBaufwirts* zum Translationsstart-Codon. Gene
eukaryontischen Ursprungs haben keine RBS, die von pro-
karyontischen Ribosomen erkannt werden. Daher werden
seit einiger Zeit synthetische RBS zur Expression eukaryon-
tischer Gene in Bakterien verwendet [3-279: 280, 28272841 Ty,
bei scheint es wichtig zu sein, daB3 die RBS durch die 16S-
RNA leicht zuginglich ist. Man nimmt an, da die RBS
auch noch den Teil des Strukturgens umfalit, der fiir den
aminoterminalen Bereich des Proteins codiert. Es erscheint
daher sinnvoll, mit Hilfe entsprechender Computer-Pro-
gramme!231 72331 gtSrende Sekundérstrukturen aufzuspii-
ren. Bei der Expression von Interferon-a wurden Schwan-
kungen um den Faktor 50 beobachtet, wenn an bestimmten
Positionen in der Néhe der Translations-Startregion be-
stimmte Nucleotide ausgetauscht wurden. Diese Resultate
konnten auf der Basis von mRNA-Sekunddrstrukturberech-
nungen erklirt werden'?3%. Aus unseren eigenen Arbeiten
beim Studium der Expression von Interferon-y haben wir
jedoch gelernt, daf3 Aussagen lber die Hohe der Expression
anhand von mRNA-Strukturberechnungen allein kaum
moglich sind. Die Expression muf3 schlie8lich doch experi-
mentell optimiert werden.

5. Ausblick

Die Rekombinationstechniken und besonders die Mog-
lichkeit der Herstellung synthetischer Gene und Oligonu-
cleotide, haben viele biologisch aktive Proteine verfligbar
gemacht. Es ist jedoch zusehends klarer geworden, da8 unser
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Verstdndnis von Struktur und Funktion komplexer Polypep-
tide sehr beschriankt ist. Um aber eine Antwort auf dic Frage
,,Welche Proteinsequenz ergibt welche Eigenschaften? zu
finden, kann die Polypeptidsynthese iiber synthetische Gene
die chemische Peptidsynthese in idealer Weise ergén-
zen!?8%: 2861 Dyrch die allgemeine Giiltigkeit des geneti-
schen Codes ist es mdglich, fiir ein beliebiges Polypeptid oder
besser, eine definierte Reihenfolge verkniipfter Aminosidu-
ren, eine entsprechende DNA zu synthetisieren und diese
nach Rekombination in einem geeigneten Vektor im jeweili-
gen Wirtsorganismus zur Expression zu bringen. Hierbel ist
besonders die Synthese von neuen und unbekannten Poly-
peptiden!*#3-1801 " das sogenannte de-novo-Protein-De-
sign287~ 291 hervorzuheben, das es erméglicht unnatiirliche
Proteine aufzubauen und die Hypothesen liber Struktur und
Eigenschaften zu testen (Abb.12). In dem abgebildeten
Schema 14Bt sich wie in einem KreisprozeBl die Beziehung
zwischen Proteinsequenz und Funktion und der zugrundelie-
genden DNA-Sequenz verdeutlichen.

Protein-Design

EXPERIMENT
GEN-
SYNTHESE

4———_——_‘—_

Verdnderungen in
Struktur
Funktion
Aktivitat

Faltung
Struktur
Funktion

Stimmt die
Struktur - Funktions—
Korrelation ?

Abb. 12. De-novo-Protein-Design mit Hilfe synthetischer Gene.

Noch ist die Vorhersage der Tertidrstruktur von Proteinen
ein mehr oder weniger ungeldstes Problem 2921 Aktuell ist
die Synthese bestimmter Sekundirstrukturmotive!?°3 wie
a-Helices und B-Faltblitter, die bereits besser vorhersagbar
sind**#* und die sich dann zu Supersekundirstrukturen
oder sogenannten Motiven arrangieren. Ein solches Experi-
ment wird derzeit am Beispiel des aus vier o-Helices beste-
henden Helix-Biindels sowohl peptidchemisch als auch
durch Rekombinationstechniken angegangen. Ein dafiir co-
dierendes Gen ist synthetisiert und das artifizielle Produkt
148t sich tatsdchlich durch Expression in E. coli'?®%] herstel-
len. Fiir zukiinftige Forschung auf diesem Gebiet ist ermuti-
gend festzustellen, daB hier ein experimenteller Ansatz exi-
stiert, eine der grofiten Herausforderungen der Molekular-
biologie zu begegnen und den Zusammenhang zwischen
Peptidsequenz, -struktur und -funktion zu erarbeiten.

Fiir die finanzielle Unterstiitzung dieser Arbeiten danken wir
der Deutschen Forschungsgemeinschaft, dem Fonds der Che-
mischen Industrie, dem Bundesministerium fiir Forschung und
Technologie sowie der Hoechst AG. Besonders danken wir
E. Groeneveld fiir die Texterfassung und H. Zimmermann fiir
die Reinzeichnungen.
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