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M ithilfe der Gensynthese wird man in
Zukunft ganze Genome synthetisieren
und damit auch grundlegende biologi-
sche Fragen experimentell beantworten
konnen, z. B. wie chemische Reaktionen
in der Zelle ablaufen. Der erste Schritt,
die Sequenzierung von Genomen und
insbesondere des menschlichen Ge-
noms, hat eine gewaltige Fiille an Daten
erbracht. Wir wissen heute, dass der
Mensch etwa 25000 Gene besitzt. Gene
sind chemisch gesehen nichts anderes
als eine lange Folge definierter DNA-
Sequenzen. In den letzten 40 Jahren
wurden viele Methoden entwickelt, um
DNA chemisch zu synthetisieren.
Diese Verfahren beruhen auf der
schrittweisen Kupplung einzelner Nu-
cleotidbausteine durch chemische oder
enzymatische Verkniipfung der Phos-
phorsdureester zu Oligonucleotiden, die
aufgrund ihrer Basenkomplementaritit
zu doppelstriangiger DNA zusammen-
gefiihrt werden konnen. Die Hybridisie-
rung zu DNA-Duplexen wird dabei
durch Wasserstoffbriicken vermittelt.
Auf diese Weise gelang es bereits 1970
Khorana und Mitarbeitern, ein Gen der
Hefe tRNA" zu synthetisieren.””! Seit
dieser Zeit haben sich die Syntheseme-
thoden verfeinert, besonders durch An-
wendung der Polymerasekettenreaktion
(PCR),*® und die Ziele wurden an-
spruchsvoller. Folgende Gene wurden
synthetisiert: 1985 das fiir a-Interfe-
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ron,”! 1987 das fiir den Interleukin-2-
Rezeptor o und 1990 das fiir ein
Plasmid.”! 2002 folgte die Synthese ei-
ner Poliovirus-DNA! mit etwa 7500
Basenpaaren, die biologisch aktiv, d.h.
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infektios war. 2003 gelang die Synthese
der DNA des Bakteriophagen ®X174
mit 5386 Basenpaaren,[''*! des Molekiils
also, das Sanger als erstes mit der Di-
desoxymethode sequenziert hatte.!'"”!
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Abbildung 1. Phosphoramidit-Oligonucleotidsynthese auf einem Chip. a) Erster Schritt der Oli-
gonucleotidsynthese, die 5'-Entschiitzung: Synthese mit photogenerierter Saure (PGA) oder pho-
tolabiler Schutzgruppe; b) Aufbau des Chips: PicoArray-Reaktor fiir parallele Oligonucleotidsyn-
thesen (University of Michigan). 128 x31 (3968) individuelle Reaktionskammern mit einem in-
ternen Volumen von 270 pL (Gesamtvolumen 10 pL). Die digitale Lichtprojektion zeigt die PGA-
kontrollierten Reaktionen. Aus Lit. [17] mit freundlicher Genehmigung von Oxford University

Press.
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Als Langenrekord folgte dann 2004 die
Synthese des 32000 Basenpaare langen
Genclusters der Polyketid-Synthase.!'
Auch hier war das Gen nach Transfor-
mation in E. coli biologisch aktiv und
ergab 6-Desoxyerythronolid.

Durch kombinatorische oder paral-
lele Synthese ist eine Vielfalt chemi-
scher Strukturen zuginglich, deren
Funktionen sich in Testsystemen analy-
sieren lassen. Gene im Bereich von
Megabasen, wie die menschliche DNA,
konnen heute chemisch oder chemoen-
zymatisch synthetisiert werden. 20- bis
100mere Oligonucleotide sind fiir etwa
0.10 Euro pro Nucleotid kommerziell
erhiltlich. Sie haben Fehlerraten von
etwa 1:100 bis 1:400, die im Wesentli-
chen aus Problemen bei der chemischen
Synthese resultieren. Ursdchlich sind
vor allem unvollstdndige Kupplungen
und Entschiitzungen sowie Nebenreak-
tionen der verwendeten Reagentien,
z.B. die Michael-Addition von Acrylni-
tril an Thymin. Hochdurchsatz-Synthe-
sen sind aus Griinden der Kosten und
der Fehlerraten Grenzen gesetzt, da
Klonierung und Sequenzierung die Kos-
ten mindestens verzehnfachen.

Hier haben neuerdings Parallelsyn-
thesen auf Mikrochips Wege aufgezeigt,
um Kosten zu reduzieren. Als proble-
matisch erweist sich allerdings die Men-

im Atto- und Femtomolbereich, denn
diese 10°-10° Molekiile miissen durch
PCR auf 10°-10" Molekiile vermehrt
werden.[” Wie Gao, Church und Mitar-
beiter nun demonstrierten,!' koénnen
ca. 4000 Oligonucleotide auf z.B. mit
Licht programmierten Chips zeitgleich
synthetisiert werden (Abbildung 1).1517]
Mit photolabilen Schutzgruppen oder
photogenerierten Protonen und der
Dimethoxytritylschutzgruppe (DMTr)
wird auf dem Chip direkt das Oligonu-
cleotid nach der Phosphoramiditmetho-
de von Caruthers synthetisiert."! Da wie
oben erwdhnt Fehler bei der Synthese
auftreten, wurde von den Autoren eine
stringente Hybridisierung mithilfe eines
so genannten Qualitidts-Chips mit den
komplementidren Oligonucleotiden als
Qualitdtskontrollen ausgefiihrt. Die feh-
lerhaften Oligonucleotide, z.B. Punkt-
mutationen, wurden durch Affinitéts-
chromatographie an immobilisierten,
kurzen komplementédren Oligonucleoti-
den gereinigt. Fiir eine simultane Tren-
nung ist es hierbei wichtig, die Schmelz-
punkte (7T,-Werte) der Doppelstringe
durch Variation der Oligonucleotidlin-
ge isotherm zu wéhlen.

Ein wichtiger Punkt beim Gen-De-
sign ist die Wahl der Restriktionsen-
zymschnittstellen. Es wurden Restrikti-
onsenzyme des TypsIIS gewihlt, die
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schneiden und so eine Freisetzung be-
liebiger interner Sequenzen — hier der
Gensequenzen — ermoglichen (Abbil-
dung 2). Die Autoren verwendeten die
Enzyme Bsal mit der Erkennungsse-
quenz 5-GGTCTC(1/5), die einen 4-
Basen-5'-Uberhang bildet, und BseRI
mit der Erkennungssequenz 5'-GAG-
GAG(10/8) mit einem 2-Basen-3"-Uber-
hang beliebiger Sequenz. Zusitzlich zu
den Gensequenzen werden noch Selek-
tionsoligonucleotide bendtigt, die durch
Affinitdtsmarker wie Biotin derivati-
siert und durch Streptavidinbindung im-
mobilisiert sind (Abbildung 3). Nur die
unmodifizierten, fehlerfreien Oligonu-
cleotide, in diesem Fall 50mere, werden
selektiert. In zwei Schritten werden die
exakt passenden Oligonucleotide mit-
hilfe von je 25meren Oligonucleotiden
R und L (,,Einfangsonden*) herausge-
filtert. AnschlieBend konnen die Gene
parallel in Mikrotiterplatten durch
PAM-Reaktionen (,,polymerase assem-
bly multiplexing“) aufgebaut werden.
Hierbei wird die durch Wasserstoffbrii-
cken zusammengehaltene dsDNA ohne
Primer mithilfe von Polymerase zum
Gen zusammengefiihrt. Die Qualitét
der zur Gensynthese eingesetzten Oli-
gonucleotide wurde in drei verschiede-
nen Formaten getestet: 1) ungereinigt
(wie synthetisiert), 2) nach Reinigung
mit Gelelektrophorese und 3) nach Rei-
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Abbildung 2. Oligonucleotid- und Gensynthese. a) Oligonucleotidsynthese (50mere) auf einem Chip mit und ohne PCR-Amplifikation und Verdau
der Primersequenz; b) Polymeraseunterstiitzte Gensynthese: Auffiillreaktion (primerlose Verlangerung) und PCR der beiden 50meren Oligonucleo-

tide.
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Abbildung 3. Selektion synthetisierter Oligo-
nucleotide durch Hybridisierung: a) Schema
der Hybridisierung der durch PCR amplifizier-
ten 90mere durch immobilisierte Oligonucleo-
tide L und R; b) Polyacrylamid (PAA)-Gel der
mit Bsal und BseRI geschnittenen Oligonu-
cleotide (50- und 44mer in Spur 2) und selek-
tierten 50mere (Spur 3). Aus Lit. [14] mit
freundlicher Genehmigung von Nature Publi-
shing.

nigung durch affinitdtschromatographi-
sche Hybridisierung.'®! Letztere Metho-
de ergab in diesem Experiment die
geringste Fehlerrate mit 1:1394 bp; das
ist etwa um einen Faktor 10 besser als
die konventionelle Methode der chemi-
schen Oligonucleotidsynthese mit nach-
folgender enzymatischer Ligation.

Als Beispiel fiir die Anwendung
dieser Methode in der synthetischen
Biologie synthetisierten Gao, Church
und Mitarbeiter!"!! codonverinderte Ge-
ne fiir 21 Proteine der kleinen Riboso-
menuntereinheit 30S aus E. coli."” Es ist
bekannt, dass die Expressionsraten die-
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ser 21 Proteine in vitro gering sind und
dass die Translationseffizienz durch ge-
eignete Codonwahl gesteigert werden
kann. Als Ursache fiir die geringe Syn-
theseeffizienz werden Sekundarstruktu-
ren der mRNA diskutiert. Der Ansatz
bestand nun darin, die Bildung dieser
Sekundarstrukturen durch Verringern
des G/C-Gehaltes einzuschrianken.
Auch hier wurden 50mere Oligonucleo-
tide gewahlt, die in 70mere inkorporiert
wurden, um eine Amplifikation durch
PCR zu erméglichen. Mit Computerun-
terstiitzung wurde eine PAM-Strategie
gefunden, die sicherstellte, dass jedes
Oligonucleotid seinen richtigen Partner
findet. Als Ergebnis konnten alle 21
Gene, die abgeleitete RNA und die
Proteine erfolgreich detektiert werden,
wobei ein Gesamtoperon von 14.6 kb
aller 21 Gene resultierte (Abbildung 4).
Es wurde eine Fehlerrate bei den Oli-
gonucleotiden von nur 1:7300 Basen-
paaren errechnet. Somit ist klar, dass die
Fehlerrate der synthetisierten Oligonu-
cleotide bei den kurzen Sequenzen ent-
scheidend ist — und nicht etwa die Ge-
nauigkeit der Polymerase, die bei etwa
1:100000 liegt.

Dieses Experiment verdeutlicht die
Moglichkeiten der On-Chip-Synthese,
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Abbildung 4. Synthetische Gene und ihre
Transkriptionsprodukte (mRNAs) und Transla-
tionsprodukte (Proteine) auf Polyacrylamid-
gelen. a) Synthetische Gene zu 21 ribosoma-
len Proteinen (oberes Gel) und ihre in vitro
transkribierte RNA (unteres Gel); b) Western-
Blot ausgewihlter translatierter Gene der Pro-
teine 16, 17 und 20 (WT Wildtyp, M syntheti-
sierte Variante); c) zusammengesetztes 14.6-
kb-Operon aller 21 ribosomalen Proteine. Aus
Lit. [14] mit freundlicher Genehmigung von
Nature Publishing.
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und wenn man die heutige Kapazitit

der Mikrochips beriicksichtigt, ist das

anfingliche Ziel von Gensynthesen im

groBen Mafistab néher geriickt. Eine

Hochrechnung ergibt, dass bei einer

Oligonucleotiddichte von 100000 pro

Chip die Kosten der Gensynthese von

derzeit 10 bp pro Euro auf 20 kbp pro

Euro reduziert werden konnten. Mikro-

chips der Firma NimbleGen

(www.nimblegen.com) mit Dichten von

95000-382000 Oligonucleotiden pro

Chip sollten demnach 2-18 Mbp DNA

erreichen.

Zur weiteren Verbesserung der
Fehlerrate kommt eine Korrektur der
synthetisierten Oligonucleotide oder
der Genfragmente durch Proteine des
DNA-Reparatursystems wie MutS in
Betracht. In einem Experiment mit fi-
xiertem MutS aus Thermus aquaticus
entfernten Jacobson etal. aus einem
synthetisierten Gen die Mismatch-Pro-
dukte und erreichten so eine Fehlerrate
von 1:10000.?! Eine weitere vielver-
sprechende Methode zur Herstellung
moglichst fehlerfreier DNA ist die
Hochdurchsatz-Sequenzierung, mit der
sich tausende von Sequenzen simultan
lesen lassen.”!

Fazit ist: Die Komponenten der hier
vorgestellten Gensynthesemethode wa-
ren schon weitestgehend bekannt, sie
wurden aber neu kombiniert, um feh-
lerfreie Gene schneller und billiger zu
synthetisieren. Die Methode umfasst
folgende Einzelschritte (ungefihrer
Zeitaufwand in Klammern):('

a) Modellierung und Design der Oli-
gonucleotide fiir die Gensynthese
(2 h).

b) Oligonucleotidsynthese in Mikro-
fluidreaktoren (8 h).

¢) Amplifikation der von den Chips
freigesetzten Oligonucleotide
(14 h).

d) Verdau der amplifizierten Oligonu-
cleotide durch Typ-IIS-Restriktions-
enzyme auf die gewiinschte Grofe
(50mere) (v.s.).

e) Selektieren der gewiinschten Se-
quenzen durch  Hybridisierung
(30 h).

f) Zusammenfiigen der Gene durch
Polymerase-Auffiillreaktion und
Amplifikation durch PCR (4 h).

g) In-vitro-Transkription und -Transla-
tion und Nachweis der mRNAs und
Proteine.
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Mogliche Anwendungen sind die
Synthese von Genclustern fiir Polyketi-
de oder die Resynthese einer Bakteri-
enzelle, z. B. Mycoplasma. Die Gensyn-
these bietet so einen vielversprechenden
Zugang zu neuen Sekundidrmetaboliten
wie Polyketiden oder Peptidantibiotika,
um nichtnatiirliche Naturstoffe zu er-
zeugen. Sie ist eine zentrale Methode
fiir die funktionelle Genomik, und sie
kann zur vollstindigen Zuordnung aller
chemischen Reaktionen in der Zelle
fithren. Das letztendliche Ziel der bio-
logischen Synthese ist es, aus der Viel-
falt von Komponenten (Genpool) neue
Arrangements zu finden und so zu ver-
suchen, neue Losungen fiir neue Pro-
dukte zu erhalten.
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