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Synthetische DNA und die Biologie (Nobel-Vortrag) ** 

Michael Smith * 

Most of the signijkant work has been summarized in a number 
of reviews and articles. In these there was, of necessity, a 

good deul of simplification and omission of detail. . . . With 
the passage of time, even I j h d  myself accepting such simpli- 

fied accounts. 
F. Sanger"' 

Ich hatte das Gliick, im September 1956, gerade einen Monat 
nach der zufalligen Entdeckung der Phosphodiestermethode fur 
die chemische Synthese von Des~xyribooligonucleotiden[~~, zur 
Gruppe von Gohind Khorana zu stol3en. Es handelt sich dabei 
um die Synthesemethode, deren vollstandige Ausnutzung zur 
Aufklarung des genetischen Codes und zur ersten Totalsynthese 
eines GensI3 - 51 fuhrte. Ein wichtiges Kennzeichen des Khorana- 
Ansatzes zur Produktion synthetischer Polynucleotide, um mit 
ihnen biologische Probleme zu losen, war die Bereitschaft. so- 
wohl chemische als auch enzymatische Verfahren zu nutzenL5. ']. 

Diese Vielseitigkeit ist die Grundlage aller Verfahren, die in der 
modernen Molekulargenetik angewendet ~ e r d e n [ ' - ~ ] .  Sie hatte 
einen wesentlichen EinfluD auf mein Denken. 

Wahrend meiner Zeit als Postdoktorand in der Khorana- 
Gruppe war ich hauptsachlich an der Synthese kleiner Molekiile 
wie der Nucleosid-5'-triphosphate"0' und der cyclischen Nucleo- 
sid-3',5'-pho~phate[''~ beteiligt. Ich konnte jedoch durch die 
Entwicklung der Methoxytrityl-5'-Hydroxys~hutzgruppen~'~~ 
und mit einer ersten Methode zur chemischen Synthese v0.n 
Ribooligonucleotiden1131 auch zur Entwicklung der Techniken 
zur Polynucleotidsynthese beitragen. 

1961 verlief3 ich Khoranas Gruppe und wechselte zum Fishe- 
ries Research Board of Canada Vancouver Laboratory. Obwohl 
sich der grol3te Teil meiner Forschung auf Studien zur Physiolo- 
gie und Endokrinologie der Lachse konzentrierte, konnte ich 
doch auch die Studien zur Cheinie der Phosphodiestersynthese 
fortsetzen. Diese fuhrten zu einer neuen Methode fur die Syn- 
these von cyctischen Nticleosid-3',5'-phosphaten durch wasser- 
freie alkalische Umesterung. eine Reaktion, die Schutzgruppen 
an den heterocyclischen Basen unnotig machte1'4, "I. 
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1966 wurde ich Fakultatsmitglied des Department of Biochem- 
istry der University of British Columbia, die bis heute meine 
akademische Heimat blieb. Die Studien iiber Oligonucleotid- 
synthesen wurden fortgesetat, vor allem im Hinblick auf die 
Reaktion von Desoxyribonucleosidphosphorofluoridaten unter 
wasserfreien, alkalischen Bedingungen[16]. Dieser Methode, die 
ohne Schutzgruppen fur die Basen auskam und deshalb einen 
wesentlichen Fortschritt bedeutete, fehlte allerdings die Allge- 
meingultigkeit, die fur eine universelle Synthesemethode unab- 
dingbar ist" '3 "1. 

Ein Versuch zur Desoxyribooligonucleotidsynthese, der sich 
als vielseitig, einfach und niitzlich, allerdings ineffizient heraus- 
stellte. nutzte die Verlangerung kurzer Primerstucke rnit Hilfe 
der Polynucleotid-Phosphorylase aus E. coli in Gegenwart von 
MnZ + und NaCl und mit Desoxyribonucleosid-5'-diphosphaten 
als S u b ~ t r a t e n [ ' ~ - ~ ~ ] .  Dieses Verfahren ermoglichte die Synthe- 
se von Desoxyribooligoiiucleotiden mit einer Lange von 12 bis 
13 Nucleotiden und erwies sich als bedeutsamer Durchbruch fur 
unsere kleine Gruppe, da es uns zwischen 1970 und 1980 (zu 
einer Zeit. in der Oligonucleotide noch nicht allgemein zuganglich 
waren) ermoglichte, eine Reihe ziemlich ehrgeiziger molekular- 
biologischer Projekte anzugehen. Naturlich hat es inzwischen 
durch das Aufkommen automatisierter chemischer Synthesen 
(die immer noch Methoxytrityl als Schutzgruppe nutzen) mit 
Nucleosid-3'-phosphoroamiditeii als wichtigsten Zwischenpro- 

als Routineverfahren an Bedeutung verloren. 

Modellstudien zur Stabilitat und Spezifitat von Oligo- 
nucleotid-Doppel helices 

1968 wurden geplante Studien zur Biosynthese von Lachsprot- 
amin1261 und zur Sequenz dA,dT-reicher Krabben-DNA["] aus 
personellen und technischen Griinden unmoglich. Auf der Su- 
che nach einem neuen Projekt schlug ich meiner Doktorandin 
Caroline Astell eine Reihe von Modellstudien rnit chemisch syn- 
thetisierten Oligonucleotiden vor. um die Stabilitat und Spezifi- 
tat von Oligonucleotid-Doppelstrangen definierter Sequenz zu 
bestimmen. Ziel war es herauszufinden, ob synthetisch zugangli- 
che Oligonucleotide uber die Bildung von Watson-Crick-Paaren 
Hilfsmittel bei der Identifizierung und Isolierung spezifischer 
mRNAs sein kiinnen. Unter statistischen Gesichtspunkten soll- 
te es miiglich sein, denn die fur die Einzigartigkeit eines Oligo- 
nucleotids in einem gegebenen Genom notwendige Lange reicht 
von 9 Nucleotiden fur h-Phagen mit einem Genom von 4.6 x lo4 
Basenpaaren bis zu 18 fur  hohere Pflanzen wie A .  cepa rnit 
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Tabelle 1. DNA-Gchalt haploider Genome und die fur eine spezifische Erkennung 
notwendige Oligonucleotidlange [a]. 

~ ~ _ _ _ _ _  

Organismus Z b] N [c] Organismus Z [b] N [CI 

Viren 
1-Phage 
Bakterien 
D. pnrumoniue 
E. coli 
Pike 
S.  cerevisiue 
iV. crnssu 

Pflanzen 

A. lhulicma 
4 . 6 ~ 1 0 ~  9 C. reinlzardtii 

1 . 7 ~ 1 0 ~  11 2. muys 
4.1 x106 12 A .  cepa 

1 . 7 ~ 1 0 '  13 C. elegnns 
2.1 x107 13 D. melanognster 

Tiere 

B. rerio 
M .  niuscuhs 
I I .  snpiens 

108 14 
108 14 
6 . 6 ~ 1 0 '  17 
1 . 5 ~ 1 0 ' "  18 

108 14 
1 .3~10 '  14 

10' 16 
2 . 2 ~ 1 0 '  17 
3.3x 109 17 

[a] Das Oligonucleolid erkennt spezifisch. wenn 4" 2 2 x Z. [b] Z 5 Zahl der Ba- 
senpaare irn Genom. [c] N = Zahl der Nucleotide irn Oligonucleotid. 

einem Genom von 1.5 x 10'' Rasenpaaren (Tabelle 1). Ferner 
waren die Arbeiten von Michelson und Monny[281 und von 
Niyogi und Thomas[291 iiber die Wechselwirkungen zwischen 
Ribooligonucleotiden und Ribopolynucleotiden in diesem Zu- 
sammenhang wichtig, denn sic zeigten, daB schon bei sieben 
Basenpaaren stabile Doppelhelices gebildet werden konnen 
und, ebenso wichtig, daO jedes zusatzliche Basenpaar, bis zu 16 
Basenpaaren, zu einem deutlichen Anstieg der Duplexstabilitat 

8or 
701 

fiihrt (Abb. 1). Die Arbeiten von Gilham et al. zeigten die po- 
tentielle Eignung von kovalent an Cellulose gebundenen Oligo- 
thymidylaten willkiirlicher Linge fur die Affinitatschromato- 
graphieF3'* 3 ' 1 ,  die zu einem wichtigen Verfahren fur die 
Isolierung eukaryontischer mRNAs fuhrteL3'1. Wabrend es Da- 
ten uber die Duplexstabilitat rnit DNA fur Mischungen von 
Oligonucleotiden definierter Lange gab[33. 341, waren keine sy- 
stematischen Untersuchungcn mit reinen Oligonucleotiden defi- 
nierter Sequenz und Lange bekannt. 

Wir wollten Desoxyribooligonucleotid-Cellulosen aus einfa- 
chen Oligonucleotiden definierter Lange und Sequenz, die nach 
der Khorana-Methode synthetisiert worden waren, herstellen 
und diese dann in Saulen dazu verwenden, durch thermisches 
Eluieren die Stabilitat von Doppelstrangen rnit einer Vielzahl 
von komplementaren oder teilweise komplementaren Desoxyri- 
bo- und Ribooligonucleotiden zu b e ~ t i m m e n [ ~ ~  - 3 8 1 .  Die Ergeb- 
nisse und SchluBfolgerungen aus dieser zeitraubenden, aber 
wichtigen Versuchsreihe wurden bereits ausfuhrlich beschrie- 
benf3']; hier sollen nur einige besonders interesssnte Punktc 
diskutiert werden. 

Es zeigte sich, daD bei der richtigen Ionenstarke stabile Dop- 
pelstrhnge bereits bei sechs dA-dT-Basenpaaren entstehen kon- 
nen (Abb. 2) und da8 zusatzliche Basenpaare die Stabilitat deut- 
lich, aber nicht linear erhohen, wobei die Stabilitatssteigerung 

I /  
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N -  
Abb. 1. Die Beziehung zwischen der Lange von Oligouridylat-Nucleotiden und der To, von Doppel- 
helices mit Polyadenylat in 0.02 M NaCI, 0.01 M Natriumkakodylat (= Me,As(O)ONa), pH 7.0 [28] 
.V = Zahl der Uridinreste. 

mit zunehmender Lange abnimmt. AuDerdem 
verringerte ein einziger Basenpaarungsfehler (dT 
mit dT oder dT rnit dG) die Duplexstabilitht je- 
weils um den gleichen Betrag (der etwa dem beim 
Entfernen von zwei Basenpaaren entspricht) . Die 
Duplexbildung ist allerdings trotzdem bei nied- 
rigen Temperaturen noch moglich (Abb. 2). Zu- 
satzlich wurde deutlich, da8 sich Oligonucleotid- 
doppelstringe bei niedrigen Temperaturen 
schnell bilden, also bei Bedingungen, bei denen 
denaturierte DNA-Doppelstrange nicht renatu- 
rieren. 

Diese Experimente iiberzeugten mich davon, 
daB es moglich sein miiDte, mit Hilfe eines synthe- 
tischen Oligonucleotids eine RNA oder DNA rnit 
der nach Watson und Crick exakt komplementa- 
ren Sequenz zu identifizieren und sie von ahnli- 
chen, aber nicht identischen Sequenzen zu unter- 
schciden. Eine Moglichkeit, dieses Prinzip zu 

Michael Smith, geboren am 26. April 1932 in Blackpool, Grojbritannien, studierte von 1950 his 
1953 Chemie an der University of'Manchester. i956prnmovierte er dort bei H .  8. Henbest iiber 
Cyclohexandiole. Anschliebend ging er als Postdoc zu Gobind Khorana nach Vancouver, um 
iiber biologisch wichtige Organophosphate zu arbeiten. 1960 wechsrlte er gemeinsam mit ihm 
an das Institute for Enzyme Research an der University qf Wisconsin und bejajte siclz vor allem 
rnit der Synthese iron Ribooligonucleotiden. Von 1961 his 1966 arbeitete er f u r  das Fisheries 
Research Board of  Canada Laboratory at( dern Grllinde der University o f  British Colun?hia in 
Vancouver und wurde dann als Medical Research Associate of the Medical Research Council 
of Canada an diese Universitat berufen. i986 baute er ein neues interdiszipliniires Institut, das 
Biotechnology Laboratory, auj: In den letzten Jahren war er vor allem mit administrativen 
Aufgaben betruut. 
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Abb. 2. Die T,-Werte von Doppelhelices komplementarer Oligodesoxyrihonucleo- 
tide rnit Cellulose-pdT, in 1 M NaCI, 0.01 M Natriumphosphat, pH 7.0 [38]. Die 
Oligodesoxyribonucleotide fur die beiden unteren Kurven enthielten Jeweils eine 
nicht 7u pdT, pasaende Nucleobase. N' = Zahl der Desoxyribonucleotidreste. 

demonstrieren, ergab sich durch Mutanten des Lysozym-codie- 
renden Locus des Phagen T4L401. Spater brachten mich die Da- 
ten ferner darauf, da13 es inoglich sein miiBte, kurze synthetische 
Oligonucleotide als spezifische Mutagene zu nutzen und damit 
auch zwischen Punktmutanten und Wildtyp-DNA zu unter- 
scheiden. 

Unsere Untersuchungen zur Wechselwirkung zwischen Des- 
oxyribooligonucleotid-Cellulosen und Ribooligonucleotiden 
bestatigten die Ergebnisse fruherer Studien zur relativen Stabili- 
tat von DNA-DNA- und DNA-RNA-Doppel~trangen[~~* 411. 

Sie enthullten auDerdem ein weiteres wichtiges Prinzip : Ein dT- 
rG-Basenpaar ist relativ stabil (Abb. 3). Unterschiede in der 
Stabilitat von dT-dG- und dT-rG-Basenpaaren (vgl. Abb. 2 und 
3) spiegeln vermutlich Unterschiede in den in den B- und A-For- 
men von Doppelhelices erlaubten Basenpaarungen wider[42]. 

"L 0 5 

N*, - 
Abb. 3. Die Tm-Werte von Doppelhelices komplementarer Oligoribonucleotide mit 
Cellulose-pdT, in 1 M NaCI, 0.01 M Natriumphosphat, pH 7.0 [38 ] .  Die Oligoribo- 
nucleotide fur die beiden unteren Kurven enthielten jeweils eine nicht zii pdTp 
passende Nucleobase. N = Zahl der Rihonucleotidreste. 

Diese Beobachtung hat zwei praktische Konsequenzen. Erstens 
wird die spezifischste und stringenteste Wechselwirkung einer 
Oligonucleotidsonde diejenige zwischen einem Desoxyribooli- 
gonucleotid und DNA sein. Zweitens kann man nicht davon 
ausgehen, daB Doppelstrange, die von RNA gebildet werden, 
ebenso von DNA oder Desoxyribooligonucleotiden gebildet 
werden. Deshalb war ich immer erstaunt uber die allgemeine 
Akzeptanz der Annahme, daB sich Desoxyinosin bei der Basen- 
paarung ungewohnlich benimmt, weil Inosin dies bei tRNA- 
Doppelstrangwechselwirkungen tut. Studien rnit Desoxyinosin 
weisen darauf hin, daR es als ein spezifisches Analogon von 
Desoxyguanosin fungiert, obwohl es nicht wie Desoxyguanosin 
mit sich selbst aggregie1-1~~. '3 431. 

Die genannten empirischen Studien und verwandte, die ich 
hier nicht be~preche[~'], inspirierten, ja verpflichteten uns, syn- 
thetische Desoxyribooligonucleotide als Sonden fur die Isolie- 
rung spezifischer DNA-Fragmente, als Primer fur die direkte 
Sequenzierung doppelstrangiger DNA, als Primer fur die ge- 
naue Definition der Enden von mRNAs, als spezifische Mutage- 
ne und als Werkzeuge fur die Identifizierung und Isolierung von 
Punktmutationen zu nutzen. 

Desoxyribooligonucleotide als DNA-Sonden 

Am Anfang der im vorigen Abschnitt beschriebenen Modell- 
studien, 1968, stand die Absicht, eine Methode fur die Isolie- 
rung spezifischer mRNAs durch Affnitatschromatographie zu 
entwickeln. Allerdings machte die Entwicklung des vollen Spek- 
trums von DNA-Klonierungstechniken in den fruhen siebziger 
Jahren''] deutlich, daB das Hauptziel bei der Arbeit mit syntheti- 
schen Desoxyribooligonucleotiden eine Methode zum Verfolgen 
der Genisolierung sein sollte. Gesprache rnit Dr. Benjamin D. 
Hall machten mich auf die Studien von F. Sherman uber doppel- 
te Leserahmen-Mutanten von Hefe-Cytochrom cL441 aufmerk- 
Sam. Die Kenntnis der Ammosauresequenzen dieser Mutanten 
ermoglichte die eindeutige Voraussage der N-terminalen kodie- 
renden Sequenz und lieferte so ein spezifisches Ziel fiir ein Oligo- 
nucleotid definierter Sequenz. Attraktiv war ein Hefegen als erstes 
Ziel auch deshalb, weil die fur eine spezifische Sonde benotigte 
Oligonucleotidlange von 13 Nucleotiden (Tabelle 1) nahe an der 
Grenze unserer enzymatischen Synthesemethode lagL19* '3 221, 

Die benotigte Sonde wurde mit der enzymatischen Methode 
syntheti~iert[~~I und, wenn auch mit einigen Sch~ierigkeitenL~~], 
zur Isolierung des Gens genutzt. Dies zeigt die Gultigkeit des 
Prinzips, da13 ein synthetisches Oligonucleotid als Sonde bei der 
Genisolierung dienen kann. Die anschlieaende Verallgemeine- 
rung der Methode durch den Einsatz von Oligonucleotidmi- 
~chungen[~' ,  481 machte diese Methode der Genisolierung zu ei- 
nem leistungsfahigen Werkzeug der Molekulargenetik[', 8 ] .  

Sequenzierung doppelstrangiger DNA mit 
Oligonucleo tid-Primern 

Als das Iso-I-cytochrom-c-Gen isoliert wurde, waren die 
chemische M e t h ~ d e [ ~ ~ I  und die enzymatische Kettenenden- 
Methode zur DNA-Sequenzbe~timmung[~~~ gerade entwickelt 
worden. Die erste ist auf Doppelstrang-, die zweite auf Einzel- 
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strang-DNA anwendbar. Die Sequenzen der Enden des Eco-Rl- 
Hind-111-DNA-Fragments, das die kodierende Sequenz fur das 
Cytochrom c enthalt, waren rnit der chemischen Methode erhal- 
ten w ~ r d e n [ ~ ~ ] .  Ich beschloD, die Moglichkeit einer direkten 
Sequenzierung doppelstrangiger DNA auf enzymatischem Weg 
mit Hilfe synthetischer Oligonucleotid-Primer zu untersuchen. 
Dabei folgte ich meiner Uberzeugung, daB Oligonucleotide in 
Losung mit dem komplementlren Strang einer denaturierten 
DNA-Doppelhelix bei niedrigen Temperaturen hybridisiereii 
sollten, auch wenn der zweite DNA-Strang anwesend ist und 
eine thermodynamisch viel stabilere Struktur bilden konnte. Die 
entscheidende Frage war, ob der zweite DNA-Strang unter den 
Bedingungen von Sangers enzymatischer Sequen~ierung[~'~ ein 
kurzes OligonucIeotid aus dem Komplex mit dem komplemen- 
tiren DNA-Strang verdriingen wiirde. Das erste Experiment war 
rundum erfolgreich, ein enorm aufregendes Erlebnis. Als 
Folge davon wurde die Sequenz des Gens vollstindig da- 
durch bestimmt, da8 wir mit einer Reihe von kurzen Oligonucleo- 
tid-Primern aus neun oder zehn Nucleotiden die Sequenz 
,,entlangwanderten"[5z1. Ich glaube, daB die volle Bedeutung 
dieser Methode der Gensequenzierung noch nicht erkannt 
wurde. 

Eine andere wichtige Anwendung der Sequenzierung doppel- 
strangiger DNA mit Oligonucleotid-Primern ist die genaue Tden- 
tlfzierung von Punktmutationen, die durch klassische Gentechni- 
ken an einer bestimmten Position hervorgerufen wurden. Ein 
besonders gutes Beispiel ist die Analyse einer grol3en Zahl von 
unabhangig isolierten Punktmutationen in einem Hefe-Suppres- 
s ~ r - t R N A - G e n [ ~ ~ ,  541. 

Die genaue Bestimmung von mRNA-Enden 

Es ist wichtig, die Sequenzen an den 5'- und 3'-Enden yon 
mRNAs exakt zu bestimmen. Fur das 3'-Ende einer mRNA 
kann dies durch Sequenzierung mit Oligonucleotid-Primern 
nach Sanger mit reverser Transkriptase und mit einer rnit der 
gewunschten mRNA angereicherten RNA als Matrize gesche- 
hen. Die zwolf Desoxyribooligonucleotide, die aus einer Se- 
quenz von dT-Resten mit zweI anderen terminalen Desoxyribo- 
nucleotiden am 3'-Ende entstehen, konnen rnit dem 3'-Ende 
polyadenylierter eukaryontischer mRNA hybridisiert werden. 
Wenn die transkribierte Sequenz immer das gleiche 3'-Ende 
hat, kann nur eines der zwolf Oligonucleotide als spezifischer 
Primer dienen. Diese Strategie wurde eingesetzt, urn die 
Sequenz des immer gleichen 3'-Endes der mRNh des Rinder- 
wachstumshormons zu be~ t i rnmen[~~]  und um die Mikro- 
heterogenitlt am 3'-Ende des Transkripts der Rinder-ProIactin- 
mRNA zu demonstrieren und genau zu b e ~ t i m m e n ~ ~ ~ ] .  Es 
zeigte sich, dalj im Fall von Iso-1-cytochrom c das Y-Ende im- 
mer gleich istC5'], wihrend das 5'-Ende der gleichen mRNA sehr 
unbestimmt ist, wie durch Verlangerung mit Hilfe von Ohgo- 
nucleotid-Primern und der mRNA als Matrize gezeigt wur- 
deC5']. Es gibt keine anderen Methoden, um die 5'- und 3'-Enden 
von mRNAs rnit derselben Genauigkeit zu bestimmen. Die- 
ser Genauigkeitsgrad ist fur die exakte Bestimmung der Trans- 
kriptionsinitiierung und von Terminierungssignalen essen- 
tie11[57? 581. 

Oligonucleotid-gerichtete Mutagenese 

Ich glaube fest daran, daJ es durch die Resultate organischer 
Synthese moglich sein wird, die Entwicklung von Organismen zu 
beeinflussen und Vertinderungen zu produzieren, die all dus, was 
durch konventionelle Ziichtung erreicht werden kann, ubertreffen. 

Emil Fischer (1917)["1 

The ,,ignis jatuus" of Genetics has been the specific mutagen, 
the reagent that wouldpenetrate 10 (I given gene, recognize i t ,  

and modif:v it in an specific way. 
J. Lederberg1601 

Beim Start des Projekts zur Isolierung des Gens von Hefe-Cy- 
tochrom c wurde mir klar, dalj ich die DNA-Sequenzbestim- 
mung erlernen muI3te. Glucklichenveise hatte ich ab dem Herbst 
2975 ein Jahr lang die Moglichkeit, in Fred Sangers Labor als 
Teil des Teams, das versuchte, die Sequenz des E,-coli-Phagen 
+XI74 aufzuklirenLh'* 621, mit der ,,Plus-minus"-Sequenzie- 
rungsmethode m arbeiten. Es gibt in diesem Genom aus 5386 
Nucleotiden drei Padre iiberlappender Gene[63 651, die sich alle 
auf demselben DNA-Strang befinden, wobei jedes iiber- 
lappende Paar verschiedene Codon-Leserahmen nutzt. Wesent- 
lich fur die Bestimmung der Positionen und Leserahmen dieser 
Gene war das Vorhandensein von Nonsense-Muranten, die 
durch Amber- oder Ochre-Suppressoren hemmbar waren. Die- 
ses Nutzen von genau lokalisierten Mutanten eines bestimmten 
Phanotyps unterstrich die Notwendigkeit einer spezifischen mu- 
tagenen Methode, die ein bestimmtes Basenpaar des Genoms als 
Ziel definieren und eine vorbestimmte Anderung mit fur ein 
Genom-Screening geniigend hoher Effizienz einfuhren wurde, 
urn phanotypisch stille Mutanten identifizieren zu konnen. Da 
die DNA das Phagen 4x174 einzelstrangig ist und die komplet- 
te Sequenz seines Genoms bekannt war, war aufgrund unserer 
friiheren Studien, die gezeigt hatten, dadl kleine Oligonucleotide 
aus nur sieben Nucleotiden auch bei einer Fehlpaarung bei nied- 
rigen Temperaturen stabile Doppelstringe bilden konnen (siehe 
Abb. 2 ) ,  anzunehmen, daR Oligonucleotid-gerichtete Mutage- 
nese moglich sein sollte. Es gab uberdies noch weitere nutzliche 
Informationen. So war bekannt, daD Punktmutationen, wenn 
auch mit niedriger Effizienz, ruckgangig gemacht werden kon- 
nen. Dam mu0 mutierte DNA des Phagen 4x174 rnit dem 
komplementlren Strang der DNA des Wildtyps vor der 
Transfektion hybridisiert werdenI6". 67E. Allerdings sind die 
benotigten Fragmente viel linger als die, die wir bereits syn- 
thetisieren konnten, und die niedrige Effizienz schloI3 ein 
Genotyp-Screening aus'", 671. Bei Gesprichen uber dieses Pro- 
blem erkannten Clyde Hutchison (der ebenfalls ein Jahr in 
Fred Sangers Gruppe verbrachte und dessen Kenntnis der Bio- 
logie von 4x174 fur das Sequenzierungsprojekt unschatzbar 
war) und ich, daI3 die Studien von Kornberg und Gou- 

68-701 einen Zugang zu einer mutagenen Methode eroff- 
neten. Sie hatten namlich ge~eigt, daB ein Oligonucleotid aus 
nur neun Nucleotiden an einer kreisformigen Einzelstrangma- 
tnze ais Primer fur E.-coli-DNA-Polymerase 1 fungieren und 
daI3 das Produkt durch enzymatische Ligation in eine geschlos- 
sene kreisformige Doppelhelix iiberfiihrt werden kana  Des wei- 
teren war bekannt, daI3 der GroRteil des Primermolekuls, wahr- 
schemlich wegen der 5'-Exonuclease-Aktivitat der E.-coli- 

1280 Ang-ew. Chem. 1 9 4 ,  106. 1211-1284 



Oligonucleotide in der Biologie AUFSATZE 

DNA-Polymerase aus dem Produkt herausgeschnitten 
istr721. Diese Informationen und unser Wissen iiber die Stabilitat 
von Doppelstrangen rnit einer Fehlpaarung fiihrten zu dem Ent- 
schluR, ein Oligomer aus zwolf Nucleotiden mit einem einzigen, 
zentral positionierten falschen Nucleotid als Primer zu venven- 
den, um rnit 4x1 74-DNA als Matrize und E.-coli-DNA-Poly- 
merase I, in der die 5'-Exonuclease durch Subtilisin inaktiviert 
worden war[73 -751. eine geschlossene kreisformige Doppel- 
strangDNA mit dem Oligonucleotid in einem Strang herzustel- 
len. 

Die Transfektion von E. coli rnit dieser DNA sollte Phagen 
vom Wildtyp und mutierte Phagen hervorbringen. Die fur dieses 
erste Experiment ausgewahlten Mutationen waren das Erzeu- 
gen und Riickgangigmachen einer bekannten Nonsense-Muta- 
tion am3 in der lytischen Funktion, Gen E, von 4x174, da hier- 
fur brauchbare Phanotyp-Screens existierten. Die Mutationen 
beinhalteten die Umwandlung eines Trp-Codons, TGG, und 
eines Amber-Codons, TAG, ineinander durch G-T- und A-C- 
Fehlpaarungen[761. In den ersten Experimenten gelang das Ein- 
fiihren der Mutationen nur mit niedriger Effizienz. Sie konnte 
auf ein ermutigendes Niveau von etwa 15 % nach dem Entfer- 
nen unvollstandig geschlossener Doppelstrange durch Adsorp- 
tion an Nitrocellulose oder Behandlung rnit einer Einzelstrang- 
spezifischen Nuclease unter Bedingungen, bei denen eine einzelne 
Basenfehlpaarung nicht abgebaut wird, angehoben werden["]. 
Weitere Studieii zur Optimierung der mutagenen Bedingungen 
erbrachten Ausbeuten bis zu 39 % mit einem mutagenen Primer 
aus zwolf Nucleotiden und mefibare Mengen an Mutanten mit 
einem mutagenen Heptamer-Primer17'1. DaD die Verwendung 
von Subtilisin-behandelter DNA ein kluger Schachzug war, xi- 
gen Vergleiche dieser Ergebnisse mit denen anderer Studien, in 
denen intakte E.-coli-DNA-Polymerase I verwendet wurde['*]. 

Folgestudien zur Mutagenese des Phagen 4x174 zeigten, dalj 
mit sehr kurzen Oligonucleotiden auRer den beiden Transitions- 
mutationen des ersten Experiments auch Transversionsmutatio- 
nen und Deletionen einzelner Nucleotide moglich ~ a r e n [ ~ ~ ] .  Be- 
zogen aufdas Genom von 4x174 war die Methode also sicherlich 
hochspezifisch leistungsfahig und allgemeingultig. Nun wurde 
es Zeit, die Methode weiter zu verallgemeinern, so dal3 sie auf 
jedes klonierte DNA-Fragment angewendet werden konnte. 
Die icosaedrischen Bakteriophagen wie 4x174 sind keine po- 
tentiellen Vektoren fur rekombinante DNA, da die Menge an 
DNA, die in ihnen angesammelt werden kann, bcgrenzt ist. 
Filamentose Bakteriophagen konnen dagegen zusatzlich in das 
Genom eingebaute DNA unterbringen. Zu der Zeit, als Mark 
Zoller und ich die Verallgeineinerung unserer Methode planten, 
favorisierten viele Leute ein Verfahren, das doppelstrangige re- 
kombinante Plasmide verwendete. Uns schien die Biologie der 
filamentosen Bakteriophagen, die einzelstrangige circulare DNA 
produzieren und sie d a m  als Phagenpartikel reinigen, iiberwil- 
tigend fur Phagen-DNA als Vektor zu sprechen. Nachfolgende 
Entwicklungen in der Biologie rekombinanter Phagen und der 
Konstruktion von PhagemidenL7. 81 haben diese strategische 
Entscheidung gerechtfertigt, obwohl auch fur Plasmid-Mutage- 
nese geeignete Prozeduren existieren'"- *'I. Die Oligonucleo- 
tid-Mutagenese rnit filamentoser Phagen-DNA als Matrize er- 
wies sich als schwieriger als die rnit 4x1 74-DNA, wahrschein- 
lich durch die ausgepragtere Sekundarstruktur bedingt, die die 
Erzeugung eines ringformigen Doppelstranges der vollen Lange 

verhinderte. Folglich mufiten neue mutagene Methoden mit ho- 
herer Ausbeute entwickelt ~ e r d e n [ * ~  ~ 861 . D. le Leistungsfiihig- 
keit der Methode wurde durch unsere erste Beteiligung am Pro- 
tein-Engineering in Zusammcnarbeit mit Greg Winter und Alan 
Fersht anschaulich g e ~ e i g t ' ~ ~ ] .  Dies kiindigte natiirlich auch die 
enorme Haufigkeit an, mit der diese Methode bei Struktur- 
Funktions-Analysen von Proteinen heute eingesetzt wird, was 
ein Merkmal der modernen Biochemie geworden i5t. 

Genotyp-Selektion oder das Suchen nach Mutanten 

Da, das erste Produkt des enzymatischen Einbaus mutagener 
Oligonucleotide in doppelstrlngige, rekombinante DNA ein 
Hetero-Doppelstrang ist, erzeugt die biologische Replikation 
der DNA mutierte und nichtmutierte DNA-Nachkommen, vor- 
ausgesetzt, es gibt keine Asymmetrie im DNA-Repfkationsme- 
chanismus oder asymmetrische Fehlpaarungsreparaturmecha- 
nismen. Tatsachlich ist es mit Standardmethoden moglich, eine 
mutagene Ausbeute von bis zu 50% zu e r ~ i e l e n l ~ ~ ,  851. Bei die- 
sem Ausbeuteniveau ist die DNA-Sequenzbestimmung die 
wirksamste Methode, um die gewiinschte mutierte DNA zu fin- 
den. Doch oft ist die Ausbeute an Mutanten vie1 geringer als 
50%. Meiner Meinung nach liegt das hauptsachlich an der Ver- 
wendung von Matrizen-DNA, die rnit irgendwelchen Oligo- 
nucleotiden aus dem bakteriellen DNA-Abbau kontaminiert 
ist; andere fiihren es auf die biologische Reparatur von Fehlpaa- 
rungen zuriick, die die Sequenz der Matrizen-DNA be- 
gunstigt[80]. Was auch immer der Grund fur die reduzierte 
Mutantenausbeute ist, es werden andere Methoden als die Se- 
quenzbestimrnung fiir die Mutanten-identifizierung gebraucht. 
Die bekannten Methoden lassen sich in zwei Kategorien einord- 
nen : solche, die mutagene Oligonucleotide zur Identifizierung 
mutierter DNA nutzen, und solche, die nach Nachkommen des 
neu synthetisierten, das Oligonucleotid enthaltenden DNA- 
Strangs suchen. 

Die deutlich hohere Stabilitat eines perfekt passenden Oligonu- 
cleotid-Doppelstrangs relativ zu einem Doppelstrdng mit einer 
Fehlpaarung (siehe Abb. 2) zeigt, daR ein mutagenes Oligo- 
nucleotid eine komplementare mutierte DNA identifizieren kon- 
nen sollte. Dieses Prinzip wurde fur die Entwicklung einer Metho- 
de zur Selektion von mutierter DNA genutzt. Bei dieser Methode 
wird die durch Oligonucleotid-Mutagenese hcrgestellte Mischung 
von einzelstrangiger Wildtyp- und mutierter Phagen-DNA als 
Matrize fur die Synthese doppelstrangiger DNA rnit mutagenen 
Oligonucleotiden als Primern unter Bedingungen genutzt, bei 
denen keine Doppelhelix mit Fehlpaarungen entstehen sollte'**]. 
Nach Transfektion in E. coli kann rnit dieser Methode mutierte 
DNA in nahezu 100 % Ausbeute selektiert werden. 

Eine alternative Methode ist die Venvendung eines mutagenen 
Oligonucleotids als Sonde fur mutierte DNA in Plaques, die von 
E. coli rnit mutierten Phagen produziert w ~ r d e n ' ~ ~ ,  841, Wieder- 
um ist die Methode bei der Tdentifizierung mutierter DNA sehr 
zuverlassig. Das gleiche Prinzip wird bei der Identifizierung von 
Punktmutationen in menschlicher DNA genut~t [*~] ,  wobei die 
Komplexitat des Human-Genoms Sonden aus mindestens 
17 Nucleotiden verlangt (siehe Fabelle 1 ) .  

Es wurde eine Reihe von Methoden entwickelt, urn die Nach- 
kommen eines DNA-Strangs, der das mutagene Oligonucleotid 
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enthalt, zu selektieren1801. Zwei davon, die eine basiert auf In-vi- 
vo-, die andere auf In-vitro-Selektion, sind die popularsten und 
am weitesten verbreiteten. Bei der In-vivo-Selektion wird eine 
DNA-Matrize venvendet, in der etwa 1 %I der Desoxythymidin- 
reste durch Desoxyuridinreste ersetzt wurde. Diese Matrize 
wird in doppelstrangige DNA eingebaut. die das mutagene Oli- 
gonucleotid als Teil des in vitro synthetisierten zweiten Strangs 
enthalt. Bei der Transfektion eines passenden E.-coli-Wirts wird 
der Desoxyuridinstrang durch das DNA-Reparatursystem des 
Bakteriums selektiv abgebaut, so dalj sich die Nachkommen 
hauptsachlich vom mutierten Strang herleiten['Ol. Rei der In-vi- 
tro-Selektion wird als Matrize normale DNA des rekombinan- 
ten Phagen eingesetzt, in deren zweiten Strang das mutagene 
Oligonucleotid mit enzymatisch synthetisierten Thiophosphat- 
brucken zwischen den Nucleotiden eingebaut wurde. Diese sind 
gegen eine Spaltung durch Restriktions-Endonucleasen resi- 
stent, wodurch die Matrize eine Kerbe erhalt. Die eingekerbte 
Matrize wird daraufhin von einer Exonuclease partiell abgebaut 
und mit Hilfe einer DNA-Polymerase und einer DNA-Ligase 
repariert. Das Ergebnis ist eine doppelstrangige DNA, die in 
beiden Strangen im wesentlichen mutiert ist und die nach Trans- 
fektion in E. coli hauptsachlich mutierte rekombinante Phagen 
produziert I 9  'I. 

Schluflfolgerung 

Damit schliel3t mein Bericht uber die Nutzung syntheti- 
scher Desoxyribooligonucleotide zur Charakterisierung natiir- 
lich vorkommender Nucleinsauren, den ich so genau, wie ich es 
vermochte, verfaI3t habe, wobei ich immer das diesem Beitrag 
vorangestellte Zitat von Fred Sanger im Auge behielt. Sicher 
gibt es viele andere Anwendungen von Oligonucleotiden in der 
Biologie, besonders die Polyrnerase-Kettenreakti~n~~~~ mit ihren 
zahlreichen Varianten, aber ebenso bei der Synthese von doppel- 
strangiger DNA und bei der Venvendung von Oligonucleotid- 
sonden in vitro und in vivo. Im letzteren Bereich besteht die 
Moglichkeit zur Entwicklung einer ganz neuen Chemie, die auf 
Pharmazeutika, die die Expression bestimmter Gene blockieren, 
und auf Diagnostika gerichtet istry3, 941. 

Im Hinblick auf unsere eigenen Arbeiten ist es sehr befriedi- 
gend, dal3 die 1968 begonnenen Modellstudien Ausgangspunkt 
fur so viele Anwendungen und wissenschaftliche Zusammenar- 
beiten waren (wovon nur wenige in diesem Artikel zitiert sind). 
Das Potential der Oligonucleotid-gerichteten regiospezifischen 
Mutagenese war von Anfang an erkennbar, wie folgendes Zitat 
belegt : 

,,This new method qf mutagenesis has considerable poten- 
tial.. .to define the role of.. .origins of D N A  replication, 
promoters and the sequences for  ribosome-building sites. 

. . . specific mutation within protein structural genes.. .will 
allow precise studies of protein structure-function relationships" 

Hutchison et a1.1'61 

Wir konnten jedoch nicht die Explosion der Zahl der Geniso- 
lierungen, die Verbesserungen der DNA-Sequenzierungsmetho- 
den und die Fortschritte in der chemischen Nucleinsauresynthese 
voraussehen, die seit 1978 stattgefunden haben. Diese fiihrten zu 
einem erstaunlichen Anstieg der Verwendung von regiospezifi- 

scher Mutagenese als analytischem Werkzeug in der Biochemie 
und der Biologie. Dies wurde von kontinuierlichen Verbesserun- 
gen der grundlegenden Methoden und der Vielseitigkeit der regio- 
spezifischen Mutageneser8'- 821 begleitet und loste neue Arten 
wissenschaftlicher Publikationen wie Protein Engineering und 
Protein Science aus. Es ist keine zu grol3e Ubertreibung, wenn 
man sagt, dalj die Vorhersage von Emil Fischer von 1917 erfullt 
und das von Joshua Lederberg 1959 aufgezeigte Dilemma gelost 
ist. 

Meine Karriere in der Nucleinsaureforschung gabe es nicht 
ohne das Beispiel und die Inspiration von Gobind Khorana. AuJer- 
dem stehe ich in der Schuld vieler junger Wissenschaftler, die in 
den letzten dregig Jahren Mitglieder meiner Gruppe waren. Ins- 
besondere rnochte ich Caroline Astell, Shirley Gillam, Patricia 
Jahnke und Mark Zoller nennen, die jiir die lzier vorgestellten 
Studien hauptsachlich verantwortlich waren, sowie Tom Atkinson, 
der die miihsame Aufgabe der manuellen chemischen Synthese von 
Oligonucleotiden auf sich genommen hatte, als es noch keine Syn- 
theseautomaten gab. Zwei wichtige und unentbehrliche Kollegen, 
deren biologische Sachkenntnis und Engagementjiir diese Studien 
wesentlich waren, waren Ben Hall bei der Isolierung des Cyto- 
chrom-c-Gens aus Hefe und Clyde Hutchison bei der Entwicklung 
der Oligonucleotid-gerichteten Mutagenese. Mein Jahr in Fred 
Sangers Gruppe war in seiner Aufregung und Zeitlosigkeit wun- 
derbar. Die Unterstiitzung durch den Forschungsfonds der Natio- 
nal Institutes of Health war wvsentlich, weil sie es mir in den ersten 
Jahren nach dem Verlassen der Khorana-Gruppe ermoglichte, die 
chemische Synthese der Nucleotide Mteiter zu eqforschen. Seit 
1966 hat mir der Medical Research Council of' Canada kontinuier- 
lich diejnanzielle Unterstiitzung gewahrt, die die zuverlassige und 
hochwillkommene Grundlage meiner eher spekulativen Forschungs- 
aktivitaten war. Zeitweise wurde ich auch von &r British Colwn- 
bia Health Research Foundation und vorn National Cancer Insti- 
tute of Canada unterstiitzt. Wahrendder letzten vier Jahre war ich 
wissenschuftlicher Leiter des Canadian Protein Engineering Net- 
work of Centres of Excellence, einer landesweiten Zusammen- 
arbeit zu Protein-Struktur-Funktions-Analysen, die groflziigig 
durch das Network-of Centres-of-Excellence-Programm gejor- 
dert wurde. SchlieJlich war der Campus der University of British 
Columbia seit 1956 zuerst beim British Columbia Research Coun- 
cil, dann beim Fisheries Board of Canada Vancouver Laboratory, 
rneistens im Department of Biochemistry undseit kurzem im Bio- 
technology Laboratory, mein wissenschuftliches Zuhause. Ich bin 
sehr dankbar fur die Atmosphare und Ausstattung, besonders im 
Department of Biochemistry. in dern die hier beschriebenen Stu- 
dien durchgqfihrt wwrden. 

Eingegangen am 19. Januar 1994 [A 501 
Ubersetzt von Dr. Anne-Elisabeth Pakusch, Ludwigshafen 
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