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bereit gestellt, wobei die zwei oder mehr zu assemblierenden DNA-
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VERFAHREN, TRAGER UND KIT ZUR EIN-TOPF-EIN-SCHRITT-ASSEMBLIERUNG
VON DNA-MOLEKULEN

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Ein-Topf-Ein-Schritt-Assemblierung von zwei oder
mehr DNA-Molekiilen zu mindestens einem rekombinanten DNA-Molekiil sowie einen Triger

und ein Kit hierfur.

Das Ziel der synthetischen Biologie ist ein Engineering von lebenden Organismen mit
neuartigen Phénotypen, die in der Natur nicht existieren. Effiziente Methoden fiir das
Zusammenfiigen von DNA-Fragmenten, die fiir die Erstellung von Multigenkonstrukten
erforderlich sind, stellen fundamentale Werkzeuge fiir die synthetische Biologie dar. Mehrere
geeignete Methoden der Neukombination sind in den letzten Jahren entwickelt worden
einschlieBlich der ,,Gibson Assembly“-Methode (Gibson et al. 2009, Nature Methods 6, 343-
345) und des ,,Golden Gate Cloning* (Engler et al. 2008, Plos ONE 3 (11): €3647,
doi:10.1371/journal.pone.0003647). Beide Methoden erlauben das Zusammenfiigen von
multiplen DNA-Fragmenten in einer Ein-Topf-Ein-Schritt-Reaktion mit einer extrem hohen
Effizienz. Mit beiden Methoden enthalten die meisten Kolonien nach einer Transformation der

Neukombinationsreaktion in kompetente E.-coli-Zellen das erwartete Konstrukt.

Obwohl die Verfligbarkeit effizienter DNA-Neukombinations-Methoden das Zusammenfiigen
von DNA-Konstrukten erleichtern kann, ist die Gestaltung einer Klonierungsstrategie immer
noch ein limitierender Faktor. Grofle Multigenkonstrukte erfordern die Planung
aufeinanderfolgender Klonierungsschritte um Schritt fiir Schritt groere Konstrukte mit mehr
Genen zu generieren. Irgendwann enthalten grofle Konstrukte mit hoher Wahrscheinlichkeit
multiple Schnittstellen fiir eine Vielzahl von Restriktionsenzymen, was deren Verwendung fiir
das Einfligen weiterer Gene in das Konstrukt ausschlieBen kann und die Planung einer
Klonierungsstrategic zunchmend schwierig macht. Die Anwendung von
Standardisierungprinzipien in solchen Systemen kann eine Lésung dieses Problems
ermoglichen. Standardisierung von Teilen besteht in der Definition von Standardstrukturen flir
Konstrukte, die die Sequenzen fiir grundlegende genetische Elemente wie Promotoren,
codierende Sequenzen und Terminatoren enthalten. Solche biologischen Standardteile

(Grundbausteine) werden von Restriktionsschnittstellen flankiert. Restriktionsenzyme fiir diese
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Stellen werden dann fiir das Zusammenfiigen von diesen DNA-Fragmenten verwendet, um z.B.
Transkriptionseinheiten zu generieren. Einige Restriktionsschnittstellen kdnnen von internen
Sequenzen der Basismodule auch bewusst eliminiert werden, um die Verwendung der
betreffenden Enzyme fiir weitere Assemblierungsschritte zu erméglichen. Mehrere
Standardprozeduren sind vorgeschlagen worden, die sich in der Wahl der die Basismodule
flankierenden Restriktionsschnittstellen unterscheiden (Cassini et al. 2015, Nat Rev Mol Cell
Biol 16(9) 568-576). Das ,,Modular Cloning (MoClo)“-System ist ein Beispiel fiir eine solche
standardisierte Klonierungsprozedur (Weber et al. 2011, Plos ONE, 6(2): ¢16765, doi:
10.1371/journal.pone.0016765; Patron et al. 2015, New Phytol., 208, 13-19).

Die Verwendung von standardisierten Einzelteilen erleichtert das Zusammenfiigen grofler
Konstrukte, da eine universelle Klonierungsstrategie eingeschlagen werden kann, die
unabhingig von der Natur der einzelnen Teile ist, die neu kombiniert werden sollen. Sie
erleichtert ebenfalls die Wiederverwendung von Einzelteilen in vielen unterschiedlichen
Konstrukten, da alle Module vom gleichen Typ die gleichen Assemblierungseigenschaften
haben und daher gegen andere Teile vom gleichen Typ ausgetauscht werden kénnen.
Beispiclsweise kann ein Promotor, der als Standardteil kloniert ist, fiir die Assemblierung von
Transkriptionseinheiten gegen jeden anderen Standardpromotor ausgetauscht werden und es

kann die gleiche Assemblierungprozedur verwendet werden.

Ein zusitzlicher Vorteil solcher standardisierter Module ist die Tatsache, dass diese Einzelteile
auch von Wissenschaftlern anderer Laboratorien verwendet werden kénnen, die die gleichen
Standards benutzen. Man kann somit erwarten, dass diec Anzahl solcher Module erheblich
wichst, da Teile mit den gleichen Standards von vielen verschiedenen Laboratorien konstruiert
und benutzt werden kénnen. Die Anzahl solcher biologischer Module, die fiir Zwecke der
synthetischen Biologie generiert werden kdnnen ist theoretisch unbegrenzt. Beispielsweise
konnten alle codierenden und regulatorischen Sequenzen irgendeines lebenden Organismus
kloniert werden und als standardisierte biologische Module genutzt werden solange sie mit
einem definierten Standard kloniert werden. Zusétzlich zu Modulen abgeleitet von lebenden
Organismen kénnen auch synthetische Module, die in der Natur nicht existieren, generiert

werden. Beispielsweise konnen Bibliotheken von synthetischen Promotoren erstellt werden, die
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Segmente definierter Sequenzen sowie auch Segmente degenerierter Sequenzen enthalten

(Briickner et al. 2015, Plant J. 82, 707-716).

Sobald solche biologischen Grundmodule erstellt worden sind, miissen sie fiir den spéteren
Gebrauch gesichert werden. Solche DNA-Module werden gewohnlich als gereinigte Plasmid-
DNA in einer Pufferlésung gefroren bei —20 °C aufbewahrt. Alternativ konnen diese Module
auch als Glycerinkulturen bei —80 °C aufbewahrt werden. Die Glycerinkultur enthélt einen
Bakterienstamm, der mit der das Standardmodul enthaltenden Plasmid-DNA transformiert
worden ist. In diesem Fall muss vor der Verwendung in einer neuen Klonierung DNA aus frisch
kultivierten E.-coli-Zellen extrahiert werden. Da iiblicherweise nicht die gesamte extrahierte
und gereinigte Plasmid-DNA in einem Experiment verwendet wird, wird der Rest gewohnlich

bei —20 °C wie oben beschrieben fiir den weiteren Gebrauch eingefroren.

Es gibt zwei Probleme bei der Aufbewahrung von gereinigter Plasmid-DNA bei —20 °C.
Erstens, die Aufbewahrung von DNA bei niedriger Temperatur, d.h. —20°C, ist sehr
kostenaufwendig. Wihrend das fiir eine begrenzte Anzahl von Proben noch akzeptabel ist,
wirde dieses fiir eine sehr grofle Probenzahl sehr teuer werden und eine grofle Anzahl von
Gefriergeriten erfordern. Ein zweites Problem ist die Verschlechterung der DNA-Qualitdt mit
steigender Lagerdauer selbst bei einer Lagerung bei —20°C. Dieses kann zu reduzierter

Klonierungseffizienz oder sogar zum Scheitern von DNA-Assemblierungsreaktionen fiithren.

Eine Alternative zur Lagerung von DNA oder Bakterienstimmen bei —20°C ist deren
Aufbewahrung in trockener Form bei Raumtemperatur. Fiir Klonierungszwecke muss diese
DNA bisher allerdings zunédchst in Wasser oder Puffer solubilisiert und dann in E. coli
transformiert werden. Eine bakterielle Kolonie mit dem transformierten Plasmid wird dann in
Flissigmedium kultiviert, Plasmid-DNA extrahiert und schlielich die DNA-Konzentration der
Plasmidpréparation gemessen. Nachfolgend kann die DNA fiir Klonierungszwecke verwendet

werden. Diese Prozesse sind sehr zeitaufwendig und arbeitsintensiv.

Es besteht nach wie vor ein Bedarf, Assemblierungs- bzw. Klonierungsverfahren zu verbessern,

insbesondere zu vereinfachen und kostengiinstiger zu machen. Aufgabe der vorliegenden
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Erfindung ist es daher, ein einfaches und kostengiinstiges Assemblierungsverfahren fiir DNA-

Molekiile bereit zu stellen.

Zur Losung der Aufgabe wird erfindungsgemil in einem ersten Aspekt ein Verfahren zur Ein-
Topf-Ein-Schritt-Assemblierung von zwei oder mehr DNA-Molekiilen zu mindestens einem
rekombinanten DNA-Molekiil bereit gestellt, wobei die zwei oder mehr zu assemblierenden
DNA-Molekiile in trockener Form auf oder in mindestens einem Triger vorliegend in einem

Reaktionsgefal mit einem geeigneten Reaktionsmedium zusammen gebracht werden.

Das erfindungsgeméfe Verfahren schligt die Verwendung von kostengiinstig lagerfahigen
trockenen DNA-Aliquots zum Einmalgebrauch fiir die dirckte DNA-Assemblierung vor. Die
Erfindung nutzt die Stabilitit und die niedrigen Kosten einer DNA-Lagerung in trockenem
Zustand bei Raumtemperatur aus, und erfordert keine Transformation bakterieller Zellen und

die Extraktion von Plasmid-DNA vor der Klonierung.

Das erfindungsgeméifie Verfahren sicht die Nutzung von DNA vor, die im trockenen Zustand
auf oder in einem geeigneten Trager vorliegt, vorzugweise in Aliquots in einer definierten
Menge. Besonders bevorzugt ist, wenn jedes Aliquot einer trockenen DNA-Probe fiir eine
Assemblierungs- bzw. Klonierungsreaktion ausreichend ist. Diese definierte DNA-Menge kann
z.B. fiir eine leichte Handhabung auf einem kleinen Stiick Filterpapier oder einem
Zellulosepartikel, beispielsweise einem Partikel aus mikrokristalliner Zellulose, aufgebracht
sein. Das Klonieren wiirde dann beispielsweise durch Zugabe eines ersten
Filterpapierstiickchens oder Zellulosepartikels, beispielsweise eines Partikels aus
mikrokristalliner Zellulose, mit beispielsweise einem Insert (codierendes Fragment) in ein
Reaktionsgefal} erfolgen, gefolgt von der Zugabe eines zweiten Filterpapiers oder
Zellulosepartikels mit einem geeigneten Vektor. Fiir den Fall, dass das Klonieren mit dem
,,Golden-Gate-System** mit Restriktionsenzym und Ligase durchgefiihrt wird, wiirde die
Zugabe von Restriktionsligase-Puffer, Restriktionsenzym und Ligase folgen. Bei Verwendung
der ,,Gibson Assembly*“-Methode kénnte die Zugabe von Exonuklease, DNA-Polymerase und
DNA-Ligase folgen. Selbstverstidndlich kann auch das Reaktionsmedium in einem
Reaktionsgefill vorgelegt werden und die DNA-Aliquots werden anschlieend hinzugefiigt.

Wenn alle Komponenten gemeinsam im Reaktionsgefdl vorliegen, kehrt die trockene DNA in
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eine losliche Form zuriick und kann sofort geschnitten und ligiert werden, was in der

Assemblierung des gewiinschten Produkts resultiert.

Unter einem ,,Verfahren zur Ein-Topf-Ein-Schritt-Assemblierung von zwei oder mehr DNA-
Molekiilen* oder einer ,,Ein-Topf-Ein-Schritt-Assemblierungsmethode® werden hier Verfahren
wie das ,,Golden Gate*- oder ,,Gibson-Assembly*“-Verfahren verstanden, bei denen die
Synthese des resultierenden rekombinanten DNA-Molekiils, beispielsweise eines
Klonierungsvektors, in einem Schritt und in einem Reaktionsgefdl durchgefiihrt werden kann.
Solche Verfahren unterscheiden sich von anderen Standard-Klonierungsmethoden dadurch,
dass DNA-spaltende bzw. -abbauende und DNA-ligierende bzw. aufbauende Prozesse
nebeneinander ablaufen kénnen, ohne dass die Synthese dadurch beeintrachtigt wiirde.
Beispielsweise erfordert das ,,Golden-Gate-Verfahren keine getrennten Schritte fiir
Restriktionsverdau und Ligation, wihrend dies bei anderen Standard-Klonierungsmethoden
notig ist, was darauf zuriickgeht, dass ligierte DNA-Fragemente nach der Ligation neu verdaut
werden konnen, da die Restriktionsenzym-Schnittstellen fiir die Klonierung durch den

Ligationsschritt wiederhergestellt werden.

Der Begriff ,,Assemblierung von zwei oder mehr DNA-Molekiilen* bedeutet die In-vitro-
Synthese von zwei, drei, vier oder auch mehr, vorzugsweise unterschiedlichen, DNA-
Molekiilen zu einem einzigen DNA-Molekiil. Beispiclsweise kann ein Empfangervektor mit
DNA-Molekiilen, die codierende oder regulatorische DNA-Sequenzen bilden oder enthalten, zu
einem Klonierungsvektor assembliert werden. Der Begriff ,,zwei oder mehr DNA-Molekiile* ist
dabei selbstverstiandlich nicht einschrinkend so zu verstehen, dass er sich nur auf die genannte
Anzahl von Molekiilen bezieht, beispielsweise ein einzelnes DNA-Molekiil A und ein einzelnes
DNA-Molekiil B. Vielmehr ist die Formulierung so zu verstehen, dass mindestens ein erstes
DNA-Molekiil (z.B. ein Empfangervektor) mit mindestens einem zweiten, vorzugsweise vom
ersten verschiedenen, DNA-Molekiil (z.B. mit einer codierenden DNA-Sequenz) assembliert
wird. Ein mit einem anderen DNA-Molekiil zu assemblierendes DNA-Molekiil kann
beispielsweise auch in einem gréfBeren Nukleinsduremolekiil bzw. -konstrukt, das linear oder
ringformig geschlossen sein kann, z.B. in einem Plasmid, enthalten sein, aus dem es im Verlauf

der Reaktion herausgeschnitten und mit dem anderen DNA-Molekiil assembliert wird.
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Unter einem ,,gecigneten Reaktionsmedium* wird hier ein vorzugsweise wissriges fliissiges
Medium verstanden, in dem die trockenen DNA-Molekiile sich 1osen und unter geeigneten
Bedingungen miteinander reagieren kénnen. Es kann sich beispielsweise um eine Pufferlosung
handeln, die ggfs. geeignete Enzyme enthélt wie z.B. DNA-Ligase und ein Restriktionsenzym
des Typs Ils.

Unter einem ,,Mikroreaktionsgefa3* wird hier ein Reaktionsgefdll verstanden, das
Probenvolumina im Bereich von Nanolitern, Mikrolitern und maximal wenigen Millilitern fasst,
beispielsweise von 0,005 bis 2 ml, vorzugsweise von beispielsweise 0,01 ml bis 1,5 ml oder
von 0,05 bis 0,5 ml. Es kann sich beispielsweise um Gefialle aus Kunststoff, z.B. Polypropylen
(PP), mit oder ohne Deckel handeln. Der Begriff umfasst aber auch die Népfe (,,wells*) von

beispielsweise Mikrotiterplatten oder dergleichen.

Wenn hier von einem ,,DNA-Molekiil in trockener Form* gesprochen wird, so bedeutet dies,
dass der Trager mit dem darauf oder darin befindlichen DNA-Molekiil vorzugsweise einen
moglichst geringen Wassergehalt aufweist. Im Falle beispiclsweise eines einfachen
Filterpapiers als Triager kann das bedeuten, dass der Wassergehalt im Wesentlichen dem
entspricht, der sich bei einfacher Lagerung bei Raumtemperatur und Umgebungsfeuchtigkeit
einstellt. Im Falle beispielsweise eines beschichteten Triagers kann der Wassergehalt in der
Umgebung der DNA-Molekiile aber auch deutlich unterhalb der Umgebungsfeuchte liegen. Es
ist auch méglich, auf, in oder an dem Tréger oder in dessen Umgebung ein geeignetes

Trocknungsmittel vorzusehen, um das DNA-Molekiil trocken zu halten.

Mit dem erfindungsgeméfBen Verfahren kann auch die Klonierung von mehr als einem Insert in
einen Vektor unter Einsatz trockener DNA-Aliquots in einem Schritt durchgefiihrt werden.
Beispiclsweise kann die Assemblierung einer Transkriptionseinheit mit einem Promotor, einer
codierenden Sequenz und einem Terminator in einem ausgewdhlten Vektor mittels vier
trockener DNA-Proben durchgefiihrt werden, eine fiir den Empfangervektor sowie drei fiir jede
der Grundeinheiten der Transkriptionseinheit. Alle vier Fragmente, die jeweils auf getrennten
Tragern, z.B. Filterpapierstiickchen oder Zellulosepartikeln, oder auch zumindest teilweise
gemeinsam auf jeweils einem Triger, z.B. Filterpapierstiick oder Zellulosepartikel, vorliegen

kénnen, wiirden zusammen mit Puffer und Enzymen in ein Reaktionsgefal3 gegeben werden,



10

15

20

25

30

WO 2017/133738 PCT/DE2017/200014

analog der Subklonierung eines Fragments wie oben beschrieben. Es ist zwar insbesondere zur
Herstellung eines bestimmten rekombinanten DNA-Molekiils bevorzugt, dass jedes der zu
assemblierenden DNA-Molekiile auf/in einem separaten Tréiger, vorzugsweise in einer fiir die
Klonierung ausreichenden Menge, in getrockneter Form vorliegt. Grundsétzlich ist es aber auch
moglich, dass alle oder ein Teil der DNA-Molekiile auf/in einem gemeinsamen Tréager
vorliegen, beispielsweise der Empfangervektor auf/in einem ersten Triger und
regulatorische/codierende DNA-Molekiile auf/in einem gemeinsamen zweiten Trager. Es ist
auch moéglich, auf/in einem Triger nur einen Typ DNA-Molekiil vorzusehen, um eine
Bibliothek solcher DNA-Molekiile auf/in einem, oder gegebenenfalls auch mehreren Tragern,
bereit stellen zu kdnnen. Beispielsweise konnte auf/in einem oder gegebenenfalls mehreren
Trégern eine Anzahl von mehreren, z.B. 10, 20, 50 oder 100, verschiedenen Promotoren
angeordnet sein. Dies kann vorteilhaft sein, um beispielsweise eine entsprechende Bibliothek
unterschiedlicher DNA-Konstrukte herzustellen, die sich im Promotor unterscheiden. Ebenso
ist es moglich, zwei oder mehr solcher Bibliotheken unterschiedlicher Typen von DNA-
Molekiilen bereit zu stellen, um auf cinfache Weise eine Vielzahl von verschiedenen

Konstrukten herstellen zu konnen.

Das Verfahren eignet sich in besonderer Weise zur Durchfithrung von Assemblierungen von
standardisierten DNA-Molekiilen. Dabei handelt es sich um DNA-Molekiile, die in einer
standardisierten Form vorliegen, in der sie beispielsweise direkt in einem ,,Golden-Gate*- oder
,,aibson-Assembly““~Verfahren einsetzbar sind. Insbesondere sind bei solchen standardisierten
DNA-Molekiilen die Verbindungsstellen, d.h. die zu ligierenden Enden, so aufeinander
abgestimmt, dass eine Assemblierung auch mehrerer DNA-Molekiile in einem Ein-Topf-Ein-
Schritt-Verfahren, beispielsweise einem ,,Golden-Gate*- oder ,,Gibson-Assembly““-Verfahren

ermoglicht ist.

Besonders bevorzugt handelt es sich um DNA-Molekiile, die fiir das ,,Golden-Gate*-Verfahren
geeignet und vorzugsweise dafiir standardisiert sind. Dabei sind die auf oder in dem Triager
vorliegenden zwei oder mehr DNA-Molekiile vorzugsweise jeweils flankiert von
Restriktionsendonuklease-Typ-IIs-Schnittstellen mit entgegengesetzter Orienticrung.
Restriktionsendonukleasen vom Typ-1Is sind Restriktionsendonukleasen, deren Schnittstelle zu

einer Seite aullerhalb von ihrer asymmetrischen nicht-palindronischen Erkennungssequenz
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liegt. Typ-1Is-Restriktionsendonukleasen sind dem Fachmann bekannt. Beispiele fiir
Restriktionsendonukleasen von Typ 11 umfassen Bsal, Bpil, BsmBI, Sapl und Fokl. Der Begriff
,Orientierung® bezieht sich hier auf die Richtung von der Erkennungssequenz der
Restriktionsendonuklease auf der DNA hin zur auBlerhalb davon zu einer Seite liegenden

Schnittstelle.

Wie bereits angegeben, konnen die DNA-Molekiile auf/in dem Tréger in einem groferen DNA-
Konstrukt (linear oder kreisférmig) vorliegen. Die Schnittstellen der Restriktionsendonuklease
vom Typ 1Is sind in diesen Konstrukten vorzugsweise so orientiert, dass nach dem Schneiden
das DNA-Molekiil ohne die flankierenden Erkennungssequenzen resultiert. Im Falle eines
Emfangervektors sind die Schnittstellen beispiclsweise so orientiert, dass bei der durch die
Restriktionsendonuklease katalysierten Spaltungsreaktion aus dem Konstrukt ein
Empfangervektor hervorgeht, der keine Erkennungssequenz der Restriktionsendonuklease vom
Typ-1Is mehr aufweist. Die Erkennungssequenzen der Restriktionsendonuklease vom Typ Ils
liegen daher im Falle eines Empfangervektors als einem der zu assemblierenden DNA-
Molekiile auBerhalb des Emfangervektors, wahrend die Schnittstellen zum Emfangervektor
gerichtet sind. Bei Nicht-Vektor-DNA, beispielsweise regulatorischen oder codierenden
Sequenzen, z.B. Promotoren, Terminatoren etc., verhélt es sich entsprechend so, dass die
Schnittstellen vorzusweise zu dem DNA-Molekiil gerichtet sind. Derartige DNA-Molekiile sind

besonders gut geeignet fiir das ,,Golden-Gate““-Verfahren.

Als Tréger fiir die DNA kommt beispielsweise Filterpapier in Frage. Es kommen jedoch auch
andere Trager in Frage, beispielsweise Zellulosepartikel (Zellulosekiigelchen bzw. Zellulose-
Beads), z.B. Kiigelchen (Beads) aus mikrokristalliner Zellulose (MCC). Es ist lediglich
erforderlich, den Triger mit einer definierten DNA-Menge beladen und den beladenen Triager
handhaben zu kénnen. Zum Beispiel konnte die DNA auch zusammen mit geeigneten
Zuckerverbindungen wie Trehalose und/oder anderen Hilfsmitteln, wie z.B. Polyvinylalkohol,
in Form einer Tablette getrocknet werden. Es ist auch méglich, beispielsweise
Zellulosekiigelchen mit der DNA zu beladen und die Zellulosekiigelchen zu beschichten,
beispielsweise mit Trehalose und/oder anderen Hilfsmitteln, wie z.B. Polyvinylalkohol.
Geeignete Formulierungen fiir Tabletten oder Beschichtungen sind dem Fachmann bekannt.

Vorzugsweise wird die Formulierung oder Beschichtung so gewihlt, dass sie sich in dem
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Reaktionsmedium leicht aufldst, um das DNA-Molekiil freizusetzen. Der Triager kann eine
beliebige Grofe aufweisen, ist vorzugsweise aber so ausgestaltet und dimensioniert ist, dass er
individuell als Ganzes und unverdndert in einem Mikroreaktionsgefdll angeordnet werden kann,
Der Trager kann ggfs. beispielsweise auch farblich markiert sein, um eine einfache optische

Unterscheidung zu erméglichen.

In einem zweiten Aspekt betrifft die Erfindung auch einen Tréger fiir den Einsatz in einem
erfindungsgeméBen Verfahren nach dem ersten Aspekt, umfassend mindestens ein in trockener
Form vorliegendes DNA-Molekiil, das mit einem anderen DNA-Molekiil assemblierbar ist,
wobei der Triger mit dem DNA-Molekiil so ausgestaltet und dimensioniert ist, dass er
individuell als Ganzes und unverdndert in einem Mikroreaktionsgefdll angeordnet werden kann,
und wobei der Triger das DNA-Molekiil in einer Menge umfasst, die fiir eine
Assemblierungsreaktion ausreicht. Beispiele fiir einen moglichen Trager sind ein
Filterpapierstiick oder ein Zellulosepartikel geeigneter Form und Grofe oder eine Tablette
geeigneter GrofBe und Zusammensetzung mit dem darin enthaltenen DNA-Molekiil. Es ist auch
moglich, eine Mischung aus dem DNA-Molekiil und beispielsweise einem Zucker, z.B.
Trehalose, oder einer anderen Substanz oder Zusammensetzung herzustellen, die bei Trocknung
eine das DNA-Molekiil umfassende Matrix bildet, die Mischung auf einen Triger, z.B.
Filterpapier oder Zellulosekiigelchen, aufzubringen und zu trocknen. Es ist zwar bevorzugt,
dass auf einem Trager lediglich ein bestimmtes DNA-Molekiil (z.B. einen Promotor, einen
Terminator oder dergleichen, ggfs. in einem DNA-Konstrukt, z.B. einem Plasmid enthalten)
vorliegt. Es ist grundsitzlich aber auch mdéglich, zwei oder mehrere DNA-Molekiile auf einem

Trager vorzuschen.

Die Formulierung, wonach der Tréger ,,s0 ausgestaltet und dimensioniert ist, dass er individuell
als Ganzes und unverindert in einem Mikroreaktionsgefdl angeordnet werden kann* bedeutet
insbesondere, dass der Trager mit dem darauf oder darin befindlichen DNA-Molekiil
ausreichend klein und stabil ist, um per Hand oder auch maschinell, z.B. per Roboter, in ein
Mikroreaktionsgefi3, z.B. ein 1,5-ml-Reaktionsgefdl3, verbracht zu werden. Beispiele fiir
geeignete Triger sind quadratische Filterpapierstiicke mit beispielsweise 0,5x0,5 mm, 1x1 mm,
1,5x1,5 mm oder 2x2 mm Kantenldnge, oder runde Filterpapierstiicke oder Zellulosebeads mit

beispielsweise einem Durchmesser von 0,5-3, vorzugsweise 0,5-2,5, besonders bevorzugt 0,5—
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2 mm Durchmesser. Es kommen aber grundsétzlich auch sehr viel kleinere Triger,

beispielsweise von unter 0,5 mm Kantenldnge oder Durchmesser in Frage.

Die Formulierung, wonach der Tréger ,,das DNA-Molekiil in einer Menge umfasst, die fiir eine
Assemblierungsreaktion ausreicht™ bedeutet insbesondere, dass auf oder (beispielsweise im Fall
einer Tablette) in dem Tréger in trockener Form eine solche Menge des jeweiligen DNA-
Molekiils vorhanden ist, dass nach Losung des DNA-Molekiils in der Reaktionsldsung eine
Assemblierungsreaktion stattfindet. Eine ausreichende Menge ist insbesondere eine solche
Menge, die ausreicht, um eine Menge rekombinantes DNA-Molekil zu erzeugen, die fiir
beispielsweise eine Transformation von E-coli-Zellen ausreicht. Eine ausreichende Menge kann
beispielsweise eine auf/in dem Triger vorliegende Menge von 1-100 oder mehr fmol sein,

beispielsweise eine Menge von 5, 10, 20, 25, 30 oder 40 fmol.

Die Erfindung stellt in einem dritten Anspekt auch ein Kit zur Durchfiihrung des
erfindungsgemiflen Verfahrens bereit, wobei das Kit mindestens einen Triager gemifl dem oben
beschriebenen zweiten Aspekt der Erfindung umfasst. Vorzugsweise umfasst das Kit zwei oder
mehr zu assemblierende DNA-Molekiile, wobei jedes der zwei oder mehr DNA-Molekiile
vorzugsweise auf/in einem separaten Triger in einer fiir die Assemblierung ausreichenden

Menge vorliegt.

Bei den DNA-Molekiilen handelt es sich vorzugsweise um standardisierte DNA-Molekiile,
besonders bevorzugt um an das ,,Golden-Gate“-Verfahren angepasste DNA-Molekiile, wie
oben beschrieben. Das erfindungsgeméife Kit kann, muss aber nicht, alle fiir eine bestimmte
beabsichtigte Assemblierung erforderlichen DNA-Molekiile umfassen. Beispielsweise kann das
Kit auch einen Satz von Promotoren enthalten, jedoch keinen Terminator und/oder einen
Vektor. Das Kit kann auch blo einen Satz eines Typs von DNA-Molekiilen umfassen,

beispielsweise einen Satz von Promotoren, wie oben bereits erwéhnt.

Bevorzugt umfasst das erfindungsgeméfe Kit auch a) eine Restriktionsendonuklease vom Typ
IIs und eine DNA-Ligase oder b) eine Exonuklease, eine DNA-Polymerase und eine DNA-
Ligase. In diesen bevorzugten Ausfithrungsformen ist das Kit besonders geeignet zur

Durchfiihrung des ,,Golden-Gate**- oder ,,Gibson-Assembly*-Verfahrens fiir die Klonierung.
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Die Erfindung wird im Folgenden anhand der beigefligten Figuren und Ausfiihrungsbeispielen

rein zu Veranschaulichungszwecken nidher beschrieben.

Figur 1 Schematische Darstellung einer Ausfiihrungsform des erfindungsgeméfen Verfahrens.

Figur 2 Schematischer Aufbau von Insert- und Vektor-Plasmiden fiir den Einsatz bei der in
Figur 1 dargestellten Ausfiihrungsform des erfindungsgemif3en Verfahrens fiir den Fall einer

,,Golden-Gate“-Klonierung.

Figur 1 zeigt schematisch eine Ausfiihrungsform des erfindungsgeméfen Verfahrens. Aliquots
einer DNA-Préparation 1 des Empfangervektors und einer DNA-Priparation 2 eines Inserts
werden in geeigneter Menge auf separate Filterpapierscheiben 3 aufgebracht. Die mit DNA
beladenen Filterpapierscheiben 3 werden getrocknet und bis zur Verwendung in trockener
Umgebung z.B. bei Raumtemperatur gelagert. Jeweils eine Filterpapierscheibe 3 mit Vektor-
und Insertpriparation wird in ein Reaktionsgefd3 4 gegeben und mit einer Reaktionslosung in
Kontakt gebracht, die beispiclsweise Restriktionsenzym und Ligase enthélt. Nach Inkubation
der Assemblierungsreaktionsmischung wird beispielsweise E. coli mit dem in dem fliissigen

Uberstand enthaltenen rekombinanten Plasmid transformiert.

Ausfiihrungsbeispiele

Beispiel 1

40 fmol (2,4 uL) von Plasmid pICH50251 (Aufbau siche Fig. 2 links; dargestellte
Sequenzabschnitte in den SEQ ID NO: 1, 2) wurden auf ein kleines Stiickchen Filterpapier 3
(quadratisch mit 2 mm Kantenldnge) pipettiert, das aus einem groferen Filterpapier (Sartorius,
Klasse 6, 80g/m2 FT 3-312-070) ausgeschnitten wurde. 40 fmol (1,8 uL) Plasmid pAGM6752
(s. Figur 2, rechts; dargestellte Sequenzabschnitte in den SEQ ID NO: 3, 4) wurden auf ein
zweites Filterpapierstiickchen 3 von dhnlicher Grof3e und Beschaffenheit pipettiert. Die beiden
Filterpapierstiickchen 3 wurden dann bei Raumtemperatur getrocknet und fiir 24 h trocken

aufbewahrt.
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Die beiden Filterpapierstiickchen 3 wurden in ein 1,5 mL Reaktionsgefall 4 gegeben und mit 3
uL 10x Promega Ligasepuffer, 1,5 uL. Bsal (15 Units, NEB), 1,5 uL Ligase (4,5 Units,
Promega) und 24 uL. Wasser fiir ein Gesamtreaktionsvolumen von 30 uL versetzt. Das
Reaktionsgefall 4 wurde 1 h bei 37°C inkubiert, gefolgt von 5 min bei 50 °C und 5 min bei

80 °C.

Die gesamte Ligationsreaktion wurde in 50 puL E. coli DH10b kompetente Zellen mittels
Hitzeschock transformiert. 500 pL LB Flissigmedium wurden zu den Zellen zugefiigt und fiir
45 min bei 37°C inkubiert. 50 uL dieses Transformationsansatzes wurden auf
Selektionsmedium ausplattiert. Eine ungefahr gleiche Anzahl von blauen und weilen Kolonien
wurde erhalten (jeweils etwa 130 Kolonien). Vier weille Kolonien wurden gepickt und in
Flissigmedium kultiviert. Daraus wurde Plasmid-DNA isoliert, mit Restriktionsverdau

analysiert, und als korrespondierend zu dem erwarteten Konstrukt befunden.

Dieses Ergebnis zeigt, dass die Klonierung direkt aus der getrockneten, auf einen
Filterpapiertrager aufgebrachten DNA-Probe erfolgen kann, ohne die Notwendigkeit, den
Vektor und das Insert-DNA-Fragment in Bakterienstimme fiir Plasmidpréparationen

ruckzutransformieren.

Beispiel 2

DNA von den Plasmiden pICH47732 (Insert; dquivalent zu Plasmid pICH50251 hinsichtlich
der Restriktionsstellen fiir die ,,Golden Gate*“-Assemblierung; Aufbau s. Fig. 3 links;
dargestellte Sequenzabschnitte in den SEQ ID NO: 5, 6) und pICH42301 (Vektor; dquivalent zu
dem Plasmid pAGM6752 hinsichtlich der Restriktionsstellen fiir die ,,Golden-Gate*-
Assemblierung; s. Fig. 3 rechts; dargestellte Sequenzabschnitte in den SEQ ID NO: 7, 8)
wurden unter Verwendung des Macherey-Nagel-Miniprep-Kits ,,NucleoSpin® Plasmid*
aufbereitet. Die DNA-Konzentrationen, die unter Verwendung eines ,,NanoDrop*“-UV-Vis-
Spektralphotometers (Thermo Fisher Scientific Inc.) gemessen wurden, betrugen 275 ng und

172 ng pro Mikroliter bzw. 89 und 82 fmol pro Mikroliter.
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DNA fiir beide Plasmide wurde getrennt zu sterilen MCC-Beads, d.h. Kiigelchen aus
mikrokristalliner Zellulose (Cellets® 700, HARKE Pharma GmbH), in zwei separaten

Reaktionsgefalen gegeben und jeweils vier gesonderten Behandlungen unterzogen:

Behandlung 1: Zu etwa 55 Kiigelchen in einem 1,5-ml-Reaktionsgefal wurden 10 uL DNA und
10 uL Wasser gegeben.

Behandlung 2: Zu etwa 55 Kiigelchen in einem 1,5-ml-Reaktionsgefal wurden 10 uL DNA und
10 uL einer 5% Trehalose-Losung (steril) gegeben.

Behandlung 3: Zu etwa 55 Kiigelchen in einem 1,5-ml-Reaktionsgefal wurden 10 uL DNA und
10 uL einer 4% PVA-Losung (4% Polyvinylalkohol in 200 mM Tris-HCI, pH 8,0; steril)
gegeben.

Behandlung 4: Zu etwa 55 Kiigelchen in einem 1,5-ml-Reaktionsgefdl wurden 10 uL DNA und
10 uL einer Trehalose-PVA-Ldsung (2% Trehalose, 4% Polyvinylalkohol, in 200 mM Tris-
HCI, pH 8,0; steril) gegeben.

DNA und Kiigelchen der 8 Reaktionsgefdfle wurden iiber Nacht bei Raumtemperatur
luftgetrocknet. Die zugegebene DNA-Menge sollte fiir jedes Plasmid 15 bis 16 fmol pro
Kiigelchen betragen.

Am folgenden Tag wurden jeweils ein mit pICH47732 beschichtetes Kiigelchen und ein mit
pICH42301 beschichtetes Kiigelchen (beide aus der gleichen Behandlung) in ein gemeinsames
PCR-Reaktionsgefial gegeben. Dazu wurden 12 pl steriles H,O, 1,5 pLL 10x Ligationspuffer, 1
uL Ligase und 0,5 pl Bsal-Restriktionsenzym gegeben. Das Reaktionsgefdall wurde
verschlossen, mit den Fingern angestof3en und dann in einen Thermocycler mit den folgenden
Parametern gebracht: 4 Stunden Inkubation bei 37 °C, gefolgt von 5 min Inkubation bei 50 °C
und 5 min bei 80 °C. Der Uberstand wurde mittels Hitzeschock in kompetente E.-coli-Zellen
transformiert. 30 uL der 565 uL Transformationsmischung wurden auf LB-Platten plattiert, die

X-Gal und Carbenicillin enthielten. Die Platten 1 bis 4 wiesen die folgenden Kolonien auf:
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Behandlung 1: 155 weille Kolonien, geschitzt 23250 fiir die gesamte Transformation.
Behandlung 2: 282 weille Kolonien, geschitzt 42300 fiir die gesamte Transformation.
Behandlung 3: 196 weille Kolonien, geschitzt 29400 fiir die gesamte Transformation.

Behandlung 4: 143 weille Kolonien, geschitzt 21450 fiir die gesamte Transformation.

Fiir alle Behandlungen war die Mehrzahl der Kolonien weill und eine Minderheit blau. Aus
zwel weilen Kolonien pro Behandlung wurde DNA extrahiert. Bei allen wurde gefunden, dass

sie das korrekte Konstrukt enthielten.

Das Klonieren unter Verwendung von MCC-Beads, die mit trockener DNA beschichtet sind,

erwies sich somit als sehr effizient.

Weitere Experimente wurden durchgefiihrt, um eine ldngere Trocknungszeit vor dem Klonieren

zu testen und die Zusammensetzung der DNA-LGsung zu variieren.

DNA fiir beide Plasmide wurde getrennt zu sterilen MCC-Beads (Cellets® 700, HARKE
Pharma GmbH) in zwei getrennten Reaktionsgefdlen gegeben und den folgenden drei

Behandlungen unterzogen:

Behandlung 5: Zu etwa 55 Kiigelchen in einem 1,5 ml Reaktionsgefal wurden 10 uL. DNA und
10 uL einer sterilen 4% PVA-Losung (4 % Polyvinylalkohol in 200 mM Tris-HCI, pH 8,0)

gegeben (gleiche Zusammensetzung wie Behandlung 3).

Behandlung 6: Zu etwa 55 Kiigelchen in einem 1,5 ml Reaktionsgefdl wurden 10 uL. DNA,
4 uL einer sterilen 4% PVA-Losung (4% Polyvinylalkohol in 200 mM Tris-HCI, pH 8,0) und
6 uL. Wasser gegeben.

Behandlung 7: Zu etwa 55 Kiigelchen in einem 1,5 ml Reaktionsgefdl wurden 10 uL. DNA,
2 uL einer sterilen 4% PVA-Losung (4 % Polyvinylalkohol in 200 mM Tris-HCI, pH §,0) und

8 uL Wasser zugegeben.

DNA und Kiigelchen der 6 Reaktionsgefa3e wurden bei Raumtemperatur luftgetrocknet.
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Zwei Wochen spiter wurden Klonierungsreaktionen mit einem Kiigelchen des Inserts und
einem Kiigelchen des Vektors, wie zuvor fiir die Behandlungen 1 bis 4 beschrieben,
durchgefiihrt. Die Transformation wurde wie fiir das vorhergehende Experiment beschrieben

durchgefiihrt, was die folgende Anzahl von Kolonien ergab:

Behandlung 5: 250 weille Kolonien, geschitzt 37500 fiir die gesamte Transformation.
Behandlung 6: 181 weille Kolonien, geschitzt 27150 fiir die gesamte Transformation.

Behandlung 7: 172 weille Kolonien, geschitzt 25800 fiir die gesamte Transformation.

Diese Ergebnisse zeigen, dass die Kiigelchen fiir mindestens 2 Wochen bei Raumtemperatur

stabil sein kénnen und nach wie vor fur eine effiziente Klonierung geeignet sind.
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PATENTANSPRUCHE

1. Verfahren zur Ein-Topf-Ein-Schritt-Assemblierung von zwei oder mehr DNA-Molekiilen
zu mindestens einem rekombinanten DNA-Molekil, wobei die zwei oder mehr zu
assemblierenden DNA-Molekiile in trockener Form auf oder in mindestens einem Tréager
vorliegend in einem Reaktionsgefal mit einem geeigneten Reaktionsmedium zusammen

gebracht werden.

2. Verfahren nach Anspruch 1, wobei die auf oder in dem Tréger vorliegenden zwei oder
mehr DNA-Molekiile jeweils flankiert sind von Restriktionsendonuklease-Typ-I1s-

Schnittstellen mit entgegengesetzter Orientierung.

3. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei die zwei oder mehr DNA-
Molekiile auf einem Filterpapierstiick, Zellulosepartikel oder in einer Tablette formuliert

vorliegend in dem Reaktionsgefal mit dem Reaktionsmedium zusammen gebracht werden.

4.  Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei die zwei oder mehr DNA-
Molekiile jeweils auf oder in einem separaten Triger in getrockneter Form vorliegend in dem

Reaktionsgefdal mit dem Reaktionsmedium zusammen gebracht werden.

5. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei die zwei oder mehr DNA-
Molekiile in einem Reaktionsmedium zusammen gebracht werden, das a) eine
Restriktionsendonuklease vom Typ IIs und eine DNA-Ligase oder b) eine Exonuklease, eine

DNA-Polymerase und eine DNA-Ligase enthilt.

6.  Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei die zwei oder mehr DNA-
Molekiile jeweils in einer fiir die Assemblierung ausreichenden Menge auf oder in dem Trager
vorliegend in einem Reaktionsgefal mit einem geeigneten Reaktionsmedium zusammen

gebracht werden.

7. Triger fir den Einsatz in einem Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6, umfassend

mindestens ein darauf oder darin in trockener Form vorliegendes DNA-Molekiil, das mit einem
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anderen DNA-Molekiil assemblierbar ist, wobei der Triger mit dem DNA-Molekiil so
ausgestaltet und dimensioniert ist, dass er individuell als Ganzes und unverindert in einem
Mikroreaktionsgefdl angeordnet werden kann, und wobei der Trager das DNA-Molekiil in
einer Menge umfasst, die fiir eine Assemblierungsreaktion insbesondere nach dem ,,Golden-
Gate*-Verfahren ausreicht, und wobei das DNA-Molekiil jeweils flankiert ist von

Restriktionsendonuklease-Typ-1Is-Schnittstellen mit entgegengesetzter Orientierung.

8. Trager nach Anspruch 7, wobei der Triger ein Filterpapierstiick, ein Zellulosepartikel

oder eine Tablette mit dem darin enthaltenen DNA-Molekiil ist oder umfasst.

9.  Kit zur Durchfithrung des Verfahrens nach einem der Anspriiche 1 bis 6, umfassend

mindestens einen Triager nach Anspruch 7 oder 8.

10. Kit nach Anspruch 9, umfassend zwei oder mehr zu assemblierende DNA-Molekiile,
wobei jedes der zwei oder mehr DNA-Molekiile auf oder in einem separaten Tréager in einer fiir

die Assemblierung ausreichenden Menge vorliegt.

11. Kit nach einem der Anspriiche 9 oder 10, weiterhin umfassend a) eine
Restriktionsendonuklease vom Typ IIs und eine DNA-Ligase oder b) eine Exonuklease, eine

DNA-Polymerase und eine DNA-Ligase.
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aa ggtctc a GCTT ac ga GCTT t gagacc ac
tt AATG g gagacc tt \ gt ggtctc a AATG gc

pICH50251  pAGM6752

rekombinantes
Plasmid

Fig. 2
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ac ggtctc a CGCT gc ga CGCT t gagacc ac
cc GGAG t gagacc gc gt ggtctc a GGAG ag

pICH47732  pICH42301

Bsal

Ligase

cc GGAG ag ga CGCT gc

/

rekombinantes
Plasmid

Fig. 3
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