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Kleine DNA-Ringe als Substrate für
Polymerasen: eine Abschätzung der
Anforderungen an die Gröûe der
Enzymsubstrate**
Miriam Frieden, Enrique Pedroso* und Eric T. Kool*

Im aktiven Zentrum von DNA-Polymerasen sind nach
neuesten Röntgenstrukturanalysen ungefähr fünf Basenpaare
doppelsträngiger DNA in einer linearen, A-förmigen Kon-
formation gebunden.[1] Polymerasen sind relativ groûe Pro-
teine aus ca. 600 ± 1000 Aminosäuren mit Ausmaûen von 50 ±
100 �. Trotz der Gröûe dieser Enzyme und der im allge-
meinen starren linearen Konformation ihrer DNA-Substrate
können DNA- und RNA-Polymerasen auch kleine Substrate
umsetzen.

So wurden beispielsweise synthetische einzelsträngige Oli-
godesoxynucleotidringe als Substrate für Polymerasen unter-
sucht.[2, 3] Interessanterweise erwiesen sich DNA-Ringe mit
nur 26 Nucleotiden (nt) als geeignete Template für DNA-
Polymerasen.[2b] Auch Versuche mit RNA-Polymerasen
(RNAPs) haben gezeigt, daû ringförmige Einzelstrang-DNA

[9] a) R. Noyori, Asymmetric Catalysis in Organic Synthesis, Wiley, New
York 1994 ; b) H. Brunner, W. Zettelmeier, Handbook of Enantiose-
lective Catalysis with Transition Metal Compounds, VCH, Weinheim,
1993 ; c) Metalloporphyrins Catalyzed Oxidations, (Hrsg.: F. Monta-
nari, L. Casella), Kluwer, Dordrecht, 1994.

[10] Kristallstrukturdaten von 1: C72H96N8; M� 1073.57 gmolÿ1; Kristalle
aus Methanol, Kristallabmessungen 0.30� 0.25� 0.20 mm; monoklin,
Raumgruppe P21/c, a� 13.055(1), b� 38.565(1), c� 25.878(1) �, b�
90.65(2)8, V� 13027.5(12) �3; Z� 8, 1ber.� 1.095 g cmÿ3 ; F(000)�
4672; mMo� 0.064 mmÿ1; 38374 gemessene, 21 095 unabhängige,
10015 beobachtete Reflexe (F 2

o > 2sF 2
o� ; Vmax� 25.08 ; R1� 0.079,

wR2� 0.192. ± Kristallstrukturdaten von 2 : C72H92N8; M�
1069.6 gmolÿ1; Kristalle aus Acetonitril, Kristallabmessungen 0.25�
0.20� 0.10 mm; monoklin, Raumgruppe P21/c, a� 13.061(1), b�
38.398(2), c� 25.648(1) �, b� 90.86(1)8, V� 12861.4(13) �3; Z� 8,
1ber.� 1.105 g cmÿ3; F(000)� 4640; mMo� 0.065 mmÿ1; 18 366 gemesse-
ne, 18121 unabhängige, 10352 beobachtete Reflexe (F 2

o > 2sF 2
o� ;

Vmax� 278 ; R1� 0.059, wR2� 0.129. ± Kristallstrukturdaten von 6
(Racemat): C72H88N8Pd2; M� 1278.30 gmolÿ1; Kristalle aus n-Hexan,
Kristallabmessungen 0.25� 0.20� 0.20 mm; triklin, Raumgruppe P1Å,
a� 9.449(1), b� 13.801(1), c� 25.793(1) �, a� 89.78(1), b� 96.51(1),
g� 108.97(1)8, V� 3158.4(4) �3; Z� 2, 1ber.� 1.344 gcmÿ3 ; F(000)�
1336; mMo� 0.618 mmÿ1; 12 403 gemessene, 12403 unabhängige, 7612
beobachtete Reflexe (F 2

o > 2s F 2
o � ; Vmax� 26.08 ; R1� 0.045, wR2�

0.0942. ± Kristallstrukturdaten von 6 ((P,P)-Enantiomer): Kristalle
aus Acetonitril, Kristallabmessungen 0.35� 0.30� 0.25 mm; mono-
klin, Raumgruppe P21, a� 14.131(1), b� 17.714(1), c� 14.226(1) �,
b� 115.47(1)8, V� 3214.9(4) �3; Z� 2, 1ber.� 1.321 gcmÿ3 ; F(000)�
1336; mMo� 0.607 mmÿ1; 13234 gemessene, 13078 unabhängige, 12347
beobachtete Reflexe (F 2

o > 2sF 2
o� ; Vmax� 26.378 ; R1� 0.059, wR2�

0.153; absoluter Strukturparameter (Flack-Parameter): ÿ0.044(13). ±
Nonius-Kappa-CCD-Diffraktometer, Raumtemperatur, MoKa-Strah-
lung (l� 0.71073 �). Die Strukturen wurden mit Direkten Methoden
gelöst und mit F 2 für alle unabhängigen Reflexe verfeinert (Schwer-
atome mit anisotropen, H-Atome mit isotropen Temperaturfakto-
ren); wR2� [Sw(F 2

o ÿF 2
c �2/Sw(F 2

o �2]1/2. Benutzte Programme: zur
Strukturbestimmung SHELXS-97 und zur Verfeinerung SHELXL-
97 (G. M. Sheldrick, Universität Göttingen). Gerechnet wurde auf
den DV-Anlagen des Regionalen Rechenzentrums der Universität zu
Köln. Die kristallographischen Daten (ohne Strukturfaktoren) der in
dieser Veröffentlichung beschriebenen Strukturen wurden als ¹sup-
plementary publication no.ª CCDC-120832 (1), -120833 (2), -121628
(5), -120834 (6, Racemat, -120835 (6, (P,P)-Enantiomer), -120836 (6,
(M,M)-Enantiomer) und -120837 (7) beim Cambridge Crystallogra-
phic Data Centre hinterlegt. Kopien der Daten können kostenlos bei
folgender Adresse in Groûbritannien angefordert werden: CCDC, 12
Union Road, Cambridge CB2 1EZ (Fax: (�44) 1223-336-033; E-mail :
deposit@ccdc.cam.ac.uk).

[11] Weitere Beispiele für Metallkomplexe von 1 und 2 : Lit. [3b].
[12] Für die Messung der magnetischen Suszeptibilität von 7 und die

Auswertung der experimentellen Daten danken wir Dr. E. Bill, Max-
Planck-Institut für Strahlenchemie, Mülheim an der Ruhr.

[13] Übersicht: Y. Okamoto, E. Yashima, Angew. Chem. 1998, 110, 1072;
Angew. Chem. Int. Ed. 1998, 37, 1021.

[14] a) S. A. Matlin, S. J. Grieb, A. M. Belenguer, J. Chem. Soc. Chem.
Commun. 1995, 301; b) S. J. Grieb, S. A. Matlin, A. M. Belenguer,
H. J. Ritchie, J. Chromatogr. A 1995, 697, 271.

[15] Nach der Derivatisierung von Hyperprep Si120 (30 mm) mit Dime-
thyloctylchlorsilan wurden die restlichen SiOH-Gruppen mit Trime-
thylchlorsilan umgesetzt (¹endcappedª). Somit war sichergestellt, daû
die Enantiomerenselektivität der chiralen Beschichtung nicht durch
unspezifische Retention durch das Trägermaterial beeinträchtigt
wurde (siehe auch Tabelle 2).

[16] a) J. Dingenen, J. N. Kinkel, J. Chromatogr. A 1994, 666, 627; b) A.
Werner, Kontakte (Darmstadt) 1989, 3, 50. Eine ausführliche Publika-
tion über Enantiomerentrennungen von Cyclooctapyrrolen mit 8er-
Konformation und ihren Metallkomplexen ist in Vorbereitung.

[17] Im Fall der Enantiomerentrennung von 2 sowie seinem PdII- und CuII-
Komplex 6 bzw. 7 zeigt ein Vergleich der CD-Spektren aller Reinen-
antiomere, daû sich die Elutionsreihenfolge der optischen Isomere
nach der Komplexbildung umkehrt; dem ersteluierten Enantiomer
von 2 entsprechen die zweiteluierten Enantiomere der Zweikern-

komplexe 6 und 7 (jeweils (M,M)-Form) und umgekehrt. Dieses
Ergebnis wird zusätzlich durch die Präparation der enantiomeren
Komplexe aus den Enantiomeren von 2 und den anschlieûenden
Vergleich der CD-Spektren und HPL-Chromatogramme abgesichert.
Bei diesen Untersuchungen ist zu beachten, daû Enantiomere von 2 in
Lösung unter dem Einfluû von Säuren racemisieren können. Arbeitet
man unter basischen Bedingungen (Überschuû von Triethylamin), so
lassen sich die enantiomeren PdII- und CuII-Komplexe 6 bzw. 7 aus den
entsprechenden Enantiomeren von 2 präparieren, ohne daû eine
Racemisierung eintritt.

[18] Eine soeben bekanntgewordene einfache Synthese des Liganden 4
(mit meso-Phenylsubstituenten) erscheint geeignet, das Interesse an
8-förmigen Cyclooctapyrrolen und ihren Metallkomplexen zu steigern:
Y. Katakami, N. Iizuna, J. Setsune, J. Am. Chem. Soc. 1999, 121, 8957.

{19] Anmerkung bei der Korrektur (9. November 1999): Die Synthese
eines Octaporphyrins-(1.0.0.0.1.0.0.0) wurde soeben realisiert. Dieses
Cyclooctapyrrol, das zwei CH-Spacer weniger enthält als 4, vermag
keine 8er-Konformation mehr zu bilden. Einer Röntgenstruktur-
analyse zufolge liegt es in einer Twisted-boat-Konformation vor; J. L.
Sessler, D. Seidel, V. Lynch, J. Am. Chem. Soc. , im Druck.
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mit 34 oder 28 Nucleotiden als Matrizen zur Transkription
dienen können.[3a, 4] Diese überraschenden Ergebnisse geben
Anlaû zu der Frage: Wie klein darf ein DNA-Ring sein, um
noch als Templat für diese Enzyme fungieren zu können?
Indem wir hier zeigen, daû Polymerasen bemerkenswert
kleine ringförmige Template verarbeiten, können wir nicht
nur die Anforderungen dieser wichtigen Enzyme an die
Geometrie ihrer Substrate veranschaulichen, sondern auch
praktische Anregungen für erweiterte Synthesemethoden für
DNAs und RNAs geben.

Um die obengenannte Frage zu beantworten, stellten wir
DNA-Ringe mit 28, 23, 18 und 13 Nucleotiden (1 ± 4,
Abbildung 1) nach bekannten Methoden her.[5] Wir wählten

Abbildung 1. Sequenzen und Strukturen der untersuchten Substrate und
Primer. A) Ringförmige DNA 1 ± 4, komplementäre Primer 5 ± 8 und
lineare DNA 9 ± 12 (Kontrolle). Der Pfeil kennzeichnet die 5'!3'-
Richtung. B) Molekülmodell des an das aktive Zentrum der Polymerase
gebundenen Templat-Primer-Komplexes des ringförmigen 13mers, das
zeigt, wie vier Basenpaare eines Doppelstrangs produziert werden
könnten, ohne daû eine ausgeprägte Verformung des DNA-Rings auftritt.
C) Modelle, die das Gröûenverhältnis zwischen 1 und dem Klenow-
Fragment wiedergeben.

die 28 nt lange DNA als obere Grenze, weil frühere Unter-
suchungen darauf hinwiesen, daû dieses Substrat für beide
Enzymklassen geeignet sein sollte.[2b, 4] Die Sequenzen wur-
den vom HIV-1-gag-Gen übernommen; beim Kopieren durch
die Polymerasen sollten die komplementären DNA- bzw.
RNA-Stränge (Antisense-DNA bzw. -RNA) mit sich wieder-
holenden Sequenzen erhalten werden. Die Basensequenzen
der kleineren Ringe sind Teilmengen der Sequenzen der
gröûeren Ringe. Allen gemeinsam ist die Erkennungssequenz
T!CGA der Restriktionsendonuclease TaqIa.

Um die Eignung dieser DNA-Ringe als Enzymsubstrate zu
prüfen, inkubierten wir die einzelnen Ringe mit DNA-Poly-
merasen, einem komplementären Primer (5 ± 8, Abbildung 1)
und Desoxynucleosidtriphosphaten bzw. mit RNA-Polyme-
rasen und Ribonucleosidtriphosphaten. In Kontrollexperi-
menten untersuchten wir auch die entsprechenden linearen
Formen der DNA-Ringe (9 ± 12, Abbildung 1). Drei DNA-
Polymerasen wurden eingesetzt: Das Klenow-Fragment der
DNA-Polymerase I aus E. coli,
T4-DNA-Polymerase und Seque-
nase 2.0 (eine Mutante der T7-
DNA-Polymerase). Die Experi-
mente ergaben, daû keiner der
vier DNA-Ringe als Substrat von
der T4-DNA-Polymerase und Se-
quenase angenommen wurde.
Dagegen lieferte das Klenow-
Fragment mit drei der vier
DNA-Ringe, einschlieûlich des
13 nt groûen 1, Produkte mit
einer Länge von ca. 300 bis mehr
als 1000 nt (Abbildung 2). Die
linearen DNA-Substrate ergaben
keine langen DNA-Produkte, was
vermuten läût, daû die Ring-
struktur eine Voraussetzung für
die Enzymaktivität ist. Die Pro-
dukte der Umsetzung von 2 wa-
ren kürzer; wir haben bisher kei-
ne Erklärung dafür, aber mögli-
cherweise nimmt diese Sequenz
eine Sekundärstruktur ein, die die
Anlagerung des Primers beein-
trächtigt. Das in drei Fällen auf-
tretende regelmäûige Bandenmu-
ster führen wir darauf zurück, daû
nach jedem Kreisumlauf vor der
Einlagerung von radioaktiv mar-
kiertem dGTP der Aufbau der
Komplementär-DNA unterbro-
chen wird, da das markierte
dGTP in geringer Konzentration
vorliegt. Wie erwartet sind die
Produkte Einzelstrang-DNAs mit
sich wiederholenden Sequenzen
(komplementär zur ringförmigen
Matrizen-DNA), und das geord-
nete Bandenmuster weist auf ei-
nen regelmäûigen Aufbau hin.

Abbildung 2. Produkte der
Umsetzungen der verform-
ten ringförmigen DNA-Tem-
plate 1 ± 4 mit dem Klenow-
Fragment der DNA-Polyme-
rase 1 aus E. coli. Das Auto-
radiogramm des denaturie-
renden Polyacrylamidgels
beweist die Bildung langer
DNA-Produkte (Bahn 1, 3, 5
und 7) und zeigt die TaqIa-
Spaltprodukte dieser Pro-
dukte (Bahn 2, 4, 6 und 8).
Die Bandenverdopplung in
den geradzahligen Bahnen
beruht auf der angewandten
Markierungsmethode.[6]



ZUSCHRIFTEN

3872 � WILEY-VCH Verlag GmbH, D-69451 Weinheim, 1999 0044-8249/99/11124-3872 $ 17.50+.50/0 Angew. Chem. 1999, 111, Nr. 24

Die Spaltung der Produkte mit TaqIa führte zu den
erwarteten kurzen Oligonucleotiden (Abbildung 2).[6] Dies
ist ein weiterer Beweis für die geordnete Synthese des
Komplementärstrangs. Schlieûlich beweist die Sequenzierung
der mit Farbstoff endmarkierten Produkte, daû in allen vier
Fällen die erwarteten, sich wiederholenden Basensequenzen
vorliegen (Experiment mit 1 in Abbildung 3). In diesen
Sequenzen treten bezeichnenderweise einige Fehler auf;
diese rühren wahrscheinlich von generellen Sequenzierungs-
fehlern und von Artefakten wie Rückfaltung und Synthese-
fehlern bei diesen repetitiven polydispersen Produkten her
oder basieren vielleicht auf einer verminderten Genauigkeit
bei diesen ungewöhnlichen Templaten.

Abbildung 3. Die Sequenzierung der mit Farbstoff endmarkierten DNA-
Produkte des Templats 1. Die Pfeile kennzeichnen die von dem ringför-
migen Templat codierten, sich wiederholenden Sequenzen. A) Mit Hilfe
des Klenow-Fragments produzierte DNA. B) Mittels T7-RNA-Polymerase
produzierte RNA. Es ist zu bemerken, daû nur kurze Abschnitte gelesen
werden können, da der Primer sich überall in der sich wiederholenden
Sequenz anlagern kann.

Die linearen und ringförmigen DNA-Template boten wir
auch zwei RNA-Polymerasen, der T7-RNA-Polymerase und
der RNA-Polymerase aus E. coli, als Substrate an. Die
linearen Template lieferten nur sehr kurze RNAs, während
die DNA-Ringe lange RNA-Stränge ergaben (Abbildung 4).
Die E.-coli-RNAP produzierte unter Verwendung des Tem-
plats 4 RNAs mit einer Länge von mehr als 1000 nt. Diese
Polymerase war auch im Fall des cyclischen 23-nt-Templats 3
aktiv, allerdings in geringerem Ausmaû. Hier scheint die
Grenze der Substratgröûe für dieses Enzym zu liegen, da die
kleineren DNA-Ringe mit 18 und 13 Nucleotiden nicht
transkribiert wurden.

Interessanterweise erhielten wir mit der kleineren T7-
RNA-Polymerase völlig andere Resultate. Dieses Enzym
verarbeitet alle vier cyclischen DNA-Substrate unter Bildung
langer RNA-Stränge (Abbildung 4). Bei der Transkription
von 1 wurden kürzere Produkte als im Fall von 3 und 4
erhalten; dies deutet auf eine gewisse Ineffizienz bei der
Verwendung dieses am meisten verformten Templats hin.
Wiederum trat ein regelmäûiges Bandenmuster auf; wir
nehmen an, daû die Synthese bevorzugt durch die Bindung
von GTP an den einzigen dCMP-Baustein der DNA-Ringe

Abbildung 4. Produkte der Umsetzungen der ringförmigen DNA-Tem-
plate 1 ± 4 mit E.-coli-RNA-Polymerase (E) oder T7-RNA-Polymerase (T);
die Templatstruktur (ringförmig oder linear) ist durch Kreise bzw. Linien
angegeben.

startet und nach jedem Umlauf ein teilweiser Syntheseab-
bruch erfolgt.[4] Dieses Bandenmuster beweist erneut, daû die
Polymerase diese sehr kleinen DNA-Substrate verarbeiten
kann. Die Sequenzierung der RNA-Produkte bestätigt, daû
die identifizierbaren Hauptsequenzen den erwarteten, sich
wiederholenden, DNA-codierten Sequenzen entsprechen.
Die Untersuchung der Produkte von 1 deutet auf eine
mindestens elfmalige Wiederholung der Sequenz hin (ent-
sprechend elf Umläufen auf dem DNA-Ring). Dies ist im
Einklang mit der Bandenverteilung im Gel (Abbildung 4), die
zeigt, daû unter Verwendung des kleinsten untersuchten
DNA-Rings mindestens 15 Wiederholungen synthetisiert
werden.

Solche kleinen DNA-Ringe stellen erhebliche topologische
Anforderungen an das aktive Zentrum der Polymerase. Im
Fall der DNA-Polymerasen ist zunächst die Anlagerung eines
Oligonucleotid-Primers an mehrere benachbarte Nucleotide
des Rings notwendig, was bei einer Ringgröûe von nur 13
Nucleotiden allein schon schwierig ist. Anschlieûend muû die
Polymerase diesen Komplex binden, bevor Nucleosidtriphos-
phate an das Ende des Primers angelagert werden. Röntgen-
strukturanalysen von DNA-Polymerasen mit gebundenen
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Doppelstrang-DNAs beweisen, daû die DNA an der Bin-
dungsstelle in dem Enzym gestreckt und in einer sich über
ungefähr fünf Basenpaare erstreckenden A-förmigen Kon-
formation vorliegt.[1] Wenn man annimmt, daû fünf Basen-
paare des Doppelstrangs im aktiven Zentrum produziert
werden, führt dies zu weiteren topologischen Schwierigkeiten
beim cyclischen 13mer. Eine halbe Helixwindung (fünf
Basenpaare) der DNA bewirkt, daû die beiden Enden eines
Strangs fast auf einander gegenüberliegenden Seiten des
Doppelstrangs positioniert sind. Die acht übrigen Nucleotide
könnten zwar nach Modellbetrachtungen (Abbildung 1 B)
diese Distanz überbrücken, aber es ist auch möglich, daû mit
diesen ungewöhnlichen Templaten weniger Basenpaare (viel-
leicht zwei bis vier) im aktiven Zentrum gebildet werden. Da
das 13mer 1 als Templat vom Klenow-Fragment und der T7-
RNA-Polymerase akzeptiert wird, könnten möglicherweise
noch kleinere DNAs als Substrate fungieren, obgleich dies
nach unseren Modellen unwahrscheinlich ist.

Zwar stehen weniger Kristallstrukturen von RNA-Poly-
merasen für Vergleichszwecke zur Verfügung,[7a] doch ist
anzunehmen, daû bei RNA-Polymerasen ähnliche Probleme
auftreten.[7b] Allerdings benötigen die RNAPs gegenüber den
DNA-Polymerasen keinen Primer; sie starten sofort an einer
intakten doppelsträngigen Promotorsequenz. Unter diesem
Aspekt sind unsere Untersuchungsergebnisse sehr ungewöhn-
lich, da die Template erstens eine stark verformte Struktur
aufweisen und zweitens keine Promotorsequenz enthalten.

Die Replikation und Transkription natürlicher DNAs er-
fordert oft die Verarbeitung von speziellen (z.B. ringförmi-
gen) Templaten wie die von Bakterien und Viren. In einem
örtlich begrenzten Ausmaû weisen die bakteriellen und
viralen Genome wegen ihrer Länge aber eine lineare Struktur
auf. Beispielsweise hat das Genom aus E. coli 4.6 Millionen
Basenpaare,[8] und das viel kleinere ringförmige Genom des
Bakteriophagen T7 verfügt noch über 40 000 Basenpaare.[9] Es
ist bemerkenswert, daû Polymerasen aus diesen Organismen
nur 13 nt groûe DNA-Ringe als Template verarbeiten.

Kleine synthetische DNA-Ringe wurden bereits in mehre-
ren Arbeitsgruppen als mögliche Template für DNA- und
RNA-Synthesen untersucht.[2±4] Diese ¹Rolling-circleª-Repli-
kationen (RCR) und -Transkriptionen (RCT) werden zum
Nachweis von Nucleinsäuren und zur In-vitro-Synthese
gröûerer Mengen von DNA und RNA eingesetzt. Die
aktuellen Ergebnisse deuten darauf hin, daû im Prinzip sehr
kurze DNAs enzymatisch an einem ringförmigen, ein Mono-
mer langen Templat synthetisiert werden könnten. So liefert
beispielsweise die Restriktion der Produkte des Templats 3
(Abbildung 2) lineare DNA, ähnlich der Sequenz von Oligo-
nucleotiden, die zur Behandlung von HIV-Infektionen kli-
nisch gestestet wurden.[10]

Experimentelles

1 ± 4 : Die cyclischen Oligodesoxynucleotide wurden nach bekannten
Methoden[5] im 2-mmol-Maûstab hergestellt. Die Rohausbeuten (%)
betrugen: 7 (28mer 4), 9 (23mer 3), 8 (18mer 2) und 7 (13mer 1). 1 wurde
durch halbpräparative HPLC, 2 ± 4 durch präparative Gelelektrophorese in
denaturierendem 20proz. Polyacrylamid (PAGE) gereinigt. Die Produkte
wurden isoliert, indem die Gelabschnitte mit den Produktbanden heraus-
geschnitten, zerkleinert und anschlieûend mit 2m Ammoniumacetat

gewaschen wurden. Salze wurden mittels Chromatographie (Sep Pak
C18, Waters) entfernt. Die Menge der DNA wurde UV-spektroskopisch bei
260 nm bestimmt. Die Ringstruktur der Oligodesoxynucleotide wurde
durch ihre unterschiedliche, gröûenabhängige Mobilität im Gel, ihren
teilweise erfolgenden chemischen und/oder enzymatischen (S1-Nuclease)
Abbau (die Banden der Abbauprodukte entsprachen den erwarteten
linearen, durch Nicks entstandenen Fragmenten)[11] und durch MALDI-
TOF-Massenspektrometrie (in allen Fällen wurden die erwarteten relati-
ven Massen gefunden) nachgewiesen. Die linearen DNAs für die Kontroll-
experimente und die Primer wurden auf einem DNA-Synthesizer (ABI
392) unter Standardbedingungen synthetisiert. Die Entschützung erfolgte
in konz. Ammoniaklösung (12 h bei 55 8C). Nach der Gefriertrocknung
wurden die DNAs durch präparative denaturierende PAGE gereinigt und
UV-spektroskopisch bei 260 nm quantitativ nachgewiesen.

Umsetzungen mit DNA-Polymerasen: Bedingungen bei der Verwendung
des Klenow-Fragments der DNA-Polymerase I (Pharmacia): 1 mm ringför-
miges oder lineares (Kontrolle) DNA-Substrat, 1 mm Primer, 3 U Enzym,
jeweils 0.5 mm dATP, dTTP und dCTP, 60 mm dGTP (Roche, Mannheim),
0.30 mCi [a-32P]dGTP, Pufferlösung (pH 7.5), die 50 mm Tris ´ HCl, 10 mm
MgCl2, 1 mm Dithiothreit (DTT) und 50 mgmLÿ1 acetyliertes Rinderserum-
albumin (BSA) enthielt, Volumen der Reaktionslösung: 15 mL. ± Bedin-
gungen bei der Verwendung von T4-DNA-Polymerase (Gibco BRL): 1 mm
ringförmiges oder lineares DNA-Substrat, 1 mm Primer, 3.75 U Enzym,
jeweils 0.5 mm dATP, dTTP und dCTP, 60 mm dGTP (Roche, Mannheim),
0.30 mCi [a-32P]dGTP, Pufferlösung (pH 7.9), die 33 mm Tris ´ Acetat, 66 mm
NaOAc, 10 mm Mg(OAc)2, 100 mg mLÿ1 acetyliertes BSA und 0.5 mm DTT
enthielt, Volumen der Reaktionslösung: 15 mL. ± Bedingungen bei der
Verwendung von T7-Sequenase 2.0 (Pharmacia): 1 mm ringförmiges oder
lineares DNA-Substrat, 1 mm Primer, 4.5 U Enzym, jeweils 0.5 mm dATP,
dTTP und dCTP, 60 mm dGTP (Roche, Mannheim), 0.30 mCi [a-32P]dGTP,
Pufferlösung (pH 7.5), die 40 mm Tris ´ HCl, 20 mm MgCl2 und 50 mm NaCl
enthielt, Volumen der Reaktionslösung: 15 mL. ± Die Reaktionsgemische
(15 mL) wurden 1.5 h bei 37 8C inkubiert. Anschlieûend wurde die gleiche
Menge einer Stopplösung (30 mm EDTA, 8m Harnstoff) zugegeben. Das
Gemisch wurde 2 min auf 90 8C erhitzt, mit Eis gekühlt und auf ein
denaturierendes 10proz. Polyacrylamidgel (0.4 mm dick) gegeben.

Umsetzungen mit RNA-Polymerasen: Bedingungen einer ¹Rolling-circleª-
Transkription mit interner Markierung: 1 mm ringförmiges oder lineares
DNA-Substrat, 3 U E.-coli-RNA-Polymerase-Holoenzym (Roche, Mann-
heim) oder 25 U T7-RNA-Polymerase (New England Biolabs), jeweils
0.5 mm ATP, GTP und CTP (Pharmacia Biotech), 60 mm UTP (Roche,
Mannheim), 0.30 mCi [a-32P]UTP, Pufferlösung (pH 8.1), die 25 mm Tris ´
HCl, 20 mm NaCl, 12 mm MgCl2, 0.4 mm Spermin ´ HCl (Sigma),
100 mgmLÿ1 acetyliertes BSA (New England Biolabs) und 10 mm DTT
enthielt, 12.5 U mLÿ1 RNase-Inhibitor (Promega), Volumen der Reak-
tionslösung: 15 mL. Das Reaktionsgemisch wurde 1.5 h bei 37 8C inkubiert.
Anschlieûend wurde die gleiche Menge Stopplösung zugegeben. Das
Produktgemisch wurden durch PAGE wie oben angegeben aufgetrennt.

Spaltung der DNA-Produkte: Die ¹Rolling-circleª-Replikationen wurden
unter interner Markierung durchgeführt, so daû die Spaltungsprodukte
ihre Markierung behalten. Die Reaktionen erfolgten analog den obenge-
nannten Umsetzungen der DNA-Substrate mit den DNA-Polymerasen.
Nach der Inkubation (1.5 h) wurden die Produkte durch Zugabe von
37.5 mL kaltem Ethanol und 3 mL NaOAc-Lösung (3m, pH 5.2) gefällt. Der
Niederschlag wurde mit 20 mL einer Pufferlösung (pH 8.4), die 100 U
TaqIa (20 U mLÿ1) (New England Biolabs), 100 mgmLÿ1 BSA, 100 mm
NaCl, 10 mm Tris ´ HCl und 10 mm MgCl2 enthielt, aufgenommen. Das
Gemisch wurde 12 h bei 65 8C inkubiert. Die Produkte wurden mit Phenol/
Chloroform (1:1) extrahiert und durch Chromatographie (Micro Bio-
Spin 6, Bio-Rad) von dNTPs und anderen kleinen Molekülen getrennt. Die
Auftrennung des Produktgemischs erfolgte durch denaturierende PAGE.

Sequenzierung der DNA-Produkte: Unmarkierte DNA wurde durch
¹Rolling-circleª-Replikation wie oben angegeben hergestellt, wobei die
Konzentration der vier dNTPs 0.5 mM betrug. Nach der Inkubation (1.5 h,
37 8C) wurde das Gemisch 5 min auf 90 8C erhitzt und anschlieûend
chromatographisch (Micro Bio-Spin 30, Bio-Rad) teilweise gereinigt. Die
Sequenzierung wurde in einer ¹BigDye Terminator Cycle Sequencingª-
Apparatur (Applied Biosystems) nach dem empfohlenen Verfahren
durchgeführt. Die linearen Kontroll-DNAs 9 ± 12 wurden als Primer
verwendet. Unmarkierte RNA wurde durch ¹Rolling-circleª-Transkription
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Die Alkylierung von Alkenen ist von groûer Bedeutung.[1]

Uns interessiert die Alkylierung langkettiger ungesättigter
Fettstoffe wie Ölsäure 1 a, da sie nachwachsende Rohstoffe
sind[2, 3] und alkylverzweigte Fettstoffe interessante Eigen-
schaften haben.[4] Es gibt jedoch keine Methoden zur direkten
Alkylierung von nichtaktivierten C-C-Doppelbindungen mit
einfachen Alkylresten wie der Isopropylgruppe. Die thermi-
sche radikalische Addition von Alkanen ist nur auf terminale,
nicht jedoch auf innere Doppelbindungen anwendbar.[5]

Friedel-Crafts-Alkylierungen von Alkenen, die von Mayr
et al. eingehend untersucht wurden, führen nur unter be-
stimmten eingeschränkten Bedingungen zu 1:1-Addukten.[6±9]

So ergaben ZnCl2-induzierte Umsetzungen von Isopropyl-
chlorid mit Propen oder Isobuten keine Monoalkylierungs-
produkte, sondern ausschlieûlich Oligomere.[6] Kationische
Additionen von Alkanen sind auf tertiäre Alkane beschränkt,
z. B. die Bildung von Isooctan durch Reaktion von Isobuten
und Isobutan in Gegenwart von konzentrierten Säuren.[1, 10]

Friedel und Crafts[11] sowie Rennie[12] zeigten, daû Benzol in
Gegenwart von AlCl3 mit Chlorameisensäureethylester ethy-
liert wird (Schema 1).[13] Chlorameisensäureester fragmentie-
ren in Gegenwart von Lewis-Säuren unter Bildung von
Carbeniumionen.[13, 14] Wir berichten nun erstmals über Alky-
lierungen von Alkenen mit Chlorameisensäurealkylestern.

Schema 1. Friedel-Crafts-Alkylierung von Arenen durch AlCl3-induzierte
Bildung von Carbeniumionen aus Chlorameisensäureestern.[13] Ar�Aryl,
R�Alkyl.

Die Umsetzung von Ölsäure 1 a mit Chlorameisensäure-
isopropylester 2 a in Gegenwart von Ethylaluminiumsesqui-
chlorid (Et3Al2Cl3) lieferte nach 2 h ein 1:1-Regioisomeren-
gemisch aus 9- und 10- Isopropyloctadecansäure 3 a in 73 %
Ausbeute (Schema 2). Die analoge Reaktion von trans-4-
Octen 1 b ergab 4-Isopropyloctan 3 b in 67 % Ausbeute;
daneben wurden geringe Mengen (ca. 10 %) der regioiso-

wie oben beschrieben hergestellt (Konzentration der vier rNTPs: 0.5 mm).
Nach der Inkubation (1.5 h, 37 8C) wurde das Gemisch 5 min auf 90 8C
erhitzt. Die RNA-Produkte wurden wie DNA-Produkte chromatogra-
phisch teilweise gereinigt. Die Komplementär-DNA wurde unter folgenden
Bedingungen erhalten: teilweise gereinigte RNA, 50 pmol lineare Primer-
DNA (entweder 9, 10, 11 oder 12), 50 U AMV-reverse Transkriptase
(Pharmacia), 10 mm dATP, dGTP, dCTP und dTTP, 20 U RNAse-Inhibitor
(Promega), Pufferlösung (pH 8.3), die 100 mm Tris ´ HCl, 10 mm MgCl2,
10 mm DTTund 50 mm KCl enthielt, Volumen der Reaktionslösung: 20 mL.
Das Gemisch wurde 1 h bei 42 8C inkubiert, 5 min auf 90 8C erhitzt und
gereinigt (Micro Bio-Spin 30-Säule). Die Komplementär-DNA wurde
anschlieûend unter Verwendung der Primer 5 ± 8 sequenziert.
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