ZUSCHRIFTEN

Bindungstasche zuriickgefiihrt werden, der nur die Bildung
von Monoalkylorthocarbonaten primérer und nicht hoherer
Alkohole zulisst.

Weitere Experimente haben ergeben, dass die chemische
Reaktivitit des Cobalt(i)-Komplexes 11 (Tabelle 1) sehr der
von 3 dhnelt. So konnten der Methyl- und der Ethylcarbonat-
komplex 12 bzw. 13 durch Umsetzung des Monokations 11 mit
dem entsprechenden Alkohol in Gegenwart von Luft oder
durch Umesterung der Alkylcarbonatkomplexe erhalten
werden [GI. (8a,b)]. Diese Ergebnisse weisen darauf hin,
dass die chemische Reaktivitdt der Komplexe nicht auf eine
spezifische Metall-d"-Elektronenkonfiguration beschrankt ist,
sondern auf der Lewis-Aciditét basiert.

Vermutlich tragen auch hydrophobe Effekte zu der erhoh-
ten chemischen Reaktivitdt von 2 und 3 bei. Der hydrophobe
Charakter einer Bindungstasche kann durch ihre Tendenz
bestimmt werden, unpolare Giste stéirker zu binden.’! Um
dies zu untersuchen, wurden die relativen Stabilitdtskon-
stanten (K,,) der Formiato-, Acetato-, und Benzoatover-
briickten Zinkkomplexe 14a—c (Tabelle 1) bestimmt. Die
Stabilitdtskonstanten nehmen in der Reihe 14a <14b <14¢
zu und unterscheiden sich um zwei GroBenordnungen (K, =
0.1/1.0/5.0). Je groBer (unpolarer) also der organische Rest
des Carboxylat-Ions RCOO~ ist, desto stidrker wird es
gebunden. Der beobachtete Trend kann nur auf hydro-
phobe Effekte zwischen den Substituenten des Carboxylatli-
ganden und der Ligandmatrix des Komplexes zuriickgefiihrt
werden.

Die Synthese von neuen Zweikernkomplexen mit hydro-
phoben Bindungstaschen wurde beschrieben. Die Komplexe
weisen eine erhohte chemische Reaktivitdt hinsichtlich
der Aktivierung und Umsetzung von kleinen Molekiilen wie
CO, auf. Wir untersuchen zurzeit die Moglichkeit, ob die
Lewis-Aciditédt der Zweikernkomplexe durch eine Verédnde-
rung der Metalloxidationsstufen erhoht werden kann und ob
durch die Variation der Alkylsubstituenten Einfluss auf die
GroBe und Form der Bindungstasche genommen werden
kann.
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Funktionalisierte DNA :
ein neues replizierbares Biopolymer**

Oliver Thum, Stefan Jiager und Michael Famulok*

Wihrend der vergangenen zehn Jahre wurden verschie-
denste Methoden entwickelt, welche die Isolierung von
Biopolymeren mit mafigeschneiderten Eigenschaften aus
hochgradig diversen Polypeptid- oder Nucleinsidurebibliothe-
ken ermoglichen.l Auf Polypeptiden basierende Bibliothe-
ken bendtigen Kodierungsstrategien, wie Phagen-,”l Riboso-
men-Pl oder mRNA-Display, welche eine eindeutige Ver-
kniipfung des Phédnotyps mit dem Genotyp gewdhrleisten.
Nur dann ist man in der Lage, einige wenige Molekiile mit den
gewiinschten Eigenschaften aus Mischungen von bis zu 10
individuellen Molekiilen zu identifizieren.

Im Unterschied dazu haben funktionelle Nucleinséduren wie
AptamereP! oder Ribozymel® den Vorteil, dass sie die
Informationen zu ihrer eigenen Replikation immer inhdrent
mitfithren, wodurch spezielle Kodierungsstrategien zu ihrer
Detektion und Optimierung iiberfliissig werden. Im Vergleich
zu Polypeptiden haben sie jedoch den potentiellen Nachteil
der geringen Diversitéit der chemischen Funktionalitéten, die
von den vier natiirlichen Nucleotiden zur Verfiigung gestellt
werden. Eine Erweiterung ihres Repertoires an funktionellen
Gruppen sollte daher zu einer Steigerung ihrer katalytischen
Eigenschaften und Bindungsmoglichkeiten fiithren.

Zur Zeit besteht daher ein grofes Interesse an der
Entwicklung von Methoden, die den Vorteil der direkten
enzymatischen Amplifikation von Nucleinsduren mit der
chemischen Diversitédt von Polypeptiden verkniipfen, indem
proteindhnliche Funktionalititen an die Nucleobasen der
DNA addiert werden. Beispielsweise wurden DNA-Molekii-
le, die funktionalisierte Reste enthalten, enzymatisch an
natiirlichen DNA-Templaten synthetisiert”! und zur In-vitro-
Selektion genutzt.®! Uber den Einbau von vier modifizierten
Nucleotiden, die entweder Fluoreszenzfarbstoffe oder Alkin-
ketten tragen, wurde zwar kiirzlich berichtet,) allerdings ist
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das eigentliche Ziel, alle vier Nucleoba-
sen eines Oligonucleotids durch unter-
schiedlich funktionalisierte Derivate zu
ersetzen und das erhaltene Polymer als
Templat fiir eine enzymatische Replika-
tion zu nutzen, bis heute nicht erreicht. 1
Nucleinsduren, die in dieser Weise hoch-
funktionalisiert werden, stellen eine
neue Klasse von enzymatisch replizier-
baren Biopolymeren dar, die unter che-
mischen Gesichtspunkten betrachtet die
Kluft zwischen Nucleinsduren und Pro-
teinen Uberbriicken und interessante
neue Eigenschaften aufweisen sollten.!'"]

Wir beschreiben hier die erste enzy-
matische Synthese von Oligonucleoti-
den, die eine breite Palette zusitzlicher
funktioneller Gruppen tragen, indem
alle vier natiirlichen Nucleobasen durch
unterschiedliche synthetische Analoga
ersetzt wurden, sowie die Bedingungen
ihrer enzymatischen Replikation. Die
Modifikationen wurden so gewéhlt, dass
sie wichtige Aminosdureseitenketten wie
Carbonsduren, Alkylamine, Guanidin-
und hydrophobe Gruppen abdecken.
Das hochfunktionalisierte DNA-Tem-
plat'l ist dabei voll mit den enzymati-
schen Replikationsverfahren kompati-
bel, die tiblicherweise bei In-vitro-Selek-
tionsstrategien  von  Nucleinsduren
Verwendung finden. 8 12]

Die Modifikation der Oligonucleotide
erfolgte so, dass die Watson-Crick-Paa-
rung der Nucleobasen moglichst wenig
beeinflusst wurde. Vorangegangene Stu-
dien haben gezeigt, dass dies am besten
durch Modifikation an Position C5 der
Pyrimidine/” ¥! und Position C7 der
7-Deazapurine erreicht wird.[7d

Die modifizierten Nucleosidtriphosphate 1-4' (Abbil-
dung 1A) wurden synthetisiert und enzymatisch in einer
templatgesteuerten Primerverldngerung mit kommerziell er-
hiltlicher DNA-Polymerase aus Thermus thermophilus (Tth)
zu einem hochfunktionalisierten Oligonucleotid polymerisiert
(Abbildung 1B). Unter Verwendung eines Modelltemplats
aus 79 Nucleotiden mit anndhernd gleichméBiger Basenver-
teilung optimierten wir zunéchst die Bedingungen der Pri-
merverldngerung hinsichtlich Nucleotid-, Enzym- und Tem-
platkonzentration, Temperatur und Reaktionszeit. Wir stell-
ten fest, dass die vollstindige Verldngerung von 1 pmol
Primer an 3 pmol Templat!"” (Endkonzentration 50 nM, bzw.
150 nm) binnen 2 min bei 72°C durch 0.5 U Tth-DNA-Poly-
merase unter Verwendung der modifizierten Nucleotide in
einer Konzentration von jeweils 40 um erreicht werden kann.
Unter diesen Bedingungen fiihrte eine einzelne durch ein
unmodifiziertes DNA-Templat dirigierte Primerverldng-
erungsreaktion zu einer effizienten Polymerisation der modi-
fizierten Nucleotide (Abbildung 1B, Bahn 6). Als Negativ-
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Abbildung 1. A) Strukturen der hier verwendeten modifizierten Desoxynucleotidtriphosphate
(ANTPs) 1-4.11 Die funktionellen Gruppen dhneln den Aminosduren Aspartat oder Glutamat (1),
Lysin (2), Phenylalanin (3) und Arginin (4). B) Autoradiogramm eines 8-proz. denaturierenden
Polyacrylamidgels der Primerverldngerungsprodukte. Bahn 1: 40 um der natiirlichen dNTPs; Bahn 2:
40 um modifizierte dNTPs 2—4; Bahn 3: 40 pm modifizierte dNTPs 1, 3 und 4; Bahn 4: 40 um
modifizierte dNTPs 1, 2 und 4; Bahn 5: 40 um modifizierte dNTPs 1-3; Bahn 6: 40 um modifiizierte

kontrolle wurde das gleiche Experiment unter Verwendung
von nur drei modifizierten Basen und Auslassen von Verbin-
dung 1 (Bahn2), 2 (Bahn 3), 3 (Bahn4) oder 4 (Bahn5)
durchgefiihrt. Abbildung 1b zeigt, dass alle vier Nucleotide
fiir den Erhalt des vollstindig verldngerten Produkts notig
sind. Die dem vollstdndig verlédngerten Primer enstprechende
Produktbande verschmiert in Richtung geringerer elektro-
phoretischer Mobilitdt (Bahn 6). Dies konnte auf verschie-
dene stabile Sekundirstrukturen oder hohere Aggregate
zuriickzufithren sein, die unter den Standardbedingungen
der denaturierenden  Polyacrylamid-Gelelektrophorese
(PAGE) nicht aufgelost werden kdnnen.

Zur Gewihrleistung der Kompatibilitdt mit den Protokol-
len der In-vitro-Selektion, in denen die Sequenzinformation
von Generation zu Generation zuverldssig weitergegeben
wird, mussten wir nachweisen, dass die enzymatisch syn-
thetisierte fDNA[! als Templat fiir eine Polymeraseketten-
reaktion (PCR) mit natiirlichen dNTPs eingesetzt werden
kann. Dazu wurde die fDNA an einem 5'-biotinylierten
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Templat generiert und das entstandene fDNA/
DNA-Hybrid an Streptavidin-Agarose immo-
bilisiert. Durch Elution mit 0.IN NaOH er-
hielten wir freie fDNA, die wiederum als
Templat fiir eine PCR in Gegenwart natiir-
licher dNTPs genutzt wurde. Unter Standard
PCR-Bedingungen (Denaturierung bei 95°C;
Tth-DNA-Polymerase, Tth-Reaktionspuffer)
konnte jedoch kein PCR-Produkt erhalten
werden (Daten hier nicht gezeigt). Wir fithren
dieses Ergebnis auf unvollstindiges Schmelzen
des fDNA/DNA-Hybrids unter den angewen-
deten Bedingungen zuriick, zumal kiirzlich
berichtet wurde, dass die Anwesenheit von
modifizierten 7-Deazapurinen in doppelstréin-
giger DNA deren Schmelzpunkt erhoht.!6)
Daher steigerten wir die Schmelztemperatur auf 100°C,
nutzten die extrem thermostabile DNA-Polymerase aus
Pyrococcus Woesei (Pwo) und verwendeten ,,GC-rich solu-
tion“ (Roche Molecular Biochemicals), ein kommerziell
erhiltliches Additiv fiir verbesserte Amplifikation GC-rei-
cher Sequenzen doppelstrangiger DNA. Tatséchlich fiihrte
diese Kombination zu erfolgreicher Amplifikation (Abbil-
dung 2, Bahn 6), wihrend in Reaktionen ohne ,,GC-rich
solution kein PCR-Produkt erhalten werden konnte (Abbil-
dung 2, Bahn 5). Die schwachen Produktbanden, die in den

100 bp ——>
80 bp =2

1 2 3 4 5 ]

Abbildung 2. Ethidiumbromid-gefarbtes 2.5-proz. Agarosegel der PCR-
Produkte. Bahn 1: DNA-GroBenmarker; Bahn 2: Amplifikation unmodi-
fizierter DNA; Bahn 3: Amplifikation des Eluats von immobilisiertem
biotinyliertem Templat; Bahn 4: wie Bahn 3 unter Zugabe von ,,GC-rich
solution*; Bahn 5: Amplifikation von fDNA; Bahn 6: Amplifikation von
fDNA unter Zugabe von ,,GC-rich solution®.

Negativkontrollen (biotinyliertes Templat wurde im Reak-
tionspuffer an Streptavidin-Agarose gebunden, wie oben
beschrieben gewaschen und das Eluat in einer PCR ein-
gesetzt; Abbildung 2, Bahn 3 und 4) zu sehen sind, stammen
von geringen Mengen des biotinylierten Templats, die durch
die Behandlung mit 0.IN NaOH von der Agarosematrix
abgelost wurden. Somit konnen wir die Amplifikationsbe-
dingungen definieren, die zur Generierung von DNA aus
fDNA-Templaten angewandt werden miissen.

Um zu iiberpriifen, ob die Sequenz des Originaltemplats
wihrend des enzymatischen Einbaus der modifizierten
dNTPs und der Retransformation in DNA erhalten bleibt,
wurde die aus dem fDNA-Templat gewonnene DNA gerei-
nigt und sequenziert. Als Positivkontrolle diente das PCR-
Produkt des unmodifizierten DNA-Templats. Abbildung 3
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Abbildung 3. Cycle-Sequenzierung der PCR-Produkte ausgehend von Kontroll-DNA (oben)
oder fDNA-Templat (unten). DNA-Sequenzierungen wurden von PHAMISS, dem DNA-
Sequenzierservice der Universitdt Bonn, durchgefiihrt.

zeigt, dass beide PCR-Produkte die gleiche Sequenz haben
und beweist, dass der Einbau der modifizierten Nucleotide
sequenzspezifisch erfolgt und fDNA als Templat zur fehler-
freien DNA-Amplifikation dienen kann.

Wir prisentieren mit dieser Arbeit das erste Beispiel eines
Oligonucleotids mit unterschiedlichen Modifikationen an
jeder Basenposition, das enzymatisch repliziert werden kann.
Die Eignung dieser modifizierten Nucleotide zur In-vitro-
Selektion wurde demonstriert, indem ein kompletter Zyklus
aus Primerverlangerung und PCR-Amplifikation durchge-
fiihrt wurde. Nucleotide, die aminosduredhnliche Reste
tragen, konnen natiirliche dNTPs in Primerverldngerungen
ohne messbaren Verlust an Sequenzinformation ersetzen.
Allgemein gesprochen stellt funktionalisierte DNA eine neue
Klasse von Biopolymeren dar, die eine Briickenfunktion
zwischen Proteinen und Nucleinsduren einnimmt. Neben der
potentiellen Anwendung von fDNAs in kombinatorischen In-
vitro-Selektionsexperimenten sind interessante physikoche-
mische Eigenschaften zu erwarten, die fDNAs fiir diagnos-
tischen Zwecke oder die funktionale Genomforschung auf
Micro-Arrays niitzlich machen kdnnten.

Experimentelles

Fiir die Einbaustudien wurde das folgende synthetische, einzelstringige
79-mer-DNA-Templat verwendet: 5-CACTCACGTCAGTGACATG-
CATGCCGATGACTAGTCGTCACTAGTGCACGTAACGTGCTAGT-
CAGAAATTTCGCACCAC-3".

Primerverldngerungen wurden unter den folgenden Bedingungen durch-
gefiihrt: Eine Hybridisierungslosung, bestehend aus 1 pmol 5-[*?P]-mar-
kiertem Primer, 5-GTGGTGCGAAATTTCTGAC-3', und 3 pmol Tem-
plat in 9.4 uL. Reaktionspuffer (10 mm Tris-HCI, pH 8.9, 100 mm KCl,
1.5 mm MgCl,, 50 pgmL~! Rinderserumalbumin (BSA), 0.05 % Tween 20)
wurde fiir 2 min auf 95°C erhitzt und anschlieBend auf 25°C abgekiihlt.
0.1 pL Tth-DNA-Polymerase (Roche, 5 UpL™"), 0.5 uL thermostabile anor-
ganische Pyrophosphatase (New England Biolabs, 0.2 UpL™") und 10 pL
einer Reaktionslosung, welche die entsprechenden natiirlichen oder modi-
fizierten dNTPs in einer Konzentration von 80 um im gleichen Puffer enthilt,
wurden zugegeben, die Mischung fiir 2 min bei 72°C inkubiert und auf 4°C
abgekiihlt. Die Reaktionen wurden durch Zugabe von 60 pL einer 20 mm
EDTA (Ethylendiamintetraacetat)-Losung in Formamid und Wasser (4:1)
beendet, gefolgt von 10 min Hitzedenaturierung bei 95°C und sofortigem
Abkiihlen auf 0°C. Aliquote von 5 uL jeder Reaktion wurden mit 8-proz.
denaturierender PAGE (8M Harnstoff) analysiert. Mit den auf Filterpapier
tibertragenen und getrockneten Gelen wurde zur Analyse ein Rontgenfilm
belichtet.

0044-8249/01/11321-4114 $ 17.50+.50/0 Angew. Chem. 2001, 113, Nr. 21



ZUSCHRIFTEN

Um die fDNA von dem fDNA/DNA-Hybrid zu trennen, wurde eine
Hybridisierungslosung aus 8 pmol Primer und 24 pmol biotinyliertem
Templat vorbereitet. Die Reaktionen wurden wie oben beschrieben unter
Verwendung von 0.2 pL 7th-DNA-Polymerase (5 UpL™!) und 1 uL ther-
mostabiler anorganischer Pyrophosphatase (0.2 UpuL™") in einem Gesamt-
volumen von 40 pL durchgefiihrt. Als Negativkontrolle diente biotinylier-
tes Templat in Reaktionspuffer ohne Primer und Nucleotide. Jeder Ansatz
wurde fiir 10 min bei 72°C inkubiert und anschlieend auf 4 °C abgekiihlt.
Alle Reaktionslgsungen wurden mit 10 L. Puffer (750 mm NaCl, 0.5 mm
EDTA, 250 mm HEPES (2-[4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl]ethansul-
fonsdure), pH 7.0) versetzt und bei 4°C an 50 puL Streptavidin-Agarose,
die vorher mit fiinf Sdulenvolumina Waschpuffer (150 mm NaCl, 0.1 mm
EDTA, 50 mm HEPES, pH 7.0) dquilibriert worden war, immobilisiert und
mit 15 Sdulenvolumina Waschpuffer bei 25 °C gewaschen. Die gewiinschten
Oligonucleotide wurden zweimal mit 40 uL. Elutionspuffer (0.1m NaOH,
150 mm NaCl) eluiert und mit 6 pL. 5-proz. Essigsdure neutralisiert.
Aliquote von 10 pL dienten als Templat fiir die PCR.

Die PCR (100°C-1 min, 50°C-1 min, 72°C-2 min, 8 Zyklen) wurde in
50 uL. Reaktionsvolumen mit 200 pm dNTPs, 40 pmol der Primer 5'-GTG
GTG CGA AAT TTC TGA C-3' und 5-Biotin-CAC TCA CGT CAG
TGA CAT GC-3' und 0.5 pL Pwo-DNA-Polymerase (Roche Molecular
Biochemicals, 5 UpL ") durchgetiihrt und durch Ethidiumbromidfirbung
auf einem 2.5-proz. Agarosegel analysiert. Die PCR-Produkte wurden auf
einem préiparativen Agarosegel gereinigt, auf einer G-25 Ionenaustau-
schersdule entsalzt und zur Sequenzierung verwendet
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1439 —1440.

Angew. Chem. 2001, 113, Nr. 21

© WILEY-VCH Verlag GmbH, D-69451 Weinheim, 2001
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Neben der Photosynthese ist die Stickstoff-Fixierung der
zweitwichtigste chemische Prozess der Biosphére. Die milden
Bedingungen der enzymatischen Reaktion im Vergleich zur
denen der Haber-Bosch-Synthese regten viele Untersuchun-
gen zur Bildung und Reaktivitit von N,-Ubergangsmetall-
komplexen unter thermischen Bedingungen an. Vergleichs-
weise wenige Arbeiten gibt es dagegen zur Photofixierung,
insbesondere im Hinblick auf eine Sonnenlicht-induzierte
nichtenzymatische Stickstoff-Fixierung an einem einfachen
anorganischen Katalysator.

Schrauzer und Guth haben erstmalig berichtet, dass die
durch Lichtabsorption eines Halbleiterpulvers gebildeten
Elektron-Loch-Paare elementaren Stickstoff zu Ammoniak
reduzieren konnen. Als Reduktionsmittel diente Wasser-
dampf, der dabei zu Sauerstoff oxidiert wurde. Die Photore-
duktion gelang nur, wenn rutilhaltiges Titandioxidpulver mit
0.2% Fe,O; dotiert war und mit gasformigem Stickstoff in
Kontakt stand. Wurde Stickstoff in eine wéssrige Suspension
des Pulvers eingeleitet, entstand kein Ammoniak. GroBere
Eisengehalte gaben inaktive Materialien.'! Nachfolgende
Arbeiten bestdtigten diese Ergebnisse, allerdings war die
Natur des Reduktionsmittels meist unbekannt, da Sauerstoff
nur in den seltensten Fillen nachgewiesen wurde.’'¥l Die
Konzentrationen an Ammoniak lagen im Bereich von 1 bis
10 umol LY, und in der Regel war der Einsatz von UV-Licht
notig. Vor kurzem wurde berichtet, dass die auf einer
Titanplatte durch elektrochemische Oxidation erzeugte Ti-
tandioxidschicht auch ohne Eisendotierung aktiv ist.l'”] Diese
sich teilweise widersprechenden Befunde wurden kontrovers
diskutiert, insbesondere von Edwards et al., welche zu dem
Schluss kamen, dass alle bis dahin publizierten Werte auf
Spuren von ubiquitirem Ammoniak zuriickzufiihren sind.['¢]
Da allerdings bekannt ist, dass die photokatalytischen Eigen-
schaften von Halbleitern durch Verunreinigungen stark
beeinflusst werden, konnten die widerspriichlichen Ergebnis-
se auf Schwierigkeiten bei der Katalysatorherstellung beru-
hen.
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[**] Diese Arbeit wurde von der Deutschen Forschungsgemeinschaft und
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