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Synthesesteuerung mit DNA-Templaten: vielseitiger als erwartet

Daniel Summerer und Andreas Marx*

Seit fast zwanzig Jahren ist bekannt, dass Nucleinsduren
chemische Reaktionen beschleunigen konnen. Katalytische
Nucleinsduren kommen in der Natur vor oder konnen durch
In-vitro-Selektion gewonnen werden.!'! Strukturelle und funk-
tionelle Untersuchungen legen nahe, dass katalytisch aktive
Nucleinsduren dhnlich wie Enzyme Reaktionen durch prézise
rdumliche Anordnung der Reaktionspartner, Stabilisierung
der Ubergangszustinde und Bindung der Reaktionsprodukte
auf ausgekliigelte Weise beschleunigen.!! Kiirzlich verdffent-
lichte Untersuchungen zeigen neue Aspekte der Nucleinsidu-
re-katalysierten Chemie und deuten darauf hin, dass DNA-
Striange féahig sind, chemische Reaktionen schon dadurch zu
beschleunigen, dass sie Reaktionspartner in rdumliche Nach-
barschaft bringen. Dieser Aufsatz konzentriert sich auf
neueste Ergebnisse in diesem vielseitigen Forschungsgebiet.
Fiir ein tiefergehendes Studium verweisen wir auf die zitierte
Literatur.

Es ist bekannt, dass Nucleinsduretemplate die Kupplung
von benachbart gebundenen Reaktionspartnern zu den ent-
sprechenden Verkniipfungsprodukten beschleunigen kon-
nen.P! Diese Eigenschaft wurde im Wettlauf um die Entwick-
lung von neuen und effizienten Methoden zur Detektion von
Nucleotidvariationen in Genen wie Einzel-Nucleotid-Poly-
morphismen (single nucleotide polymorphisms, SNPs) ge-
nutzt. Kool et al. berichteten tiber chemische Autoligations-
prozesse, welche die Reaktion von einem Phosphorthioat-
oder Phophorselenoation 1 an einem Strang mit einem 5'-
Kohlenstoffatom unter Substitution eines Iodids am anderen
Strang 2 einschlossen (Schema 1).) Eine effiziente Ver-
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Schema 1. Chemie der Phosphorthioat- und -selenoat-Autoligation von
DNA. " B = Nucleobase.
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kniipfung zweier DNA-Stringe wurde nur beobachtet, wenn
komplementére Template fiir die Bindung der Oligonucleotid-
reagenzien 1 und 2 verwendet wurden. Kiirzlich wurde von
Mattes und Seitz gezeigt, dass zwei modifizierte Peptidnuc-
leinsdurestrange (PNA), die zu einer DNA-Templat-Sequenz
komplementdr sind, sequenzspezifisch verkniipft werden
koénnen.’! Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die
beobachtete Sequenzspezifitdt nicht auf ein Phosphorsidure-
diesterriickgrat beschriankt ist. Saito et al. berichteten iiber
die Photoreversibilitdt der DNA-vermittelten Ligation von
Oligonucleotiden iiber 5-Vinyldesoxyuridin (Schema 2).[!
Unterschiedliche photochemische Eigenschaften der Ausgangs-
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Schema 2. Photoreversible Ligation mit DNA als Templat von Oligo-
nucleotiden iiber 5-Vinyldesoxyuridin.’)! DNA-Doppelstrangregionen sind
zur Vereinfachung als Leiter dargestellt. 4v: A =366 nm, hv' =302 nm.

verbindungen 3, 4 und dem [2+2]-Addukt 5 erméglichte das
Schalten zwischen Ligation und dem Umkehrprozess. Die
Autoren sehen in diesem Photoligationsansatz Potential fiir
Anwendungen im DNA-Engineering und in der Nanotechno-
logie.

Ein neuer Aspekt von Synthesen mit DNA als Templat
wurde von Czlapinski und Sheppard aufgezeigt, die die
Bildung von Metallosalen-DNA-Konjugaten beschrieben.
Diese Verbindungen stellen eine neue Klasse von Metall-
DNA-Hybriden dar, die in der gezielten Nucleinsdurespal-
tung oder der Entwicklung von Biosensoren von Nutzen sein
konnten (Schema 3).1 Die Bildung dieser Komplexe wird
vermutlich durch mehrere Templateffekte angetrieben. Zu-
nédchst werden zwei Salicylaldehydeinheiten von modifizier-
ten Oligonucleotidreaktanten durch ein komplementéres
DNA-Templat in rdumliche Néhe gebracht. Der resultierende
Komplex dient wiederum als Templat fiir die Bindung eines
Metallions (Mn", Ni), welches anschlieBend die Salenbil-
dung durch eine Metalltemplat-gesteuerte Reaktion zwischen
den Aldehydfunktionen und Ethylendiamin ermoglicht.
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Schema 3. Metallosalen-DNA-Bildung mithilfe von Nucleinsiure-Tem-
platen.”! M = Mn"!, Ni'.,

Eine kiirzlich von Gartner und Liu publizierte Arbeit
deutet darauf hin, dass DNA chemische Reaktionen sequenz-
spezifisch auf vielseitigere Weise als bisher vermutet steuern
kann.®! Zwei DNA-Strukturen, Helixende (E) und Haarnadel
(H), wurden mit Elektrophilen versehen und mit komple-
mentdren DNA-Oligonucleotiden hybridisiert, die mit einem
Nucleophil verkniipft waren (Abbildung 1). Beide Ansitze
fiihrten zur Bildung der erwarteten Reaktionsprodukte,
wihrend nur wenig Umsatz in der nicht templatgesteuerten
Reaktion beobachtet wurde. Bemerkenswerterweise beinhal-
teten die Reaktionen eine Vielzahl verschiedener Reaktions-
typen und Reaktantstrukturen trotz betrédchtlicher Unter-
schiede in der Geometrie der Ubergangszustinde, dem
sterischen Anspruch und der konformationellen Flexibilitét.

Interessanterweise wurde gefunden, dass eine in die DNA
eingefiihrte einzelne Basenfehlpaarung eine iiber hundertfa-
che Abnahme in der Reaktionsgeschwindigkeit verursachte.
Die Ursachen dieser fast allgegenwirtigen Sequenzselektivi-
tdt in DNA-vermittelten Synthesen miissen jedoch noch
weiter untersucht werden, bevor ihr Ursprung vollstidndig
ersichtlich ist. Es wurde auch untersucht, welchen Einfluss die
Lange und Art der Verkniipfung auf die Produktbildung hat
(Schema 4). Reaktanten, die nur durch eine Base getrennt
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Schema 4. Distanzabhingigkeit von Synthesen mit DNA-Templaten.[®!

Untersuchte Konstrukte: n: 1-30 (DNA), 9 (AB), 9 (C3), 6 (EG), 5-6
(HC).

waren, reagierten mit dhnlichen Geschwindigkeiten wie jene,
die durch 30 Basen getrennt waren, wobei die Sequenzselek-
tivitdt erhalten blieb. Weiterhin hatte der Austausch der
verbindenden Nucleotide im Templat durch eine der in
Schema 4 dargestellten alternativen Verkniipfungen nur we-
nig Einfluss auf die Reaktionsgeschwindigkeit, was zeigt, dass
strukturelle Eigenschaften der DNA nicht fiir die beobachtete
Distanzunabhéngigkeit verantwortlich sind. Die gezeigte Se-
quenzspezifitdt und Distanzunabhéingigkeit ldsst es moglich
erscheinen, dass Gemische von Reaktanten mit komplemen-
tiren Gemischen von Templaten voraussagbar reagieren
konnen. In Zukunft konnten chemische Reaktionen durch
Verwendung von DNA-Sequenzen als spezifische Reaktions-
marker in geordneter und voraussagbarer Weise ,,program-
miert“ werden. Gartner und Liu berichteten iiber erste, viel
versprechende Ergebnisse auf diesem Gebiet, obgleich die
allgemeine Anwendbarkeit dieses Ansatzes noch zu zeigen
ist.

Die hier beschriebenen neuen Erkenntnisse deuten darauf
hin, dass die Synthese mit DNA-Templaten ein Phdnomen ist,
welches fiir eine Vielfalt von chemischen Reaktionen Giiltig-
keit aufweist. Die Einfachheit der automatisierten DNA-
Synthese, voraussagbare Bindungseigenschaften und etablier-
te Methoden zur Amplifikation und Sequenz-
analyse machen DNA zu einem viel verspre-
chenden Templat fiir zukiinftige Entwicklun-

gen und Anwendungen. Synthesesteuerung
mit DNA-Templaten ist nach wie vor ein
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Abbildung 1. Durch Helixende- (E) und Haarnadeltemplate (H) gesteuerte Synthese. E =
Elektrophil, Nu= Nucleophil; DNA-Doppelstrangregionen sind zur Vereinfachung als Leiter

dargestellt.
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noch wachsendes Forschungsfeld, das ein
hohes Potential fiir weitere Fortschritte in
der organischen und supramolekularen Syn-
these, der kombinatorischen Chemie und der
Biotechnologie hat.
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Aspekte der supramolekularen DNA-vermittelten
Synthese sind kiirzlich dargestellt worden und
werden daher in dieser Kurziibersicht nicht behan-
delt. Siehe zum Beispiel: a) C. M. Niemeyer, An-
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