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Der internationale Wettlauf zur Sequenzierung des
menschlichen Genoms sowie der Genome verschiedener
Modellorganismen ermutigte Bestrebungen, eine πSequen-

zierung einzelner Molek¸le™ zu realisieren. Diese Idee n‰hrt
die Hoffnung, die Sequenzanalyse von Genomen deutlich zu
beschleunigen, weil bis zu 50000 bp lange DNA-Fragmente
πlesbar™ w‰ren und dadurch die Sequenzinformation schnel-
ler zusammengesetzt werden kˆnnte.[1±5] Die verschiedenen
Strategien zur Realisierung der Einzelmolek¸l-Sequenzie-
rung basieren auf der Tatsache, dass einzelne fluoreszierende
Molek¸le innerhalb von Millisekunden[6] identifiziert werden
kˆnnen, und sie kombinieren die sequentielle enzymatische
Hydrolyse individueller DNA-Molek¸le mit einer sich un-
mittelbar anschlie˚enden Detektion der freigesetzten Mono-
mere anhand ihrer Fluoreszenzcharakteristika wie Wellen-
l‰nge, Fluoreszenzlebensdauer oder einer Kombination bei-
der Eigenschaften.[5,7]

Zwei ungewˆhnliche enzymatische Aktivit‰ten werden f¸r
diese Technik benˆtigt, erstens die vollst‰ndige und sequenz-
treue Synthese von DNA-Kopien ausschlie˚lich aus fluores-
zenzmarkierten Analoga der vier Nucleobasen (A, G, C und
T) sowie zweitens die exonucleolytische Hydrolyse der voll-
st‰ndig markierten DNA. K¸rzlich haben wir bereits eine
Lˆsung f¸r das Problem der vollst‰ndigen enzymatischen
Markierung pr‰sentiert, die durch das Klenow-Fragment
(KF) der E.-coli-DNA-Polymerase I mˆglich ist: Wir haben
dieses Enzym als die erste nat¸rliche Polymerase identifiziert,
die auch in alleiniger Gegenwart Rhodamin-markierter Des-
oxynucleosid-Triphosphate ihre volle Aktivit‰t und Genauig-
keit beibeh‰lt.[8] Wir haben ferner gezeigt, dass der voll-
st‰ndige Austausch aller Pyrimidinbasen eines Strangs, d.h.
die vollst‰ndige Markierung aller Basenpaare, durch ein
fluoreszierendes Analogon mit KF in einer so genannten
Primer-Verl‰ngerungsreaktion erreicht werden kann.[9]

Die Tatsache, dass eine nat¸rliche DNA-Polymerase in
Gegenwart sperriger, Rhodamin-markierter Substrate voll
funktionsf‰hig ist und dar¸ber hinaus auch das sterisch wie
elektronisch anspruchsvolle DNA-Zwischenprodukt weiter-
verarbeiten kann, ermutigte uns, eine Reihe nat¸rlicher
Exonucleasen auf Aktivit‰t gegen¸ber Substrat-DNA zu
untersuchen, deren einer Strang ausschlie˚lich fluoreszenz-
markierte Analoga der Pyrimidinbaasen enthielt (fluoreszie-
rende Nucleotide: Tetramethylrhodamin-dUTP und Rhoda-
mine-Green-dCTP). In ersten Experimenten untersuchten
wir deshalb die Substratakzeptanz durch die Exonuclease des
Bakteriophagen l, Schlangengift-Phosphodiesterase sowie
durch zwei DNA-Polymerasen mit bekannter 5’-3’-Exonu-
cleaseaktivit‰t, T7-DNA-Polymerase und KF, und verfolgten
deren Reaktionen online in einem Fluorimeter (LS-50;
Perkin-Elmer). Da hochgradig Rhodamin-markierte DNA
in der Regel nicht mehr fluoresziert (bis auf solche Sequen-
zen, die homopolymere A:T-(bzw. A:U)-Regionen enthal-
ten), erwarteten wir einen deutlichen Anstieg der Fluores-
zenzintensit‰t durch exonucleolytisch freigesetzte Nucleotide.
Das Fluoreszenzverhalten der Reaktionssysteme ‰nderte sich
jedoch in keinem der untersuchten F‰lle, eine hydrolytische
Reaktion fand also nicht statt. Da hochgradig markierte DNA
in w‰ssrigen Lˆsungen eine starke Tendenz zur Bildung von
Aggregaten aufweist, untersuchten wir auch die Zugabe
verschiedener organischer Lˆsungsmittel wie Acetonitril oder
DMSO (maximal 10% v/v). Obwohl bekannt war, dass diese
Lˆsungsmittel die Lˆslichkeit der markierten DNA deutlich
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erhˆhen,[9] hatten sie keinen positiven Einfluss auf die
Exonuclease-Reaktionen, vermutlich weil ihr denaturieren-
der oder toxischer Einfluss auf das verwendete Enzym
dominierte. Ein wichtiger Hinweis zur Lˆsung des Problems
resultierte aus der Beobachtung, dass ein hohes Ausma˚ an
Fluoreszenzmarkierung die zumindest partielle Umwandlung
der rechtsh‰ndigen B-DNA in eine linksh‰ndige Z-DNA
nach sich zieht.[9] Bereits 1976 hatten Ogilvie und Hruska
festgestellt, dass Z-DNA, die syn-orientierte Nucleoside
enth‰lt, von Schlangengift-Phosphodiesterase nicht als Sub-
strat akzeptiert wird.[10] Wir vermuteten daher, dass dieser
Sachverhalt auch f¸r die ¸brigen bis hierher von uns unter-
suchten Enzyme galt. In weiteren Experimenten verwendeten
wir daher E.-coli-Exonuclease III, weil dieses Enzym sich im
Zusammenhang mit der Suche nach potenziellen Z-DNA-
Regionen innerhalb genomischer DNA als n¸tzlich erwiesen
hatte.[11] Tats‰chlich beobachteten wir eine deutliche Zunah-
me der Fluoreszenzintensit‰t nach Zugabe von Exonucle-
ase III zu einer w‰ssrigen Lˆsung hochgradig fluoreszenzmar-
kierter DNA (ohne organische Colˆsungsmittel). In der Folge
testeten wir eine Reihe verschiedener Additive wie Rinder-
serum-Albumin (BSA), Glycerin, Spermidin, Sarcosin,
DMSO oder Triton-X-100, um die Reaktion zu optimieren;
keiner dieser Zus‰tze vermochte jedoch, den Umsatz an
Substrat-DNA zu steigern. Allerdings verbessert die Zugabe
von maximal 25% (v/v) 1,4-Dioxan den exonucleolytischen
Abbau der markierten DNA drastisch, ohne sich dabei
negativ auf die Aktivit‰t des Enzyms auszuwirken.
Da der sequentielle Abbau vollst‰ndig Rhodamin-markier-

ter DNA durch Exonuclease III der Schl¸ssel zu einer
k¸nftigen Einzelmolek¸l-Sequenzierung sein kˆnnte, unter-
suchten wir die Aktivit‰t dieses Enzyms im Detail. Zu diesem
Zweck f¸hrten wir kinetische Gleichgewichtszustandsanaly-
sen durch und variierten eine Reihe verschiedener, geschwin-
digkeitsbestimmender Faktoren wie Enzymkonzentration,
Temperatur und Gegenwart des organischen Lˆsungsmittels.
Zum Vergleich untersuchten wir eine Standardreaktion der
Exonuclease mit nat¸rlicher DNA gleicher Sequenz, die f¸r
die Detektion lediglich 5’-terminal mit Rhodamine-Green
markiert war. Mit πquantitativer Fragmentl‰ngenanalyse™
durch ein automatisiertes, fluoreszenzbasiertes Sequenzier-
system (ABI 373A) konnten wir nicht nur die Fragment-
l‰ngen von Edukt und Produkt(en) relativ zu einem internen
Standard, sondern auch deren Fluoreszenzintensit‰ten (rela-
tive Konzentrationen) bestimmen. Die Auswertung der
Elektropherogramme lieferte uns einerseits einen Sch‰tzwert
f¸r die makroskopischen Hydrolysegeschwindigkeiten in
Nucleotiden pro Sekunde, und ermˆglichte andererseits die
Bestimmung der kinetischen Parameter f¸r die Reaktion
zweiter Ordnung (siehe Hintergrundinformation).
Prozessivit‰t : Der herausragendste Unterschied zwischen

dem Abbau nat¸rlicher DNA und vollst‰ndig farbstoffmar-
kierter DNA war bereits bei visueller Auswertung der
Elektropherogramme zu erkennen. Wir stellten fest, dass
der Abbau der Rhodamin-markierten DNA durch Exonu-
clease III in Dioxan-haltigen Lˆsungen zu allen Messzeit-
punkten vˆllig ohne Intermediate erfolgt war (d.h. prozessiv;
fr¸hester Me˚zeitpunkt¼ 0.3 min nach Zugabe des Enzyms).
Im Falle nat¸rlicher DNA sowie in Abwesenheit von 1,4-

Dioxan konnte dieses Ausma˚ an Prozessivit‰t selbst mit
einem 280fachen molaren Enzym¸berschuss nicht erzielt
werden. Stattdessen beobachteten wir ± in ‹bereinstimmung
mit bereits fr¸her publizierten Untersuchungen[12] ± das
Auftreten zunehmend k¸rzerer Intermediate mit fortschrei-
tender Reaktionszeit w‰hrend gleichzeitig die zugehˆrigen
Vorl‰ufer verschwanden (distributiver Reaktionsmodus). Bei
diesen Intermediaten handelte es sich stets um mehrere
Spezies, die um eine vorherrschende Fragmentl‰nge herum
gruppiert waren.
Die hohe Prozessivit‰t der Exonuclease III in Gegenwart

Rhodamin-markierter DNA ist vermutlich auf die ± im
Vergleich zur πnat¸rlichen Reaktion™ ± unterschiedlichen
Reaktionsbedingungen zur¸ckzuf¸hren: Die geringe Verf¸g-
barkeit des DNA-Substrats in der w‰ssrigen Phase macht die
Zugabe des lˆsungsvermittelnden 1,4-Dioxan unumg‰nglich.
Eine Assoziation zwischen Enzym und Substrat zum aktiven
Komplex erfolgt deshalb mˆglicherweise innerhalb von πLˆ-
sungsmittelk‰figen™, in denen die Reaktion zum Produkt
komplett abl‰uft, ehe Enzym und Substrat wieder dissoziie-
ren.
Makroskopische Hydrolysegeschwindigkeit : In Gegenwart

des organischen Colˆsungsmittels 1,4-Dioxan zeigte sich die
Aktivit‰t von Exonuclease III gegen¸ber fluoreszenzmarkier-
ter DNA unabh‰ngig von der Enzymkonzentration und der
Temperatur. Da keine Intermediate vorhanden waren und die
Elektropherogramme der zu verschiedenen Messzeitpunkten
genommenen Proben lediglich im Verh‰ltnis zwischen Edukt
und Produkt differierten, wurde die Hydrolysegeschwindig-
keit als maximal angenommen. Aufgrund dieser Annahme
betrug die Abbaugeschwindigkeit 16.5 Nucleotide pro Se-
kunde (nt s�1). Intermediate des Abbaus von farbstoffmar-
kierter und von nat¸rlicher DNA traten hingegen auf, wenn
kein Dioxan zugesetzt worden war. In diesen F‰llen erreichte
die Hydrolysegeschwindigkeit � 4 nt s�1 f¸r nat¸rliche DNA
(dieser Wert ist in guter ‹bereinstimmung mit publizierten
Daten von � 5 nts�1 bei 37 8C),[12,13] und sank auf ungef‰hr
1 nt s�1 mit farbstoffmarkierter DNA.
Deutlich sichtbar wurde der Umsatz von Substrat-DNA

zum Zeitpunkt des erstmaligen Auftretens von Produkt
sowohl von der Enzymkonzentration als auch von der
Temperatur beeinflusst. Diese Beobachtung reflektiert er-
stens, dass eine Erhˆhung der Temperatur die Lˆslichkeit der
Substrat-DNA verbessert und zweitens eine erhˆhte Enzym-
konzentration die Wahrscheinlichkeit f¸r die Assoziation von
Enzym und Substrat erhˆht (Tabelle 1). Es sollte erw‰hnt
werden, dass die Aktivit‰t von Exonuclease III unter nat¸r-
lichen Bedingungen stark von der Reaktionstemperatur ab-
h‰ngt (eine Verdopplung der Geschwindigkeit erfolgt alle
6 8C zwischen 22 und 46 8C).[12]

Bez¸glich unseres Ziels, die biochemischen Voraussetzun-
gen f¸r eine Sequenzierung einzelner DNA-Molek¸le zu
untersuchen, kˆnnen wir nun den Schluss ziehen, die Grund-
lagen daf¸r geschaffen zu haben: Obwohl es hˆchstwahr-
scheinlich nˆtig sein wird, alle vier Basen eines DNA-Strangs
mit einer Fluoreszenzmarkierung zu versehen und diesen
Strang dann exonucleolytisch abzubauen, kˆnnte es im
Prinzip gen¸gen, nur zwei Nucleotide zu markieren und das
Experiment in allen mˆglichen Permutationen zu wieder-
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1
1[HgGe9]2� ± Ein durch Heteroatome kovalent
verkn¸pftes Polymer mit Zintl-Ionen als
Bausteinen**

Anke Nienhaus, Ralf Hauptmann und
Thomas F. F‰ssler*
Professor Gottfried Huttner zum 65. Geburtstag gewidmet

Homoatomare Elementpolyeder des Typs Enx� (E¼Ele-
ment der Gruppe 14) sind aussichtsreiche Kandidaten f¸r den
Aufbau komplexer Strukturen mit interessanten elektroni-
schen Eigenschaften. Die En-Polyeder sind mit unterschied-
licher Elektronenzahl stabil und kˆnnen daher als Elektro-
nenreservoir dienen, was bei geeigneter Kupplung der Cluster
zu ungewˆhnlichen Eigenschaften f¸hrt. Besonders ein-
drucksvoll ist dies bei Alkalimetallfullerid-Phasen belegt,
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holen.[7,14] Dieser πminimale™ oder Zweifarben-Ansatz kˆnn-
te nun basierend auf unseren Ergebnissen verfolgt werden, da
wir einerseits gezeigt haben, dass DNA bei vollst‰ndiger
Substitution der Pyrimidin-Nucleotide durch ihre fluoreszie-
renden Analoga sequenzgetreu kopiert werden kann, und
andererseits diese Heteroduplex-DNA als Substrat f¸r den
sequentiellen hydrolytischen Abbau durch E.-coli-Exonu-
clease III fungiert ± sofern 1,4-Dioxan zugegeben wird. Dieses
Lˆsungsmittel erhˆht nicht nur die Lˆslichkeit der markierten
DNA, sondern ‰ndert auch das mikroskopische Verhalten des
Enzyms vom distributiven zum hochgradig prozessiven Mo-
dus. Daher sind wir zuversichtlich, dass das Konzept der
Einzelmolek¸l-Sequenzierung jetzt realisiert und reprodu-
zierbar etabliert werden kann.

Experimentelles

Kinetische Gleichgewichtszustandsanalyse : 40 fmol dsDNA-Substrat mit
einem vollst‰ndig durch Rhodamin-markierte Pyrimidin-Analoga modifi-
zierten Strang (ca. 370 bp; Fragment der codierenden Sequenz der
Reversen Transkriptase von HIV) wurden in 75 mL Reaktionspuffer,
bestehend aus 66 mm Tris-HCl, pH 8.0, 0.66 mm MgCl2, 50 mm Dithio-
threitol (DTT), 0.5 mgmL�1 BSA und 25% (v/v) 1,4-Dioxan, gelˆst. Der
exonucleolytische Abbau wurde durch Zugabe von 2 mL Exonuclease III
gestartet (jeweils Verd¸nnungen, die die in Tabelle 1 angegebenenMengen
an Enzym in Units enthielten; United States Biochemicals). Die Reaktion
wurde bei 20 8C inkubiert. Proben (7 mL) wurden unmittelbar vor Zugabe
des Enzyms (0 min) sowie nach 0.2, 2, 5, 10, 15, 20, 30, 60, 120 min
genommen, die dann mit 1 mL 0.5m EDTA versetzt wurden, um die
Reaktion zu beenden. Nach der sich anschlie˚enden Lyophilisierung
wurden die Proben in 4 mL Ladepuffer (Formamid/25 mm EDTA¼ 5:1
(v/v) mit 50 mgmL�1 Dextranblau) aufgenommen, mit 1 mL internem
Fragmentl‰ngen-Standard ROX-1000 (Applied Biosystems) versetzt und
in Sequenziergelen (6% Polyacrylamid, 8.3m Harnstoff) mithilfe des
automatischen Systems ABI 373A analysiert. Fragmentl‰ngen und relative
Konzentrationen wurden mit der Software GeneScan 672 (ABI) bestimmt.
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Tabelle 1. Durch visuelle Auswertung der Elektropherogramme erhaltene Werte f¸r die makroskopische Geschwindigkeit der Hydrolyse, n̄, und die
Prozessivit‰t der Exonuclease III.[a]

Nr. DNA-Markierung [E0] [U] T [8C] 1,4-Dioxan Umsatz [%] t [min] n̄ [nt s�1] Prozessivit‰t

1 TMR, RG 5 37 þ 26 0.3 16.5 þ
2 TMR, RG 50 37 þ 72 0.3 16.5 þ
3 TMR, RG 250 37 þ 67 0.3 16.5 þ
4 TMR, RG 50 10 þ 38 0.3 16.5 þ
5 TMR, RG 50 20 þ 68 0.3 16.5 þ
6 TMR, RG 50 37 þ 72 0.3 16.5 þ
7 TMR, RG 25 20 þ 56 0.3 16.5 þ
8 TMR, RG 25 20 � 15 5.0 1.1 �
9 keine[b] 25 20 � 98 0.2 4.1 �

[a] TMR¼Tetramethylrhodamin; RG¼Rhodamine-Green. [b] 5’-Terminale RG-Markierung.
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